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RESUMO

SOUZA JR, E. C.! Sistemas Aquosos Bifasicos Aplicados & Separacdo de Peptideos com
Atividade Anti-Hipertensiva de Hidrolisado da Caseina Bovina. Itapetinga — BA: UESB,
2012.69p. (Dissertacdo — Mestrado em Engenharia de Alimentos — Engenharia de Processos de
Alimentos)

Os diferentes tipos de propriedades bioldgicas apresentadas pelas proteinas do leite, como
atividade antimicrobiana, imunoestimulante e anti-hipertensiva, estdo associados a presenca de
peptideos bioativos em determinadas sequéncias da proteina. Peptideos inibidores da enzima
conversora de angiotensina (ECA) com atividade anti-hipertensiva séo liberados ap6s a hidrélise da
proteina em que se encontra por via enzimatica e/ou quimica. H& evidéncias que sua ingestdo por
meio de alimentos possa auxiliar na prevencdo e no tratamento ndo medicamentoso da hipertenséo.
Dessa forma, estudos tém focado a producgdo e o isolamento de peptideos com atividade inibidora
da ECA a partir de proteinas de diferentes fontes alimenticias. Portanto, o presente estudo
objetivou: i) hidrolisar por via enzimatica a caseina do leite para obtencdo de peptideos bioativos,
com propriedade anti-hipertensiva; ii) quantificar a porcentagem da atividade inibitéria da ECA e
das frages do hidrolisado da caseina do leite, em diferentes tempos de hidrolise; iii) estabelecer a
constituicdo dos sistemas aquosos bifasicos (SAB’s) mais adequada a separacdo destes peptideos
hipotensivos; e iv) determinar dados do coeficiente de particdo dos peptideos em SAB’s. Os
hidrolisados foram obtidos, sob temperatura controlada, utilizando uma solugdo de caseina
preparada em tampéo fosfato dissddico adicionada da enzima tripsina de pancreas bovino. Amostras
do meio hidrolisado foram coletadas em 1, 2, 5, 8 e 24 horas ap6s o inicio da hidrdlise, sendo cada
fracdo quantificada quanto a capacidade de inibicdo da ECA. O hidrolisado que apresentou maior
atividade inibitéria da ECA, in vitro, foi usado na avaliacéo da parti¢do dos peptideos bioativos com
SAB’s. Para tanto, foram utilizados SAB’s compostos por polietileno glicol (PEG) de massa molar
1500 g.mol™ e sais de tartarato de sodio e potéassio, fosfato de sodio e fosfato de potéssio, sob
temperatura controlada. Os diagramas de equilibrio, a 25°C, para SAB’s formados por PEG +
tartarato de sodio e potassio e PEG + fosfato de sédio, foram obtidos neste trabalho. Dados do
coeficiente de particdo do hidrolisado da caseina indicaram que, para SAB’s contendo fosfato de
sodio, os peptideos migraram preferencialmente para a fase rica em sal; para SAB’s formados
tartarato de sodio e potassio, 0s peptideos precipitaram na fase salina; e nos SAB’s compostos por
fosfato de potassio, os peptideos migraram em sua totalidade para a fase polimérica.

Palavras-chave: diagramas de equilibrio, polietilenoglicol, peptideos, anti-hipertensivo.

! Orientador: Jane Sélia dos Reis Coimbra, D. Sc., UFV e Co-orientadores: Renata Cristina Ferreira
Bonomo, D. Sc. UESB; Eduardo Basilio Oliveira, D. Sc. UFV.



ABSTRACT?

SOUZA JR, E. C. Aqueous Biphasic Systems Applied to the Separation of Peptides with
antihypertensive activity of hydrolysis of bovine casein. Itapetinga - BA: UESB, 2012.69p.
(Dissertation - Master in Food Engineering - Food Process Engineering

The presence of bioactive peptides in protein sequences are associated with different
types of biological properties presented by milk proteins, such as antimicrobial,
immunostimulant and anti-hypertensive. Peptide able to inhibit the angiotensin-converting
enzyme (ACE) presented antihypertensive activity and can be released after the hydrolysis
of some whey protein, such as B-lactoglobulin and casein. There is evidence that the intake
of these kinds of peptides through food may acts in the prevention and non-
pharmacological treatment of hypertension. Thus, in this study were evaluated: i) the
conditions of enzymatic hydrolysis of milk casein to obtain bioactive peptides with anti-
hypertensive properties, such as the time of protein hydrolysis, ii) the percentage of ECA
inhibited in each hydrolyzed fraction obtained, iii) the more appropriate aqueous two-phase
systems (ATPS) to separate the peptides of each hydrolyzed fraction, and iv) data of the
partition coefficient of the peptides in each ATPS. The milk casein hydrolysates were
obtained under controlled temperature (37 °C), using an agqueous casein solution prepared
in sodium phosphate buffer (pH = 8.4) added of the trypsin enzyme (bovine pancreas).
Samples of hydrolyzed protein were collected at (1, 2, 5, 8 and 24) hours after the start of
the reaction. The ability of the peptides to inhibit the ACE was quantified in each sample.
The fraction with the highest ACE inhibitory activity in vitro was carried out to the
separation tests using ATPS. The aqueous biphasic systems were composed by
polyethylene glycol (PEG) of molar mass 1500 g/mol and salts (sodium and potassium
tartrate, sodium phosphate and potassium phosphate). Partition coefficient data
(temperature = 25 °C) of the peptides pointed to the PEG 1500 + potassium phosphate +
water system as the more appropriate to separate peptide with antihypertensive from casein
hidrolisate. The peptides migrated preferentially to the phase rich in polymer. Additionally,
phase equilibrium diagrams, at 25 °C, were obtained for ATPS formed by PEG 1500 +
sodium potassium tartrate, and PEG 1500 + sodium phosphate were obtained in this work.

Keywords: equilibrium diagrams, polyethylene glycol, peptides, anti-hypertensive activity.

2 Adviser: Jane Sélia dos Reis Coimbra, D.Sc., UFV and Co-adviser Renata Cristina Ferreira

Bonomo, D. Sc. UESB; Eduardo Basilio Oliveira, D. Sc. UFV.
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INTRODUCAO

O leite é considerado um dos alimentos mais completos da natureza e o0 Unico que satisfaz
as necessidades dos recém-nascidos de sua espécie, nos primeiros meses de vida. Apresenta-se
como uma emulsdo em que a fase continua é formada de &gua e substancias hidrossolUveis ao passo
que a fase dispersa é formada, principalmente, de micelas de caseina e de glébulos de gordura
(SGARBIERI, 2005).

As proteinas do leite compreendem a Caseina, e algumas Albuminas, e globulina. As
caseinas compreendem aproximadamente 80 a 85% das proteinas do leite (cerca de 28 g.L™), sendo
que a fragdo caseinica consiste de quatro grupos principais de proteinas a-, B-, k- e y-caseina. A
propor¢édo entre os diversos tipos é determinada geneticamente, porém, geralmente, ndo se encontra
grande variacdo no perfil de caseina do leite bovino de diferentes fontes. Pode-se extrair a caseina
pela precipitacdo natural, acidificacdo do meio e pela coagulacdo catalisada por enzimas (coalhos).
A relevancia industrial da caseina esta na fabricacdo de queijos e de caseinatos, que sdo importantes
ingredientes para industrias de formulacdo. As caseinas vém sendo utilizadas como ferramenta no
combate de algumas doencas degenerativas (FOX & MCSWEENEY, 1998).

As doencas cardiovasculares sdo umas das principais causadoras de 6bito na populacdo
brasileira, hd mais de 30 anos. Dentre essas doencas, a hipertensdo ¢ comum, em todo o mundo,
sendo responsavel por altos indices de morbimortalidade entre os idosos. A hipertensdo arterial é
uma doenca cronica degenerativa que atinge de 6% a 8% das criancas, cerca de 20% dos adultos e
65% dos idosos. Trata-se, portanto, de um problema de salde piblica, muitas vezes, assintomatico,
0 que faz com que as pessoas ndo procurem o tratamento necessario (KIM et al., 2001). Por
conseguinte, estudos que envolvam a obtencéo e caracterizacdo de substancias com atividade anti-
hipertensiva sdo necessarios para auxiliar na obtencdo de novas drogas que possam se adequar ao
tratamento dessa doenca cardiovascular. Alguns peptideos bioativos derivados de proteinas do soro
de leite tém sido apresentados como potenciais agentes anti-hipertensivos (NURMINEN et al.,
2000).

Ap0s a hidrélise das proteinas para a obtencao de tais peptideos, é necessario proceder a sua
separa¢do. Uma técnica com potencial para a separacdo de biocompostos € a extra¢do liquido —
liquido, usando sistemas aquosos bifasicos (SAB’s). Estes sistemas sdo formados ao misturar duas
solucdes aquosas de polimeros de cadeia flexivel ou de um polimero e de um sal (como fosfato de
potassio, fosfato de sddio etc). O material a separar se distribui entre as duas fases aquosas do

sistema e o grau de separacdo € quantificado por meio do coeficiente de particdo (k). Este
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coeficiente é fungdo de uma série de variaveis experimentais como: pH, temperatura, presenca de
sais, massa molar e concentra¢do dos polimeros que formam as fases, bem como das caracteristicas
da proteina. Assim, por meio do controle dessas varidveis, pode-se separar a proteina de interesse
(ALBERTSSON, 1986). Esses sistemas sdo adequados a separagdo de materiais bioldgicos, uma
vez que as fases contém um elevado teor de &gua, entre 70 e 90%, 0 que propicia um ambiente
adequado para a particdo de biomoléculas (COIMBRA et al., 2003). Sdo entdo capazes de
promover a particdo de solutos em um meio pouco agressivo, de forma que as substancias como
macromoléculas, particulas virais, fragmentos de células ou mesmo organelas celulares, possam ser
particionadas e purificadas sem perda de atividade bioldgica, tem baixo custo e facilidade de

aplicacdo em grande escala.

No presente estudo, sera avaliado a hidrdlise por via enzimética da caseina do leite para
obtencdo de peptideos bioativos, com propriedade anti-hipertensiva, além de estabelecer a
constituicdo dos sistemas aquosos bifasicos mais adequados a separacdo destes peptideos

hipotensivos, bem como, determinar dados do coeficiente de particdo dos peptideos.
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OBJETIVO GERAL

Particdo de peptideos bioativos de hidrolisados da caseina lactea, com funcdo anti-

hipertensiva, usando a extracdo liquido-liquido com sistemas aquosos bifasicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Hidrolisar por via enzimatica a caseina do leite para obtencdo de peptideos bioativos, com

propriedade anti-hipertensiva.

Determinar dados de atividade inibitoria da ECA, das frac6es do hidrolisado da caseina

bovina, em diferentes tempos de hidrélise.

Estabelecer a constituicdo dos sistemas aquosos bifasicos mais adequados a separacdo de

peptideos hipotensivos em fungéo do tipo de sal, da concentracdo de polimero e de sal, a 25°C.

Determinar dados do coeficiente de particdo do peptideo, em diferentes sistemas aquosos

bifasicos, formados por PEG e diferentes sais.
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REFERENCIAL TEORICO

1.1. Leite

O leite € o produto da secrecdo da glandula mamaria de fémeas mamiferas domesticadas
pelo homem. Este processo de domesticagdo e inicio da utilizagdo do leite animal, principalmente o
de origem bovina, data aproximadamente 5.000 A.C.. A partir de entdo, o Leite tem sido
considerado, ao longo do tempo, um alimento por exceléncia para utilizacdo pelo homem
(LOURENCO, 2000).

Apresenta-se como uma emulsdo liquida em que a fase continua é formada de agua e
substancias hidrossolUveis ao passo que a fase interna ou descontinua é formada, principalmente, de
micelas de caseina e de glébulos de gordura. O leite de vaca, 0 mais importante do ponto de vista
comercial e industrial, é composto de agua, 87,3%, e sélidos totais, 12,7%, assim distribuidos:
proteinas totais, 3,3 a 3,5%; gordura, 3,5 a 3,8%; lactose, 4,9%; além de minerais, 0,7%, e
vitaminas (SGARBIERI, 2005).

O mais importante é que o leite € um alimento de facil acesso, sendo possivel a chegada de
nutrientes para todas as camadas sociais, inclusive aqueles de renda mais baixa, levando salde e

alimentagdo saudavel para todas as pessoas.

1.2 Proteinas do Leite

Um dos componentes mais nobres do leite - a proteina - é de reconhecido valor nutricional
tanto pelo alto teor de aminoécidos essenciais quanto pela sua alta digestibilidade. O papel das
proteinas na alimentacdo é importante tanto no crescimento quanto na manutengdo do corpo
humano; é material basico de todas as células e chega a constituir % da matéria viva animal. Das
57,5 g./dia de proteina, em média, sdo necessarias para uma pessoa adulta, dois copos de leite de
vaca (equivalentes a 500 ml/dia) que suprem 30,43% da quantidade recomendada, sem considerar
os demais nutrientes fornecidos (LOURENCO, 2000).

O leite contém dois grandes grupos proteicos, as caseinas e as proteinas do soro, que
apresentam diferentes estruturas e propriedades bioldgicas. Caseinas (al, a2, B e k) compde
aproximadamente 80% do total de proteina do leite de vaca. E sabemos que atua como carreadora
de minerais como célcio, zinco, cobre, ferro e ions fosfato. Além disso, sdo percussoras de muitos

peptideos bioativos. As proteinas do soro correspondem a 20% do total proteico do leite de vaca, e
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representam uma excelente fonte de proteinas funcionais e de alto valor nutricional. Dos 20% das
proteinas do soro, de 70-80% correspondem as proteinas globulares o-lactoalbumina e pB-
lactoglobulinas. Outros compostos incluem as imunoglobulinas (Igs), glicomacropeptideos,

albumina do soro, lactoferrina, proteosepeptonas e numerosas enzimas (FOX, 2009).

1.3 Caseina

As caseinas sdo fosfoproteinas precipitadas do leite em pH 4,6 a 20 °C. Compreendem cerca
de 80% das proteinas totais do leite (WONG et al., 1996). As caseinas sdo classificadas em quatro
subgrupos: caseinas a, B, kK € y, sendo que as caseinas o formam uma familia de proteinas com
caracteristicas diferentes (oo a ass). Dentro de cada grupo de caseinas, aparecem ainda variantes
genéticas. As variantes genéticas sdo mutagdes que ocorreram na estrutura primaria das caseinas em
gue um ou mais aminoacidos foram substituidos por outros na sequéncia priméaria da cadeia
polipeptidica (SGARBIERI, 2005).

Em razdo da composicdo e da sequéncia de aminoacidos caracteristicos, as caseinas o e 3
apresentam estruturas flexiveis com baixissimo grau de estrutura secundaria, estruturas em a-hélice
e em conformacdo B (folhas ). Essa caracteristica estrutural das caseinas, estrutura relativamente
aberta e flexivel, deve-se ao elevado teor de prolina (Pro), uniformemente distribuida ao longo da
cadeia polipeptidica. A prolina tem a propriedade de interromper a continuidade da estrutura
secundaria, particularmente a a-hélice, promovendo uma estrutura bastante randomizada e com
baixo grau de estrutura secundaria. Em contrapartida, as estruturas terciarias das moléculas de
caseina ainda ndo foram suficientemente esclarecidas. Célculos tedricos mostram que metade C-
terminal de ag-caseina, provavelmente, tem uma conformacdo globular (isto é, uma estrutura
compacta contendo algumas a-hélices e folhas-B), enquanto que a regido N-terminal,
provavelmente, constitui uma estrutura randdémica. Calculos tedricos sugerem que o B-caseina
poderia ter 10% de seus residuos em hélices, 17% em folhas- e 70% em estruturas desordenadas.
A k-caseina parece ser a mais bem estruturada das caseinas, talvez com 23% de seus residuos em o.-
hélices, 31% em folhas-p e 24% em B-curvas (FOX & MCSWEENEY, 1998, SGARBIERI, 2005).

Como citado anteriormente, as caseinas sdo fosfoproteinas contendo nimero variavel de
radicais fosfato, ligados a serina (P-Ser), concentrados em diferentes regibes das cadeias
polipeptidicas, originando nas moléculas regides mais hidrofilicas ou mais hidrofdbicas (carater
anfifilico). Como resultado, as caseinas sdo mais suscetiveis a protedlise e difundem-se mais rapida
e fortemente em interfaces do que as proteinas do soro de leite. A caseina k apresenta-Se mais

hidrofilica apesar de apresentar apenas um radical fosforilserina, por possuir carboidrato na
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molécula (glicopeptidio), caracterizando-se como uma P-glicoproteina (WONG et al., 1996,
SGARBIERI, 2005).

1.4 Propriedades funcionais e bioativos da caseina
O leite contribui para satisfazer em grande parte as necessidades do organismo em relacdo

ao consumo de calcio, fosforo, proteinas e vitaminas. As proteinas do leite tém grande importancia
na nutricdo humana, apresentando um valor nutricional proteico elevado, com proteinas de boa
digestibilidade e aminoacidos disponiveis. Possuem também aminoacidos essenciais nas propor¢ées
requeridas para o crescimento e manutencao do organismo humano (FOX, 2009).

As proteinas do leite, especificamente as caseinas, apresentam um grande potencial
industrial, sendo utilizadas em diferentes formulacdes, por apresentarem excelentes propriedades
funcionais, como solubilidade, estabilidade da emulsdo, retencdo de adgua e adesdo, entre outras.
Outro atributo fundamental é a estabilidade térmica durante o processamento, que pode ser
exemplificado pela resisténcia térmica da caseina do leite a pasteurizacdo e ao tratamento UHT. Séo
utilizadas também como agentes espumantes e gelificantes. Algumas aplicacdes de propriedades
funcionais da caseina em alimentos séo listadas na Tabela 1.

A caseina tem ainda uma série de outras aplica¢cdes ndo alimentares como nas industrias de
papéis, cola e adesivos, tintas e vernizes, téxtil e indistria de couros. Também ¢é utilizada em dietas
e produtos meédicos especificos como: alimentos infantis, alimentagdo intravenosa, formulagoes
alimentares especiais, preparagdes de remédios, cosméticos etc. (SGARBIERI, 1996).

Tabela 1: Propriedades funcionais da caseina e suas aplicagfes em alimentos.

Propriedade Aplicacdo
Emulsificagdo Pées, biscoitos, sobremesas, carnes.
Hidratacéo Carnes, massas (péo, bolo), doces.
Viscosidade Sopas, molhos, sobremesas.
Gel Carnes, bolos, queijos.
Espuma Sorvetes, produtos lacteos.

Coesdo Carnes, pastas.
Solubilidade Bebidas

Fonte: MUIR, 1998

Além disso, o leite contém uma complexa mistura de espécies bioativas, que conferem a ele
substancias moduladoras das fungdes digestivas e intestinais, hormonios e fatores de crescimento
capazes de influenciar no desenvolvimento do trato gastrintestinal, além de imunorregulacdo e
modulacdo da microflora intestinal. Varias destas propriedades do leite sdo atribuidas as proteinas e

peptideos secretados pela glandula mamaria. A bioatividade de diversas proteinas do leite € latente,
19



ou seja, incompleta ou ausente na proteina nativa. E somente durante a digestdo proteolitica das
proteinas nativas é que sdo liberadas suas fracdes peptidicas ativas. Estes peptideos bioativos podem
ser formados durante o processo alimentar, quando primeiramente sdo liberados, apds hidrélise
proteolitica exercida pelas enzimas digestivas, para posteriormente exercerem seu potencial de
regular varios processos no corpo humano (MEISEL,1997).

Desde 1979, diversos autores tém descrito peptideos bioativos originarios de proteinas do
leite (MEISEL,1997), que séo capazes de exercer efeito opioide, antitrombotico e anti-hipertensivo,

imunomodulacéo e propriedades de utilizacdo mineral.

1.5 Atividades bioldgicas dos peptideos lacteos
Peptideos biologicamente ativos (PBAS) ou bio-funcionais foram definidos como peptideos

com atividade similar a uma droga ou horménio que, eventualmente, modulam a funcéo fisiolégica
ao se ligarem a receptores especificos da célula alvo, levando a indugdo de respostas fisioldgicas
(MEISEL, 1997).

Além de suprir aminoécidos e energia, que sdo essenciais para o crescimento e manutengdo do
organismo, as proteinas dos alimentos representam importante fonte de peptideos biologicamente
ativos, que podem desempenhar fungdes diversas, como moduladores de varios processos corporais
(MEISEL, 1997; LI et al., 2004).

Os PBAs contém de 3 a 20 residuos de aminoécidos por molécula e, normalmente, sdo inativos
dentro da sequéncia da molécula (LI et al., 2004).

Estudos tém identificado um grande numero de sequéncia de PBAs nas proteinas do leite,
além das condicOes para sua liberagdo. Devido ao grande numero de PBAs codificados em sua
regido primaria, as proteinas do leite sdo consideradas, no momento, as principais fontes conhecidas
de uma variedade de PBAs (MEISEL, 1997). Muitos destes PBAs possuem propriedades bioldgicas
especificas que fazem desses componentes potenciais ingredientes de alimentos promotores de
saude. Peptideos derivados da hidrdlise da [-caseina podem atuar no sistema imunoldgico,
estimulando a proliferacdo de linfocitos humanos e a atividade fagocitaria dos macréfagos. Os
caseinofosfopeptideos, também derivados da hidrolise das caseinas, podem formar sais
organofosfato sollveis e atuar como carreadores de diferentes minerais, especialmente célcio. Ao
lado dos caseinofosfopeptideos, hd também os peptideos que apresentam atividade antimicrobiana,
isolados da lactoferrina, e os peptideos que exercem efeitos antitrombéticos, derivados da k-caseina
(MEISEL, 1997).
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Além dos estudos envolvendo identificacdo e condigdes para a liberacdo dos PBAs, ha
também estudos mostrando que estes peptideos exercem vérias atividades bioldgicas “in vitro” e
“in vivo” e que alguns deles possuem propriedades multifuncionais, “in vitro” por hidrdlise
enzimética das proteinas do leite, bem como durante o processamento de derivados do leite como,
por exemplo, durante a producéo de queijos (KORHONEN & PIHLANTO-LEPPALA, 2004). Por
administracdo oral, dependendo da sequéncia de aminoacidos, os PBAs podem afetar os principais
sistemas corpdreos - cardiovascular, digestivo, imune e nervoso.

As atividades descritas para esses peptideos sdo diversas e incluem atividade opiacea,
imunomoduladora, antimicrobiana, antitrombética, quelante de minerais e anti-hipertensiva, entre

outras.

1.6 Peptideos anti-hipertensivos
A hipertensdo arterial sistémica é, atualmente, considerada uma das mais sérias doengas

cronicas, por estar relacionada ao aumento significativo do risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (KIM et al., 2001). Estima-se que 22% a 68% da populagdo adulta mundial
apresentem hipertensdo arterial (HA). No Brasil, na Gltima década, foram realizados diversos
inquéritos populacionais em amostras representativas, que indicam variagdes na prevaléncia de HA
entre 22% e 44% (FUCHS et al., 2004).

Além de apresentar alto custo social, respondendo por cerca de 40% dos casos de
aposentadoria precoce e de absenteismo no trabalho, a HA é uma das mais importantes causas de
morbi-mortalidade universal, sendo responsavel pela reducdo da expectativa e qualidade de vida
(JNC 6, 1997).

A presséo arterial (PA) é regulada por varios sistemas inter-relacionados. Os rins tém um
papel essencial durante o controle a longo prazo da pressdao, através do sistema rim-liquidos
corporais, ou seja, quando o corpo tem liquido extracelular em excesso, a PA se eleva provocando
um efeito direto sobre os rins que excretam liquido e sédio, fazendo com que a PA volte ao normal.
A0 passo que, se a pressao estiver abaixo do normal, havera um aumento na reabsor¢do de sodio e
na retencdo de fluidos (GUYTON e HALL, 2001).

Os rins também controlam o sistema renina-angiotensina. A renina é uma enzima
sintetizada e armazenada sob a forma inativa nas células justaglomerulares dos rins. Quando a PA
cai, ocorre a liberagdo da renina para a corrente sanguinea, resultando em uma quebra de seu
substrato natural, o angiotensinogénio, e a liberacdo da angiotensina | (decapeptideo). Apds a

formacgdo desse peptideo, dois de seus aminoéacidos sao removidos para formar a angiotensina II.
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Essa reacdo é catalisada pela enzima conversora da angiotensina (ECA), presente no endotélio dos
vasos pulmonares. A angiotensina Il € um horménio vasoconstrictor que contribui para 0 aumento
da resisténcia periférica e também atua sobre as glandulas supra-renais, estimulando a secrecéo de
aldosterona que aumenta a reabsorcdo de sal e dgua pelos tubulos renais e excrecdo de potéssio
(GUYTON e HALL, 2001).

Peptideos inibidores de ECA atuam no controle da pressdo arterial alta por meio da
dilatacdo dos vasos sanguineos e de seu efeito sobre o volume de sangue. Sendo que 0s primeiros
derivados de proteinas alimentares foram descritos por OSHIMA et al., (1979) que os isolaram a
partir da gelatina hidrolisada com colagenase (clostridiopeptidase A, EC 3.4.24.3). A partir de
entdo, houve um crescente interesse no desenvolvimento de métodos para isolar peptideos com
atividade anti-hipertensiva, derivados de proteinas alimentares, como MARUYAMA e SUZUKI
(1982) que testaram caseina intacta e seu hidrolisado triptico, entretanto, apenas este Gltimo inibiu a
ECA. Dando sequéncia a estes estudos, MARUYAMA et al. (1985) submeteram os hidrolisados de
caseina a uma digestdo adicional com uma endopeptidase prolina-especifica, extraida do
Flavobacterium meningosepticum, obtendo um heptapeptideo bem mais potente. A literatura
também mostra que inibidores eficientes da ECA tém sido isolados a partir dos hidrolisados de
pescado de peixe (FUJITA et al.,1995;); gelatina ( KIM et al.,2001); soja (GIBBS et al., 2004);
trigo (MATSUI et al., 1999); grao-de-bico (YUST et al., 2003); e, principalmente, a partir das
proteinas do leite, nas quais a capacidade de inibir a ECA foi demonstrada a partir de caseina
(MAENO et al., 1996; TAUZIN et al., 2002) de proteinas do soro (NURMINEN et al.,2000;
HERNANDEZ-LEDESMA, 2002; SIPOLA et al.,2002b), de proteinas do plasma (HYUN & SHIN,
2000); de produtos fermentados (HATA et al., 1996), e da maturacdo de queijos (ABUBAKAR et
al., 1998; GOMEZ-RUIZ et al., 2002; HAILESELASSIE et al., 1999).

1.7 Hidrolise de proteinas

As técnicas envolvendo modificagdes quimicas das proteinas tém dado lugar aos métodos
enzimaticos pelo fato das hidrdlises acidas e alcalinas serem totalmente inespecificas e destruirem
aminoacidos como o triptofano, o que compromete o valor nutricional da proteina. A catalise
enzimatica apresenta vantagens como o uso de condic¢@es brandas de processamento, a possibilidade
de recuperacao do catalisador e 0 emprego de enzimas com especificidade conhecida, resultando em
produtos com maior solubilidade, estabilidade térmica e precipitagio (GONZALEZ-TELLO et al.,
1994). Essas modificacdes podem ocorrer in vitro ou in vivo (SGARBIERI, 1996).

O uso de enzimas na manipulacdo de proteinas garante maior especificidade, controle e

seguranca nos hidrolisados obtidos do que a utilizacdo de meios quimicos. A hidrélise enzimatica
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de proteinas produz peptideos com pesos moleculares varidveis e alteragcdes na estrutura nativa da
proteina. Previne reacOes indesejaveis devido a sua especificidade de acdo, utiliza condicOes
moderadas de tratamento, menor energia no processo, sendo possivel sua inativagdo apds o uso. Os
hidrolisados obtidos por via enzimética, geralmente, apresentam menor contetdo de sais do que 0s
obtidos por hidrélise acida ou alcalina (GONZALEZ-TELLO et al., 1994).

Como resultado da hidrélise, ha aumento na solubilidade das proteinas, melhoria das
propriedades interfaciais e redugdo na viscosidade. Além disso, como as enzimas podem ser
empregadas geralmente em concentragfes muito baixas, sua remoc¢do do sistema da reacdo é
frequentemente desnecessaria e mais facil do que para outros catalisadores, os quais devem ser
usados em concentra¢es maiores (REED, 1975).

A maioria dos peptideos derivados de caseina que apresentam atividade bioldgica é produzida
in vitro pelo uso de proteinases pancreaticas, especialmente tripsina. Combinacbes de endo-
proteinases também podem ser utillizadas, incluindo quimotripsina, pepsina, termolisina,
pancreatina, carboxipetidase, entre outras. Essas enzimas podem ser de origem microbiana, vegetal
ou animal (CANDIDO, 1998).

A qualidade e as caracteristicas finais do hidrolisado proteico dependem de varios fatores que
devem ser controlados para se alcancar os resultados desejados, entre eles encontram-se a natureza
e a associacdo de enzimas, pH, temperatura, tempo de hidrolise, tipo e concentracdo de substrato,
relagdo enzima/substrato e inativacdo enzimatica ao final do processo (SILVESTRE et al., 1994b;
CANDIDO, 1998).

1.7.1 Natureza da enzima

A escolha da enzima proteolitica é muito importante, uma vez que sua acdo especifica ird
influenciar a composicdo final dos produtos de hidrélise, principalmente com relagdo ao tamanho
médio dos peptideos (HAQUE & MOZAFFAR, 1992).

A tripsina é uma enzima pancreética liberada no intestino, onde hidrolisa liga¢des peptidicas em
que o grupo carbonila é dado por Lys ou Arg (LEHNINGER, 1991). E a enzima mais amplamente
utilizada para a hidrolise de caseina, que visa a formacdo de peptideos inibidores da ECA
(MARUYAMA et al., 1985, 1987a e b). Segundo FITZGERALD e MEISEL (2000), os peptideos
produzidos pela tripsina caracterizam-se pela presenca na porcdo C-terminal de residuos de lisina e
arginina que, segundo estudos sobre estrutura e atividade da ECA, contribuem substancialmente
para a poténcia inibitéria dos peptideos. Entretanto, outras enzimas e vérias combinacles

enzimaticas de proteinases — incluindo alcalase, quimiotripsina pancreética e pepsina, assim como
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enzimas de fontes bacterianas e fungicas — tém sido utilizadas para gerar peptideos bioativos
(PIHLANTO- LEPPALA, 2001).

A casoquinina engloba um conjunto de peptideos liberados pela acdo da tripsina sobre asl CN-
e B-CN. Sdo os fragmentos de f (23-27) (as1-casoquinina-5), f (23-34) (as1-casoquinina-10), f (28-
34)(as1-casoquinina-7), f (91-92 ) (asl-casoquinina-2), f (194-199) (asl-casoquinina-6), f (177-
183) (B-casoquinina-7) e f (193-202) (B-casoquinina-10) (ARIYOSHI, 1993).

1.7.2 Tratamento térmico do substrato

A influéncia da temperatura na hidrdlise enzimatica pode ser observada em trés etapas distintas,
a saber: no pré-tratamento do substrato, durante a reagdo hidrolitica e na interrupcdo desta reacdo
(BIASSUTI et al., 2006).

O pré-tratamento do substrato pelo calor pode influenciar no grau de hidrélise devido a
desnaturagéo proteica. Este procedimento provoca uma modificacdo da estrutura tridimensional da
proteina, agindo sobre suas ligacGes fracas, as quais sdo responsaveis pela conformacdo nativa,
aumentando a exposi¢do das ligacOes peptidicas (estrutura priméria), melhorando, assim, a
acessibilidade do substrato as enzimas (SCHMIDT & MARKWIJK, 1993).

Com relagdo ao efeito da temperatura durante a reagdo enzimatica, sabe-se que cada enzima
apresenta o seu valor 6timo de atuacdo, o qual é interpretado pela avaliagcdo da curva de atividade
versus temperatura, sendo dependente da duracdo da reacdo (REED, 1975).

Segundo KILARA (1985), o tempo requerido para atingir um determinado grau de hidrolise
diminui exponencialmente com o crescente aumento da temperatura da reacdo, até 0 momento em
gue a inativacdo enzimatica pelo calor se torna significativa.

Esta acdo do calor sobre a atividade enzimatica tem sido utilizada por alguns autores, visando a
interrupcdo da reacdo hidrolitica, empregando-se temperaturas na faixa de 80°C a 90°C, por 10 a 20
min. De fato, valores mais elevados do que estes devem ser evitados para que ndo ocorram
alteracBes na composicdo dos hidrolisados proteicos (SCHMID & POOL, 1991; SILVA et al.,
2005).

1.7.3 Relacéo enzima: substrato
A relacdo enzima substrato (E:S) exerce influéncia na velocidade da reacdo e no tamanho

dos peptideos produzidos no final do processo de hidrolise (RAGHAVAN & KRISTINSSON,
2009).
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Comparando dois hidrolisados pancreéaticos de caseina, Silvestre et al. (1994a,b) mostraram que
uma reducdo na relacdo E:S de 1:25 para 1:200 levou a um maior contetido de grandes peptideos (>
7 residuos de aminoécidos) e a uma menor propor¢do de peptideos médios (4 a 7 residuos de
aminoacidos), e aminodcidos livres. Por outro lado, o teor de di- e tripeptideos permaneceu

inalterado.

1.8 Métodos de separacdo de biomoléculas
O potencial para aplicacbes tecnoldgicas dessas proteinas tem estimulado o

desenvolvimento de processos para sua separacao e purificacdo, visando manter suas caracteristicas
funcionais inalteradas, pois 0s processos convencionais de separac¢do e purificacdo de biomoléculas,
como precipitacdo com sais ou extracdo com solventes, apresentam desvantagens associadas a
desnaturacdo e baixa pureza. Além disso, a nivel industrial, a purificacdo € dificultada por outros
fatores como baixa concentragdo das proteinas e sensibilidade térmica, o que geralmente obriga o
uso de técnicas de custo elevado, como processos cromatograficos. Com isso, o custo final dos
processos é elevado, dificultando o acesso a estes produtos de grande aplicacdo nos campos
alimenticio e terapéutico (COIMBRA et al.,2003).

Assim, torna-se necessario o estudo de técnicas como a extragéo liquido-liquido por SAB’s, que
possibilitem a separacgdo e purificacdo da proteina, mantendo a sua estrutura nativa.

A técnica de separacdo em SAB’s ¢ aconselhavel para purificacdo de proteinas em larga escala,
pois permite a separagdo seletiva, uma baixa tensdo superficial, boa biocompatibilidade, a
possibilidade de aplicacdo em grande escala e boa relacdo custo-beneficio. Os SAB’s apresentam.
ainda, outras vantagens em comparacdo aos métodos de separacao e purificagdo de biocompostos,
como: operacao rapida e continua, altos rendimentos, reciclagem dos polimeros, minimizacdo da
desnaturacdo de proteinas, facilidade de separar materiais particulados, além de permitir a
concentracdo da proteina de interesse em uma das fases, controlando o volume das mesmas
(COIMBRA et al., 2003).

1.8.1 Sistemas Aquosos Bifasicos
O uso de solucBes aquosas e solventes organicos na extracdo liquido-liquido convencional ndo

sdo adequados para separar compostos de origem bioldgica como proteinas e células, pois a
estabilidade destas é baixa em solventes organicos. Uma variante da extracdo liquido-liquido

tradicional, compativel com o0s processos de biosseparacOes, é a particdo em sistemas aquosos
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bifasicos, a qual vem sendo usada com sucesso no isolamento de proteinas e de outros
biocompostos (COIMBRA et al., 2003).

Os SAB’s tém adquirido importancia e crescente sucesso para a concentracdo, isolamento e
separacao de proteinas. Estes sistemas sdao constituidos por duas fases imisciveis, que promovem a
separacdo de biomoléculas, em condigdes amenas e em um ambiente adequado, de forma que sejam
preservadas as suas principais caracteristicas. A alta concentracdo de agua, de 65 % a 90 % em
massa, em tais sistemas, favorece a estabilidade das proteinas durante a separagdo (JOHANSSON,
1998, SALABAT, 2001 e GUNDUZ, 2004), permitem facil aumento de escala e a reciclagem dos
reagentes que formam as fases (REH et al., 2002).

Beijerinck, em 1896, observou a formacdo de duas fases liquidas, ao misturar solucfes aquosas
de gelatina e agar, ou gelatina e amido soltvel. A fase inferior tornou-se rica em agar (ou amido) e a
fase superior rica em gelatina. Ostwald e Hertel, em estudos posteriores, verificaram que para
variadas fontes de amido, diferentes concentracBes eram necessarias para a separacdo de fases.
Dobry e Boyer-Kawenoki estudaram a miscibilidade de pares de polimeros sollveis em agua ou em
solventes orgénicos e a ocorréncia ou ndo de separagdo de fases (ALBERTSSON, 1960).

Os SAB’s sdo formados por duas fases liquidas, que se encontram em equilibrio
termodin&dmico. Resultam, por exemplo, da incompatibilidade de dois polimeros em solugdes, como
polietilenoglicol (PEG) e dextrana, ou entre um polimero e um sal (PEG e Fosfato de Potassio)
(COIMBRA, 1995; ALBERTSSON, 1986). Essas espécies quimicas, quando misturadas em
determinadas composi¢cdes e temperaturas, dividem-se em duas fases de composi¢fes diferentes,
porém, em equilibrio termodindmico. As fases possuem propriedades termodinamicas intensivas
distintas, como indice de refracdo, composicdo e densidade. Essas fases sdo separadas por uma
interface, que é a regido onde as propriedades termodindmicas intensivas de cada fase transitam
para valores diferentes, sempre tendendo ao valor daquela propriedade no seio da oura fase em
equilibrio (CARVALHO, 2004). A purificacdo e resultado de uma particdo diferenciada da
molécula-alvo e impurezas entre as duas fases liquidas.

O fato de que duas ou mais fases forma-se na dgua com adicdo de polimeros incompativeis ou
de um polimero e sal é bem conhecida ha varias décadas (CABEZAS, 1996).

Diversos fatores como: constituicdo, tamanho e estrutura molecular do polimero; temperatura;
natureza e tamanho da particula alvo; pH e natureza do eletrélito do sistema bifasico, influencia na
separagdo de fases em SAB’s e, consequentemente, no processo extrativo de um determinado
biocomposto (ALBERTSSON, 1986).
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1.8.1.1 Diagrama de Fases
O conhecimento dos dados de equilibrio e propriedades fisico-quimicas dos sistemas

aquosos bifasicos é necessario para o projeto de processos de extracdo e para o desenvolvimento de
modelos termodindmicos de transferéncia de massa aplicadveis na extracdo liquido-liquido
(CARVALHO, 2004).

Para isso, sdo efetuados os diagramas de fases para 0s componentes, nos quais as
composicOes dos constituintes para a separagdo das fases sdo determinadas. Os dados de equilibrio
de fases dos SAB’s podem ser representados em diagramas de equilibrio, em uma temperatura e
pressdo fixas. Os diagramas de equilibrio, ou diagramas de fase, representam graficamente a
composi¢do dos constituintes do sistema, presentes em certas concentragdes, na qual ocorre a
separacdo de fases (COIMBRA et al., 2003).

A Figura 1 apresenta um exemplo de diagrama de fases mostrando a composicao das fases em
equilibrio. Convencionalmente, os componentes presentes em maior quantidade nas fases inferior e
superior séo representados no eixo das abscissas e das ordenadas, respectivamente. A quantidade de
agua é calculada por diferenga. A curva que divide a regido em duas fases é chamada de curva
binodal ou curva de equilibrio. A regido acima da curva binodal é chamada de bifésica e a abaixo,
monofasica. As linhas sdo chamadas “tie-lines” ou linhas de amarracao, e qualquer ponto sobre ela
representa um sistema com a mesma composicao, porém, com diferentes volumes das fases superior
¢ inferior. Para se estudar a separagdo de fases em SAB’s, faz-se uso de uma medida numérica de
referéncia para a composi¢édo das fases. O valor CLA pode ser calculado, a partir das concentracfes

dos componentes nas fases, pela equagéo:

CLA = [APEG]? + [ASal]? (1)

em que [APEG] e [ASal] correspondem a diferenga de concentragdo de PEG e sal nas fases superior

e inferior, expressa em % em massa, respectivamente (CARVALHO, 2004).
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Figura 1. Diagrama de fases genérico para um sistema contendo PEG e sal, expresso em coordenadas
retangulares (CARVALHO, 2004).

1.8.1.2 Variaveis que influenciam a particdo em sistemas aquosos bifasicos
As variaveis que influenciam a particio de biomoléculas entre duas fases podem ser

classificados como variaveis inerentes ao préprio sistema (por exemplo: componentes do sistema,
massa molar do polimero, concentragdo do polimero ou do sal, pH) ou & proteina alvo (por
exemplo: hidrofobicidade, distribuicdo de cargas, ponto isoelétrico e massa molar) (OLIVEIRA et
al., 2003; TUBIO et al., 2004).

1.8.1.3 Constituintes das Fases
1.8.1.3.1 Polietilenoglicol

O polietilenoglicol (PEG) é um polimero sintético neutro, de cadeia linear ou ramificada,
disponivel em grande variedade de massas molares, que variam de poucas centenas até milhares de
daltons. Sua férmula estrutural é: HO-(CH,CH,O)n-CH,CH,OH. O PEG é sollvel em &gua e em
diversos solventes organicos.

Sdo fornecidos na forma de solucBes incolores ou em pastas, se possuirem massas molares
menores que 1.000. Os de massas molares elevadas, acima de 1.000 daltons, sdo encontrados na
forma de p6 ou de flocos brancos. A oxidacdo do PEG é detectada pela diminuicdo do pH, devido a
liberacdo de grupos acidos, que altera a coloracdo da solugdo para marrom (COIMBRA, 1995).

O PEG possui propriedades de interesse em biotecnologia:

e ¢ soluvel em agua, tolueno e em muitos outros solventes organicos;

e éinsoluvel em éter etilico e hexano;

e pode ser usado para precipitar proteinas e &cidos nucleicos;
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o forma SAB’s com solugdes aquosas de outros polimeros ou sais;

e ¢ atdxico e foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA);

e ¢ biodegradavel;

e ndo provoca a diminuicdo da atividade de materiais biolégicos.

A nomenclatura PEG ¢ utilizada para compostos de baixa massa molar (abaixo 20000 g/mol). O
PEG é produzido pela polimerizagéo do Oxido de etileno com um catalisador soltvel em meio acido
ou bésico (mais comum). Os polietilenoglicois com massas molares menores que 1000 g/mol sdo
fornecidos na forma de soluc@es incolores estaveis ou pastas. Os de massas molares elevadas, acima
de 1000 g/mol, sdo encontrados na forma de pé ou flocos brancos. PEG sdo higroscépicos e
absorvem quantidades significativas de agua, quando expostos a alta umidade. Antioxidantes sdo

frequentemente adicionados ao PEG para evitar decomposic¢do oxidativa (OLIVEIRA et al., 2003).

1.8.1.3.2 Sais

O fosfato de potassio dibasico (K,HPO,) €é branco, higroscépico, solivel em agua e
ligeiramente solivel em &lcool. Pode ser convertido em pirofosfato por ignicdo. A solucdo agquosa
formada com este sal é ligeiramente alcalina (pH entre 8,7 e 9,3, quando em solucdo aquosa de
concentracdo de 50 g/L). A solubilidade em &gua, a 20°C, € igual a 160 g/100 mL (SIGMA-
ALDRICH, 2001).

O fosfato de potassio monobésico (KH,PO,) também possui a coloragdo branca e é granulado.
Apresenta solubilidade em agua igual a 22,2 g/100 mL a 20°C. E insolGvel em &lcool e possui 0 pH
entre 4,4 e 4,7, quando em solugdo aquosa de concentragéo de 50 g/L (SIGMA-ALDRICH, 2001).

Fosfato dissddico ou fosfato de sodio bibasico (ou dibasico) (Na,HPO,4) é um sal na forma de
p6 branco que é altamente higroscopico e soluvel em agua. E insoluvel em alcool; é comercialmente
encontrado tanto como sal, na forma anidra, como na hidratada (SIGMA-ALDRICH, 2001).

Fosfato monossodico, também chamado de fosfato de sddio monobasico (NaH,PQOy,),
apresenta-se como cristais incolores ou p6 branco. O pKaé 7.20. Insoltvel em alcool (SIGMA-
ALDRICH, 2001).

Tartarato de sdédio e potéssio é um sal duplo, possui coloracdo branca e € pd. Sua férmula
molecular ¢ KNaC;H;O¢4H,0. A solubilidade em agua, a 20°C, € igual a 1g/10mL.
Tem densidade de aproximadamente 1,019 g / cm® e um ponto de fusio de aproximadamente 170°C
(SIGMA-ALDRICH, 2001).
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1.8.1.4 Distribuicao de Biomoléculas em Sistemas Aquosos Bifésicos
No estudo da particdo, a forca motriz que rege a transferéncia estd, de alguma forma,

associada a diferenca de concentragdo entre ambas as fases (DALLORA et al., 2007). Assim, o
conhecimento dos diagramas de fases sdo também necessarios para viabilizar a predi¢do da particao
das moléculas entre as fases.

A particdo de proteinas entre duas fases aquosas e a distribuicdo de equilibrio dos
componentes dos sistemas aquosos bifasicos pode ser entendida em termos de interacfes
moleculares na mistura. A pressdo e temperatura constantes, estes diferentes tipos de interacdo sdo
fungGes das concentragbes do polimero, da dgua e do sal nos sistemas aquosos bifasicos, geralmente
expressos em diagramas de fase (DA SILVA & LOH, 2006).

Materiais biologicos adicionados em SAB’s distribuem-se entre as duas fases, sem perda da
atividade biol6gica. A relacdo entre a concentracdo de biomoléculas na fase superior e aquela na

fase inferior define o coeficiente de particdo (K) em sistemas aquosos (ALBERTSSON, 1986):

_[Fly
K = @)

em que:
[Plsup = concentragdo de equilibrio da biomolécula particionada na fase rica em PEG (superior); e
[Pline = concentracdo de equilibrio da biomolécula particionada na fase salina (inferior).

Os mecanismos que governam a particdo de materiais bioldgicos ndo sdo ainda entendidos
por completo, sabe-se que o coeficiente de particdo é resultante de forcas de van der Walls,
hidrofdbicas, ligagdes de hidrogénio e intera¢Ges ibnicas das biomoléculas com as fases do sistema
(GUNDUZ & KORKMAZ, 2000).
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MATERIAL E METODOS

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Operagdes e Processos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa.

3.1. Reagentes e Equipamentos
3.1.1 Reagentes

Foram utilizados polietilenoglicol 1500 g/mol (SYNTH, Brasil); Fosfato de potassio
(monobésico e dibasico, VETEC, Brasil); Fosfato de sddio (monobésico e dibasico, VETEC,
Brasil); Tartarato de Sodio e Potassio (VETEC, Brasil); Enzima Conversora de Angiotensina
(SIGMA, USA); Hipuril-Histidil-Leucina (SIGMA, USA); Acido Cloridrico (VETEC, Brasil);
Glicerol (VETEC, Brasil); Acetato de etila (VETEC, Brasil); Tripsina (SIGMA, USA); Caseina
(SIGMA, USA); Acido tricloroacético (SIGMA, USA); Tampéao Fosfato (VETEC, Brasil); Azul
brilhante de Coomassie G-250 (USB, USA).

3.1.2 Os Equipamentos utilizados foram:
e Espectrofotdmetro (CARY 50, VARIAN, Australia);
o Medidor de pH (HANNA P21, Brasil);
e Agitador magnético (FISATON, Brasil);
o Liofilizador (TERRONI LS 3000, Brasil);
e Balanca analitica (M-310, DENVER INSTRUMENT, USA);
e Centrifuga (5804, EPPENDORF, Alemanha);
e Condutivimetro (ORION, EUA);
e Banho termostatico (TE-184, TECNAL, Brasil);
e Vidrarias diversas (tubos de ensaio, béquer, baldes e outros);
o Sistema Milli-Q, Millipore Inc., USA.

3.2 Metodologia

3.2.1 Obtencdo do hidrolisado de caseina contendo os peptideos com propriedades anti-
hipertensivas

3.2.1.1 Condicdes de Hidrdlise
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Uma solugdo de caseina foi preparada em tampdo fosfato dissodico (0,2 mol/L)- &cido
citrico (0,1 mol/L), pH 8,0 na concentracdo de 20 mg/mL. Foi adicionada de uma solucédo da
enzima tripsina de p&ncreas bovino. A solugéo foi preparada no mesmo tampéo que a solucdo de
caseina e adicionada de maneira a se obter uma relagdo enzima: substrato de 1:150 em massa. A
hidrolise foi conduzida sob temperatura controlada, a 37°C, em banho termostatico (CARREIRA et
al.,2003).

As amostras do meio hidrolisado foram recolhidas em 1, 2, 5, 8 e 24, horas apés o inicio da
hidrélise e nomeados como H1, H2, H3, H4 e H5, respectivamente. Acido tricloroacético foi
adicionado a cada aliquota, na proporcdo de 10%, em relacdo a massa da aliquota, para que
peptideos maiores e proteina ndo hidrolisada fossem precipitados. Acredita-se que a adi¢do de acido
tricloroacético inativa a enzima tripsina. As amostras foram entdo centrifugadas a 5000g por 10
minutos. O sobrenadante contendo os peptideos foi recolhido e utilizado para determinar a
capacidade dos mesmos de inibir a atividade da enzima conversora da angiostencina (ECA) (LIRA
et al.,2010).

3.2.1.2 Determinacdo da atividade anti-hipertensiva dos peptideos presentes no hidrolisado de
caseina pela inibicdo da ECA

A atividade anti-hipertensiva dos peptideos decorrentes da hidrélise da caseina foi avaliada
pela reagdo entre a ECA e o substrato hipuril-histidil-leucina (HHL), cujos produtos gerados s&o o
acido hipurico e o dipeptideo His-Leu. O acido hipdrico foi quantificado em espectrofotdmetro a
228 nm, segundo CUSHMAN e CHEUNG (1971), modificado por KIM et al. (1999).

No preparo da amostra, foi utilizado 110 uL de solugdo de substrato, constituido por HHL,
a uma concentracdo de 10 mmol/L, dissolvido em tampéo fosfato potéassio 0,1 mol/L e cloreto de
sodio 0,3 M de pH 8,3, adicionou-se 15 pl. de agua deionizada. Adicionou-se 5 mU de ECA
dissolvida em glicerol a 50%, incubando a 37°C, durante 30 minutos. A enzima foi entdo desativada
pela diminuicdo do pH, adicionando-se 100 pL de acido cloridrico 1 N. O meio foi submetido a
agitacdo vigorosa durante 10 segundos. Em seguida, adicionou-se 600 pL de acetato de etila, para
precipitacdo e separacdo do acido hipurico. O sistema foi centrifugado a 5000g, durante 10 minutos,
a 25°C. Foram recolhidos 500 pL da fase orgénica. A eliminacdo do acetato de etila foi feita por
aquecimento em banho termostatico, sob temperatura controlada de 95°C, durante 10 minutos. O
residuo de &cido hiplrico presente no sobrenadante, ap6s a evaporacdo do acetato de etila, foi
redissolvido em 1 mL de A&gua deionizada. Em seguida, foi medida a absorbancia no

espectrofotdmetro. A atividade de cada amostra foi determinada em triplicata.
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No preparo do controle foi utilizado 110 puL de solucéo de substrato, constituido por HHL, a
uma concentracdo de 10 mmol/L, dissolvido em tamp&o fosfato potéssio 0,1 mol/L e cloreto de
sodio 0,3 M de pH 8,3; adicionou-se 15 pL de agua deionizada e 100 pL de acido cloridrico 1 N
para diminuir o pH do sistema, desfavorecendo a atividade da enzima. Adicionou-se 5 mU de ECA
dissolvida em glicerol a 50%, incubando a 37°C durante 30 minutos. O meio foi submetido a
agitacdo vigorosa durante 10 segundos. Em seguida, adicionou-se 600 pL de acetato de etila para
precipitacdo e separacdo do &cido hipdrico. O sistema foi centrifugado a 5000 g, durante 10
minutos, a 25°C. Foram recolhidos 500 uL da fase orgénica. A eliminagdo do acetato de etila foi
feita por aquecimento em banho termostatico, sob temperatura controlada de 95°C, durante 10
minutos. O residuo de acido hipdrico presente no sobrenadante, apds a evaporacdo do acetato de
etila, foi redissolvido em 1 mL de &gua deionizada. Em seguida, foi medida a absorbancia no
espectrofotdmetro. A atividade de cada amostra foi determinada em triplicata.

No preparo do branco foi utilizado 110 puL de solugdo de substrato, constituido por HHL, a
uma concentragdo de 10 mmol/L, dissolvido em tampdo fosfato potéssio 0,1 mol/L e cloreto de
sodio 0,3 M de pH 8,3; adicionou-se 15 puL de amostra e 5 mU de ECA dissolvida em glicerol a
50%, incubando a 37°C durante 30 minutos. A enzima foi entdo desativada pela diminuigéo do pH,
adicionando-se 100 pL de acido cloridrico 1 N. O meio foi submetido a agitacdo vigorosa, durante
10 segundos. Em seguida, adicionou-se 600 uL de acetato de etila para precipitacdo e separacéo do
acido hipurico. O sistema foi centrifugado a 5000 g, durante 10 minutos, a 25°C. Foram recolhidos
500 pL da fase orgénica. A eliminagdo do acetato de etila foi feita por aquecimento em banho
termostatico, sob temperatura controlada de 95°C, durante 10 minutos. O residuo de acido hipurico
presente no sobrenadante, apds a evaporagdo do acetato de etila, foi redissolvido em 1 mL de 4gua
deionizada. Em seguida, foi medida a absorbancia no espectrofotdmetro. A atividade de cada
amostra foi determinada em triplicata.

A percentagem de inibicdo da ECA (%IECA) foi entdo determinada pela Equagéo (3).

A -4
%IEC.:Q — Controle S Amostra
Acontrole—4Eranco

Equacéo (3)

Sendo:
Acontrote: Absorbancia do acido hipdrico formado pela acdo da ECA sem inibidor;

Apranco: Absorbancia do HHL que reagiu e foi extraido com acetato de etila;
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Aamostra: Absorbancia do acido hiparico formado pela agdo da ECA na presenca das substancias
inibidoras.

3.3 Experimentos com Sistemas Aquosos Bifasicos e Quantificacdo do Coeficiente de Particéo

3.3.1 Escolha dos Sistemas de Trabalho

Os dados de equilibrio para os sistemas aquosos bifasicos utilizados neste trabalho se
basearam nos diagramas de fase de sistemas compostos por polietilenoglicol, tartarato de sodio e
potassio, e agua, polietilenoglicol, fosfato de sdédio determinados neste trabalho e também em
diagramas de equilibrio determinados por CARVALHO (2004), para sistemas compostos por
polietilenoglicol, fosfato de potassio e dgua. A partir dos sistemas aquosos bifasicos contendo PEG
de massa molar 1500 g/mol + tartarato de s6dio e potassio + dgua, PEG de massa molar 1500 g/mol
+ fosfato de sodio + 4gua e também de sistemas compostos por PEG de massa molar 1500 g/mol +
fosfato de potassio + agua, foi realizada a particdo do hidrolisado de peptideos da caseina, a 25°C.

As andlises foram conduzidas em duplicata.

3.3.2 Determinacédo dos Dados de Equilibrio

3.3.2.1 Preparo dos Sistemas Aquosos Bifasicos

Os diagramas de equilibrio dos sistemas aquosos bifasicos contendo polietilenoglicol (1500
g/mol) + tartarato de sodio e potassio + agua e polietilenoglicol (1500 g/mol) + Fosfato de sédios +
agua, foram obtidos na temperatura de 25°C (preciséo + 1).

As curvas binodais para estes sistemas foram obtidas mediante a técnica turbidimétrica,
segundo metodologia de Albertsson (1986), na temperatura de estudo.

SolugBes aquosas estogue de PEG (50% em massa), de tartarato de sddio e potassio (40%
em massa) e de fosfato de sddio (30% em massa) foram utilizadas no experimento. Cada diagrama
era composto de quatro linhas de amarracao.

Quantidades adequadas de PEG, tartarato de sddio e potéssio e de PEG, fosfato de sddio,
foram pesadas separadamente em balanca analitica até que se alcancasse uma massa final de 40 g.
Por exemplo, um sistema, a 25°C, contendo PEG 1500 a 50% em massa, tartarato de sddio e
potassio a 40% em massa e pH = 10 foi preparado da seguinte forma: pesou-se em um tubo de
centrifuga, aproximadamente 22 g da solucdo de PEG 1500 previamente preparada, 7 g da solucdo
de tartarato de sodio e potassio, também previamente preparada, e agua destilada e deionizada, até

que se atingiu uma massa final de 40 g. Os tubos foram inicialmente agitados manual e
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vigorosamente, para que todos os reagentes se misturassem. Em seguida, foram centrifugados a
720g, por 20 min, e deixados em repouso, em banho termostético a 25°C, por 20h, para que 0
equilibrio fosse atingido, obtendo-se uma interface nitida com ambas as fases limpidas. As massas
foram cuidadosamente anotadas para que pudesse ser realizado o balango de massa das fases e dos

componentes do sistema. Todos os dados foram obtidos em duplicata.

3.3.2.2 Coleta das Fases

Apobs ser alcancado o equilibrio, as fases foram coletadas para a quantificagdo dos
componentes, utilizando-se seringas com agulhas com 5 cm de comprimento. A fase superior foi
retirada, primeiramente, com a agulha da seringa introduzida vagarosamente na fase, na qual foi
deixada cuidadosamente uma camada de 0,5 cm desta fase acima da interface. Em seguida,
aguardou-se uma 1h para retirar a fase inferior, a qual foi coletada introduzindo-se com cuidado
uma seringa com agulha de 5 cm, que deslizou suavemente pela parede do tubo até metade da fase,
para evitar a perturbacdo da interface, e esperando 30 min para a coleta da fase inferior. Uma
pequena bolha de ar foi deixada na seringa e expelida dentro da fase inferior antes da coleta. As
fases foram entdo armazenadas apropriadamente sob refrigeracdo para sua posterior quantificagdo

dos reagentes e construgdo dos diagramas.

3.3.2.3 Densidade

Os dados de densidade das fases fora obtidos por picnémetria. Inicialmente, o picnémetro
foi calibrado com é&gua deionizada a 25°C, temperatura na qual a densidade da agua é conhecida.
Este foi pesado, vazio e seco, e em seguida, com agua deionizada. Com estes dados, 0 volume do

picnémetro foi calibrado, segundo a Equacéo (4).

Mypic1—Mypj
V = __ptcl Ppic Equa(;éo (4)
PH20

em que, Mgz € M e correspondem respectivamente, as massas do picndémetro com agua e do

picnémetro vazio. O termo pyyo corresponde a densidade da dgua na temperatura avaliada, 25°C.
Apbs a determinacdo do volume aliquotas correspondentes das fases superior e inferior,

foram transferidas para o picnémetro, para obter o peso do picnémetro com a amostra da fase. A

densidade de cada uma das fases foi calculada usando a Equacéo (5).
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Mpic2—Mpic

Pfrases = — Equagc&o (5)

em que, Myc; refere-se @ massa do picnébmetro com a amostra. As analises foram realizadas em

triplicata

3.3.2.4 Medida do Volume das Fases
Os tubos de centrifuga com volume de 50 mL utilizados foram inicialmente calibrados,
partindo da construgdo de curvas analiticas do volume de &gua em funcéo da altura da coluna de

agua em cada tubo, utilizando-se a Equacéo (6).

V=aH Equacéo (6)

em que o0 V é o volume da respectiva fase, 0 a é o coeficiente angular da reta e H é a altura da
respectiva fase.

A altura das fases foi medida com régua antes da coleta das aliquotas respectivas e o
volume pdde ser calculado. Mediu-se a altura total das fases que correspondia a altura do fundo do
tubo até a superficie da fase superior, e a altura da fase inferior, que era medida do fundo do tubo
até a interface. A altura da fase superior foi obtida pela diferenca entre a altura total e a altura da

fase inferior. As andlises foram realizadas em triplicata

3.3.2.5 Quantificacdo dos sais de Tartarato de Sodio e Potéassio e Fosfato de Sodio

A concentracdo de sal em cada fase constituinte dos SAB’s foi determinada usando medidas
de condutividade elétrica. Inicialmente, foram obtidas duas curvas analiticas de condutividade por
concentracdo de eletrdlitos. As concentragcdes dos eletrélitos (tartarato de sédio e potéassio; fosfato
de sodio) variaram entre (1x10° e 1x10™ mol/L). Para fazer a leitura do teor salino das fases, estas
foram diluidas de modo que a concentracdo do eletrolito em solugdo estivesse dentro da faixa de

concentragdo da curva analitica. As analises foram realizadas em triplicata

3.3.2.6 Quantificacdo de Agua

A guantidade de agua presente nas fases foi determinada através da técnica de liofilizacéo.
Aliquotas de aproximadamente 0,4 g foram retiradas de cada fase e transferidas para frascos de
vidro tipo penicilina (15 mL), previamente pesados. As amostras foram congeladas e desidratadas

no liofilizador, a temperatura de -33°C, por 24 h. Ap6s a secagem, os fracos de vidro tipo penicilina
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(15 mL) foram pesados para a determinacdo da massa. A diferenca entre o valor da massa do frasco
de vidro tipo penicilina, ap6s liofilizacdo, e o valor da massa do frasco de vidro tipo penicilina

vazio corresponde & massa de agua presente na fase. As analises foram realizadas em triplicata.

3.3.2.7 Quantificacao de polietilenoglicol
O conteudo de PEG, presente em cada fase, foi obtido por balango de massa, subtraindo-se
a quantidade total dos componentes adicionada da quantidade de agua e de sal, quantificados no

sistema.

3.3.3 Determinacio de Dados de Particao dos Peptideos nos SAB’s

Os peptideos bioativos foram incorporados nos sistemas aquosos bifasicos, compostos por
PEG 1500 (g/mol) + fosfato de sédio, PEG 1500 (g/mol) + fosfato de potassio e PEG 1500 (g/mol)
+ tartarato de sodio e potassio. Os sistemas foram centrifugados a 860 g, por 20 minutos, e mantidos
a 25°C, por 12 horas, para que fosse estabelecido o equilibrio. As concentrages dos sais e do
polimero nos sistemas foi escolhida com base nos diagramas de fases, posto que sdo fungdes dos
dados de equilibrio.

A concentragdo de peptideos em cada fase foi estimada por espectrofotometria, utilizando-
se 0 método baseado na adsorcao do reagente Coomassie Brilliant Blue G-250, proposto por Marion
Bradford em 1976. Pesou-se, inicialmente, 100mg de Comassie Brilliant Blue G-250 em papel
aluminio, que é dissolvida em 50 mL de etanol 95% v/v com agitacdo vigorosa. Em seguida,
adicionou-se 100 mL de &cido fosférico 85% m/v, diluindo-se em 1L de agua destilada e deionizada
em um bal&o volumétrico. Filtrou-se, sob vacuo em sistema Milipore, com papel de filtro Wathman
n°113, para remover insollveis. H& a evidéncia visual da mudanca de coloracdo, que passa de azul
para marrom. A solugdo pdde ser entdo colocada em frasco de vidro coberto por papel aluminio
para proteger o reagente de Bradford da foto-degradacdo. A estabilidade é garantida por meio da
armazenagem em geladeira por aproximadamente um més.

O coeficiente de particdo (Kp), definido como a razdo entre a concentra¢do dos peptideos
na fase rica em PEG e a concentracdo dos mesmos peptideos na fase rica em sal, foi determinado

utilizando para o calculo a equacéo (2).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Dados de equilibrio para os sistemas aquosos compostos por PEG 1500 + Tartarato de

Sédio e Potassio e PEG 1500 + Fosfato de Sodio, a 25°C

As composic¢des de equilibrio para os sistemas estudados contendo Tartarato de Sodio e

Potéssio + PEG 1500 e Fosfato de Sodio + estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente,

em que os dados referentes aos componentes das fases estdo expressos em termos de porcentagem

de massa. Quatro linhas de amarragdo foram determinadas para os sistemas estudados. Os dados de

equilibrio de composicao de fase estdo representados nas Figuras 2 e 3.

Tabela 2. Dados de equilibrio para os sistemas formados por PEG 1500 + tartarato de sodio

e potassio, a 25°C.

Composicao Global

Fase Superior

Fase Inferior

Sal (massa %) PEG (massa %) Sal (massa %) PEG (massa %) Sal (massa%) PEG (massa%)

22,526
19,050
19,016
21,016

A 0w N PR

16,023
11,991
15,015
15,626

8,334

11,183

9,851
8,678

33,197
22,278
26,732
30,104

37,047
27,633
30,732
34,841

0,000
0,000
0,000
0,000

Também foi utilizado neste trabalho o diagrama de equilibrio, determinado por
CARVALHO (2004), para sistemas compostos por PEG 1500 + fosfato de potassio, a 25°C, 0s

quais estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 3. Dados de equilibrio para os sistemas formados por PEG 1500 + fosfato de sodio,

a 25°C.
Composicao Global Fase Superior Fase Inferior
Sal (massa %) PEG (massa %) Sal (massa %) PEG (massa %) Sal (massa%) PEG (massa%)
1 9,9341 20,023 1,292 29,498 22,142 1,772
2 9,786 22,999 2,206 31,579 26,186 2,898
3 9,561 25,015 1,794 34,843 26,821 6,329
4 11,006 26,915 2,362 37,122 29,375 8,891
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Figura 2- Diagrama de equilibrio de fase para o sistema contendo PEG 1500 + tartarato de sédio de potéssio
+ agua, a 25°C.
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Figura 3- Diagrama de equilibrio de fase para o sistema contendo PEG 1500 + fosfato de sodio + agua, a
25°C.

Tabela 4. Dados de equilibrio para os sistemas formados por PEG 1500 + fosfato de
Potassio, a 25°C.

LA Composicao Global Fase Superior Fase Inferior
Sal (massa %) PEG (massa %) Sal(massa%) PEG(massa%) Sal(massa%) PEG(massa%)
1 9,950 15,020 6,820 20,600 16,430 3,440
2 11,270 15,970 4,990 27,360 20,710 0,000
3 11,970 16,960 4,500 30,350 21,650 0,000
4 13,010 17,960 3,680 34,320 24,650 0,000
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Para a maioria dos sistemas, a concentracdo de PEG na fase inferior € muito baixa, e em
alguns casos, 0 PEG € quase que totalmente excluido dessa fase, enquanto que o comportamento
contrario é observado na fase superior. Para auxiliar a andlise deste efeito, serdo utilizados os
valores do comprimento da linha de amarragéo (CLA) e da inclinacdo da linha de amarragéo (ILA)
para os trés sistemas, Tabelas 5 e 6, respectivamente.

De acordo com Carvalho (2004), a inclinacdo da linha de amarracdo € uma medida de como
as composices das fases variam com a modificacdo de propriedades do sistema. O valor da
inclinacdo € calculado pela relagcdo entre a variacdo da quantidade do PEG e a variacdo da
quantidade de sal nas duas fases em equilibrio (DP/DS).

Segundo Silva e Loh (2006), o comprimento de linha de amarracdo esta associado a
seletividade do sistema. Quanto menor o comprimento da linha de amarracdo, CLA, associada a
uma dada composicdo global do sistema, mais proximo a 1 sera o valor do coeficiente de particéo
da biomolécula de interesse, portanto, menos seletiva a extracdo. Entretanto, com o aumento do
CLA, a transferéncia da proteina tende a uma das fases, isto é, o valor do coeficiente de particéo
torna-se cada vez mais distante de 1, para mais ou para menos. Esse comportamento é resultante do
aumento na diferenca da composicao entre as fases que gera, consequentemente, o incremento das
contribuigdes entropicas e entalpicas na transferéncia da proteina para uma das fases

Dessa forma, o valor do CLA e da ILA podem ser calculados, a partir das concentragdes

dos componentes nas fases (CARVALHO, 2004), pelas Equagoes:

CLA = [APEG]?*+ [ASal]? Equacdo (7)

em que [APEG] e [ASal] correspondem a diferenga de concentracdo de PEG e sal nas fases

superior e inferior, expressa em massa, respectivamente (CARVALHO, 2004).

ILA = APEG/ASal Equacéo (8)

em que APEG e ASal correspondem a variacdo da quantidade de PEG e a variacdo da
quantidade de sal nas fases superior e inferior, expressa em % em massa, respectivamente
(CARVALHO, 2004).
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Tabela 5: Comprimento das linhas de amarragdo (CLA) para os sistemas PEG 1500, sais e

agua.
LA Fosfato de Sédio Fosfato de Potassio Tartarato de Sodio e Potassio
1 12,60 3,87 19,26
2 13,98 9,96 7,66
3 14,39 12,15 11,50
4 15,27 16,18 15,90

Tabela 6: Inclinagdo das linhas de amarracdo (ILA) para os sistemas PEG 1500, sais e

agua.
LA Fosfato de Sddio Fosfato de Potassio Tartarato de Sodio e Potassio
1 1,38 1,79 1,15
2 1,20 1,74 1,35
3 1,14 1,77 1,28
4 1,05 1,64 1,15

Em relacéo a influéncia da composicéo das fases, expresso pelo comprimento da linha de
amarracgdo, para os sistemas aquosos bifasicos formados e apresentados na Tabela 5, 0 aumento do
CLA pode levar a um aumento do coeficiente de particdo dos peptideos da caseina, sendo
possivelmente resultado de um incremento das contribui¢des entélpicas na transferéncia dos
peptideos da caseina para a fase superior. Este aumento no CLA deve-se a modificacdo do teor dos
componentes das fases, que resulta no aumento da concentragdo do PEG na fase superior e
diminuicdo da concentracdo do sal na fase inferior, gerado, provavelmente, pela transferéncia de
agua da fase superior para a fase inferior, que pode ser provocada tanto pelo aumento da
temperatura quanto pela modificacdo do contetido de PEG ou sal nas fases do sistema.

Relacionado a influéncia do tipo de céation do sal sobre os dados de equilibrio, pode ser
observado, na Tabelas 6, o sistema formado por fosfato de potédssio, que apresenta linhas de
amarracao mais inclinadas do que aquele formado por fosfato de sddio. Este comportamento pode
ser explicado pelo fato do atomo de sddio possuir menor raio e maior densidade de carga do que o
atomo de potassio, resultando em uma interacdo menos energética com o PEG. Assim, a diminuicao
do raio ibnico do sal aumenta a inclinacdo da linha de amarracdo. Isso indica que o aumento da
concentracdo de PEG na fase superior é maior do que o aumento da concentracdo de sal na fase

inferior, resultando no aumento da ILA, confirmando a transferéncia de agua da FS para a Fl. JA o
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tartarato de sddio e potéssio obteve valores intermediérios entres os de fosfato de potéssio e fosfato
sodio.

Efeito similar foi verificado por Malpiedi et al., (2008), ao determinar os dados de
equilibrio para sistemas compostos por PEG (1000, 2000, 4000 e 6000 g/mol), tartarato de sodio e
agua, a 25°C, por Oliveira et al.,(2009), ao determinar os dados de equilibrio para sistemas
compostos por PEG 1500 g/mol, carbonato de sodio e agua, a 25°C.

Zafarani-Moattar e Gasemi (2002) investigaram a formacdo de fases nos SAB’s, formados
por PEG 6000 e os sais Na;HPO,4, NaH,PO, e NasPO,, todos apresentando o mesmo cation, porém,
com anions de diferentes valéncia. Os autores verificaram que o aumento da carga do &anion diminui
a quantidade de sal, necesséria para promover a separacdo de fases. Tendéncia similar foi observada
por Martins et al., (2008) para SAB’s formado por PEG1500 com sulfato de sédio, sulfato de litio e
sulfato de magnésio, Os autores postularam que anions com uma maior valéncia sdo melhores
agentes “salting-out” do que anions com valéncia mais baixa, porque o anion torna-Se mais

hidratado e, assim, diminui a quantidade disponivel para hidratar o PEG.

4.2 Porcentagem de inibicdo da ECA, verificada para os diferentes tempos de hidrdlise da
caseina

A literatura descreve a obtencdo de hidrolisados enziméticos da caseina com atividade
inibitéria de 76%, quando foi utilizada uma associacdo sucessiva da pepsina com a tripsina para a
hidrolise proteica (PIHLANTO-LEPPALA et al., 1998). Com o emprego de varias proteases no
preparo de hidrolisados de caseina, resultados entre (40-80%) de inibicdo da ECA foram relatados
por Jiang et al. (2007) . Os resultados de atividade inibitoria encontrados no presente trabalho estdo
na faixa de 13,45% e 78,45%, conforme visto na Tabela 3.

A atividade inibitéria dos peptideos da caseina sobre a ECA foi determinado nas frages
recolhidas em 1, 2, 5, 8 e 24 horas, ap0s 0 inicio da hidrélise. Como apresentado na Tabela 7, 0s
dados de atividade inibitéria foram expressos em termos do percentual de inibicdo em cada tempo
de amostragem.

Tabela 7. Atividade inibitéria dos hidrolisados da Caseina sobre a ECA

Tempo (h) Hidrolisados Inibigdo sobre a ECA(%)

1 H1 47,60
2 H2 78,45
5 H3 37,22
8 H4 15,75
24 H5 13,45

ECA: enzima conversora de angiotensina.
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Dentre os cinco tempos de hidrélise avaliados, o hidrolisado H2 apresentou atividade
inibitoria da ECA elevada, ou seja, até 78%, quando este valor é comparado com as faixas relatadas
na literatura que se situam entre 60,8% e 86% (OTTE et al., 2007). O hidrolisado H1 revelou
atividade inibitoria moderada (40-60%) e as amostras H3, H4 e H5 exibiram baixa capacidade para
inibir a ECA (<20%).

A porcentagem maxima de inibi¢do da ECA foi verificada para a amostra recolhida apos o
tempo de hidrolise de 2 horas, representando um valor de aproximadamente 78%, como pode ser
visto na Figura 4. Acredita-se que, ap0Os este tempo de hidrolise, a concentracdo de peptideos
bioativos anti-hipertensivos tenha reduzido, devido continua clivagem pela tripsina das sequéncias
presentes no hidrolisado, tendo uma menor porcentagem de inibicdo em relacdo aos demais tempos
de hidrdlise avaliados. Assim sendo, a amostra recolhida apds o tempo de hidrdlise de 2 horas (H2),
por apresentar maior inibicdo e ser estatisticamente diferente das demais, pode ser considerada a
melhor em porcentagem da atividade inibidora da ECA, por isso, foi utilizada para a particdo com

SAB’s.
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Figura 4: Porcentagem de inibicdo sobre a ECA por tempo de hidrélise.

4.3 Experimentos com Sistemas Aquosos Bifasicos

Os sistemas aquosos bifasicos contendo PEG de massa molar 1500 g/mol + tartarato de
sodio e potassio + agua, PEG de massa molar 1500 g/mol + fosfato de sddio + dgua e PEG de massa
molar 1500 g/mol + fosfato de potassio + dgua foram usados no estudo da particdo dos peptideos
presentes no hidrolisado H2 da caseina. O objetivo desta etapa foi separacdo e purificacdo dos

peptideos, visando manter suas caracteristicas funcionais inalteradas.
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Os resultados indicaram que, para todos os sistemas testados, compostos por PEG +
tartarato de sodio e potéssio, contendo diferentes concentracdes do polimero e do sal, ap6s
estabelecer o equilibrio, houve a precipitacdo do hidrolisado da caseina na fase inferior (rica no sal
tartarato de sodio e potassio). Estes sistemas apresentavam um pH extremamente alcalino (pH
10,0), em condic¢Bes normais. O valor de pH do meio influencia profundamente a solubilidade de
uma biomolécula (proteina), sendo assim, este fato possivelmente pode ter provocado alteracbes na
carga superficial total das proteinas, levando a mudancas nas interacBes proteina-solvente,
proteina-proteina e proteina-polimero, e até mesmo a desnaturacdo da mesma, tendo uma maior
area superficial e muito mais hidrofébica.

O fendmeno da precipitacdo de uma proteina (ou hidrolisado) em solucdo aquosa pode ser
induzido, de modo geral, pela modificacdo de propriedades do sistema, como temperatura, forca
ibnica e pH. Um aumento da solubilidade pode estar diretamente relacionado ao aumento da
temperatura do sistema, ja que é possivel pensar na solubilidade como sendo dependente das
interacdes entre as moléculas do soluto e as do solvente. A forca ibnica pode ser alterada pela
adi¢do de um sal a solugdo (esta é a origem do termo “salting-out”), alterando a constante dielétrica
do meio, favorecendo muito mais a interacdo eletrostatica das moléculas proteicas e 0s novos
contra-ions do que a interacdo dos solutos com as moléculas do solvente (ANDREWS et al., 2005).

Existem substancias capazes de induzir o aumento da solubilidade de uma macromolécula
(“salting-in’) ou a diminui¢do da solubilidade de uma macromolécula (‘salting-out”). As
substancias mais utilizadas para alterar a solubilidade sdo os sais e 0s polimeros. Quando ocorre 0
“salting in”, a solubilidade da proteina é favorecida porque os ions de sais interagem como grupos
ibnicos das moléculas de proteinas e reduzem a interacdo entre essas moléculas. Quando se tem,
aumenta concentracdo de sais, ocorre a competicao entre estes e as moléculas de proteinas pelas
moléculas do solvente (dgua). A quantidade de solvente disponivel torna-se insuficiente para
dissolver outros solutos, o que pode levar as moléculas de sal a sequestrar as moléculas de &gua,
constituintes da camada de hidratagdo de uma dada proteina e/ou peptideo, alterando a sua estrutura
conformacional, tornando-a mais estavel, fato que iria favorecer a precipitacdo e,
consequentemente, a sua solubilidade ira diminuir, promovendo o “salting out” (VOET & VOET,
1995). E muito provéavel que tenha ocorrido o efeito “salting out” com os sistemas formados por
PEG + tartarato de sodio e potassio + agua.

Nos experimentos com os SAB’s compostos por fosfato de potassio + PEG 1500, os valores
do coeficiente de particdo ndo foram determinados, pois 0s peptideos permaneceram na fase

superior do sistema (fase polimérica), em todos os sistemas analisados. Estes SAB’s apresentaram
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composicao de 25% do polimero e de 15%, 13% e 9% do sal. Isso pode ser devido ao fato de que
estes sistemas apresentam maior numero de sitios disponiveis na cadeia polimérica, em razdo da
hidratacdo do sal pela agua, que podem ser ocupados pelos peptideos. Resultados semelhantes
foram obtidos por Vargas (2005), que verificou maior migracdo da caseina para a fase polimérica
em SAB’s compostos por PEG 1500 + fosfato de potéssio, enquanto que para os sistemas formados
por PEG + sulfato de zinco a proteina permaneceu em sua totalidade na fase superior.

A afinidade dos peptideos presentes no hidrolisado da caseina pela fase polimérica se deve,
entre outros fatores, a facilidade dos mesmos em associar-se a compostos de elevada massa molar.
A caseina possui em sua estrutura aminodacidos apolares que estdo distribuidos de forma aleatdria na
cadeia peptidica e que proporcionam a molécula de caseina uma hidrofobicidade média. Portanto,
pressupde-se que o hidrolisado da caseina tenha a mesma hidrofobicidade, explicando, assim, a
afinidade pelos compostos de elevada massa molar, neste caso, o PEG 1500, em relagdo a fase
inferior, rica em sal. Em adicéo, este comportamento também pode ser atribuido a possivel presenca
no hidrolisado de acidos aspartico e glutdmico da caseina que, com o0s grupos carboxilas livres
orientados para o exterior da micela, geram cargas negativas ao redor do coloide, ionizando-o, o que
faz que este seja repelido pelos ions do sal (VARGAS, 2005).

Sendo assim, a afinidade do hidrolisado da caseina pela fase superior pode ser atribuida
tanto ao seu grau de hidrofobicidade quanto as cargas negativas que envolvem o mesmo,
provocando sua exclusdo da fase salina.

A particdo de uma biomolécula para uma das fases ocorre com o intuito de diminuir a
energia de Gibbs do sistema, isto é, para um estado termodindmico de menor energia. Posto que, a
particdo de biomolécula é governada pela soma das contribui¢des de natureza entropica e entalpica,
guando o valor de uma dessas contribuicdes se sobrepde a outra, 0 mecanismo de particdo é por ela
governado.

Para os sistemas compostos por PEG 1500 + fosfato de sddio, os valores do coeficiente de
particdo (K), definido como a relacdo entre a concentra¢do dos peptideos presentes no hidrolisado
da caseina na fase superior e aquela na fase inferior, foram menores que a unidade (K < 1) em todos
0s casos. Observou-se que, quanto menor a concentragdo de fosfato de soédio nos SAB’s, mantendo-
se a concentracdo de PEG constante, menor foi a migracdo dos peptideos do hidrolisado para a fase
superior, sendo maior as concentracfes dos peptideos presentes no hidrolisado da caseina na fase
inferior. A fase inferior é rica em sal e possui maior densidade numeérica, assim, provavelmente, a

forca motriz que governou o processo de transferéncia do hidrolisado foi a entropia.
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Segundo Duarte et al. (1998), pequenas concentracGes salinas podem elevar a solubilidade
de proteinas pelo aumento da solvatagdo. Devido a esta maior solvatagdo, menor serd a quantidade
de proteina disponivel para interagir com a fase polimérica e, portanto, menor é a concentracao da
mesma verificada na fase superior. 1sso pode justificar as menores concentracfes de hidrolisado
verificadas na fase superior em sistemas com menores concentragdes salinas.

Costa (2010), estudando a particdo de lactoferrina em sistemas aquosos bifasicos, formados
por PEG (1000 e 4000) e citrato de sddio, observou que a lactoferrina migrou, preferencialmente,

para fase inferior, rica em sal.

4.3.1 Efeito do tipo de sal sobre o coeficiente de particio

Quando o peptideo é particionado em sistemas contendo PEG e sal, o tipo e a concentragdo
de sal tém efeito sobre as interacdes hidrofdbicas entre os peptideos e o meio; os ions de sal
interagem com a superficie carregada do peptideo para formar a dupla camada elétrica. Assim, o
peptideo é desidratado, devido ao efeito de hidratacdo das moléculas de sal circundando o peptideo
e as zonas hidrofébicas do mesmo sdo gradualmente expostas, aumentando com o incremento da
concentracdo de sal (Da SILVA, 2007).

O efeito do tipo de sal sobre o coeficiente de partigdo também foi avaliado para o SAB’s,
composto por PEG 1500 + fosfato de potassio e PEG 1500 + fosfato de sddio, na temperatura 25°C.

O comportamento dos diferentes tipos de sais analisados foi diferente em todos os casos.
Com o fosfato de sodio, houve a distribuicdo dos peptideos entre as duas fases, tendo uma maior
concentragdo na fase inferior. Com o fosfato de potéssio, os valores de particdo ndo foram
determinados, pois 0s peptideos permaneceram em sua totalidade na fase superior.

Sendo assim, 0 sistema aquoso composto por PEG 1500 + fosfato de potassio € o mais
indicado para a particdo dos peptidoes presentes na hidrélise da caseina, tendo em vista a maior

facilidade para recolher a fase e purificar o peptideo.
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6. CONCLUSAO

Os peptideos presentes no hidrolisado da caseina apresentaram, em geral, elevada
capacidade em inibir a ECA.

Dados de equilibrio para sistemas aquosos bifésicos, formados por PEG 1500 e fosfato de
sodio e PEG 1500 e tartarato de sodio e potassio, foram determinados na temperatura de 25°C.

Os SAB’s podem ser utilizados para o fracionamento deste hidrolisado, uma vez que os
resultados obtidos neste trabalho mostraram que 0 mesmo pode ser recuperado na fase superior do
sistema, formado por PEG 1500 e fosfato de potéssio, e na fase inferior no sistema, formado por
PEG 1500 e fosfato de sodio.

No sistema formado por PEG 1500 e tartarato de sodio e potassio ndo foi possivel obter um
separacdo, pois o hidrolisado se desnaturou ao entrar em contato com as fases.

Portanto, conclui-se que um sistema aquoso bifasico e uma técnica eficiente para o
fracionamento de peptideos da caseina bovina ,com propriedades anti-hipertensivas, sendo o
sistema formado por PEG 1500 e fosfato de potassio, é o mais indicado, tendo em vista a maior

facilidade para recolher a fase e purificar o peptideo.
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APENDICE 1

REVISAO: Aplicagdes e Estruturas da Caseina

Resumo

O presente artigo € uma revisdo sobre as aplicacOes e estruturas (priméria, secundéria) das
caseinas do leite bovino. As caseinas sdo fosfoproteinas que, em sua forma natural, apresentam-se
formando agregados ou particulas (micelas) contendo as caseinas as;, s, € B, em sua parte central,
e a caseina k, que se distribui em parte no corpo da micela e em parte na superficie, conferindo-lhe
estabilidade fisico-quimica. As unidades estruturais da micela (submicelas) sdo unidas pela
presenca de fosfato de calcio. As caseinas, particularmente as;, os; € B, sdo proteinas de estruturas
abertas com predominancia de estruturas primarias (randomizadas) e secundarias, em folhas, e
muito pouca estrutura em a-hélice, 0 que se deve, em parte, ao elevado conteldo de prolina
distribuida regularmente em toda a cadeia polipeptidica. A estrutura aberta e flexivel confere as
caseinas excelente propriedade surfactante na formacao de emulsfes e espuma, na formacédo de géis
e resisténcia térmica a desnaturacdo. Apresentam excelentes propriedades funcionais, incluindo
solubilidade, boa capacidade de geleificacdo, emulsificacdo e espuma, excelente valor nutritivo e

varias propriedades fisiol6gicas e bioativas importantes.

1.1 Introducéo

O aumento na producdo de alimentos industrializados tem criado uma demanda crescente
de ingredientes que associem propriedades fisiolégicas e funcionais. As fragdes proteicas do leite
agregam atributos nutricionais, funcionais e fisiolégicos, que podem ser isolados e utilizados pela
indUstria farmacéutica e de alimentos funcionais. Alimentos funcionais sdo entendidos como
aqueles que apresentam componentes com potencial protetor da salde, especialmente no que se
refere as doencas crénicas ndo transmissiveis ( SGARBIERI, 2005).

O leite é um ingrediente de importancia fundamental para a inddstria de alimentos. O
fracionamento desta matéria-prima gera uma série de produtos indicados para inimeras aplicagdes,
incluindo: soro &cido, caseinatos, co-precipitados proteicos de caseina e soro, coagulo de caseina,
soro doce, concentrados e isolados proteicos de soro e lactalbumina (LOURENCO, 2000).

Um dos componentes mais nobres do leite — a proteina — é de reconhecido valor nutricional
tanto pelo alto teor de aminoacidos essenciais quanto pela sua alta digestibilidade. O papel das

proteinas na alimentacdo € importante tanto no crescimento quanto na manutencdo do corpo
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humano; é material basico de todas as células e chega a constituir % da matéria viva animal. Das
57,5 g./dia de proteina, em média, necessarias para uma pessoa adulta, dois copos de leite de vaca
(equivalentes a 500 ml/dia) suprem 30,43% da quantidade recomendada, sem considerar os demais
nutrientes fornecidos (LOURENCO, 2000).

O leite contém grande variedade de componentes proteicos mostrados na Tabela abaixo,
que tipicamente podem ser divididos em duas classes, distinguidas pelas suas solubilidades no leite
ndo-aquecido a pH 4,6 e 20°C: as caseinas (insollveis) e as proteinas do soro (soliveis) (FOX,
2009).

1.2 Caseina

As proteinas do leite podem ser divididas em duas grandes classes, caseinas e proteinas do
soro. Os dois grupos de proteinas diferem quimica e fisicamente e estdo presentes no leite quase que
em diferentes fases. A caseina é encontrada como um agregado coloidal, contendo varias moléculas
de proteinas, enquanto que as proteinas do soro apresentam-se em solugédo (FOX, 2009).

As caseinas representam aproximadamente 80 a 85% das proteinas do leite (28 g/ L), sendo
um grupo heterogéneo de fosfoproteinas presentes como complexos estaveis de calcio e fosfato que
precipitam em pH 4,6 (FOX, 2009). Cerca de 95% das caseinas estdo presentes em forma de
micelas, formadas por subunidades de caseinas, conhecidas como submicelas, com tamanho
uniforme e didmetro entre 10 e 20 nm. As varia¢Bes do tamanho, composi¢do e massa molar da
particula das submicelas sdo determinadas por fatores como concentragéo do tipo de caseina, pH e
temperatura (SGARBIERI, 1996).

Ha dois processos basicos de producdo de caseinas em escala industrial: a precipitacdo
isoelétrica e a coagulacdo enzimatica. O coagulo de caseina, obtido por enzimas, é usado
principalmente na elaboracdo de queijos. A caseina isoelétrica, obtida pela precipita¢cdo no ponto
isoelétrico (pH 4,6 a 20 °C), geralmente, é convertida para a forma de sal (caseinato). Neste caso,
um Alcali (sédio, célcio ou potassio) é adicionado ao produto, que entdo é desidratado, e
compreendem cerca de 80% das proteinas totais do leite (WONG et al., 1996). As caseinas sdo
classificadas em quatro subgrupos: caseinas a, B, k ¢ v, sendo que as caseinas o formam uma familia
de proteinas com caracteristicas diferentes (asg a 0gs). Dentro de cada grupo de caseinas aparecem
ainda variantes genéticas. As variantes genéticas sdo mutaces que ocorreram na estrutura primaria
das caseinas em que um ou mais aminoacidos foram substituidos por outros, na sequéncia primaria
da cadeia polipeptidica (SGARBIERI, 2005).
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Em razéo da composicéo e da sequéncia de aminoacidos caracteristicos, as caseinas o e B
apresentam estruturas flexiveis com baixissimo grau de estrutura secundaria, estruturas em a-hélice
e em conformagdo [ (folhas B). Essa caracteristica estrutural da caseina, estrutura relativamente
aberta e flexivel, deve-se ao elevado teor de prolina (Pro), uniformemente distribuida ao longo da
cadeia polipeptidica. A prolina tem a propriedade de interromper a continuidade da estrutura
secundaria, particularmente a a-hélice, promovendo uma estrutura bastante randomizada e com
baixo grau de estrutura secundaria. Em contrapartida, as estruturas terciarias das moléculas de
caseina ainda ndo foram suficientemente esclarecidas. Célculos tedricos mostram que metade C-
terminal de ag-caseina, provavelmente, tem uma conformacdo globular (isto é, uma estrutura
compacta contendo algumas o-hélices e folhas-B), enquanto que a regido N-terminal,
provavelmente, constitui uma estrutura randdémica. Calculos tedricos sugerem que o B-caseina
poderia ter 10% de seus residuos em hélices, 17% em folhas- e 70% em estruturas desordenadas.
A k-caseina parece ser a mais bem estruturada das caseinas, talvez com 23% de seus residuos em o.-
hélices, 31% em folhas- e 24% em B-curvas (FOX & MCSWEENEY, 1998, SGARBIERI, 2005).

Como citado anteriormente, as caseinas sdo fosfoproteinas contendo nimero variavel de
radicais fosfato ligados a serina (P-Ser), concentrados em diferentes regides das cadeias
polipeptidicas, originando nas moléculas regides mais hidrofilicas ou mais hidrofébicas (carater
anfifilico). Como resultado, as caseinas sao mais suscetiveis a proteélise e difundem-se mais rapida
e fortemente em interfaces do que as proteinas do soro de leite. A caseina x apresenta-Se mais
hidrofilica, apesar de apresentar apenas um radical fosforilserina, por possuir carboidrato na
molécula (glicopeptidio), caracterizando-se como uma P-glicoproteina (WONG et al., 1996,
SGARBIERI, 2005).

1.2.1 Caseinas as; € ds;

As caseinas designadas caseinas ags sdo agrupadas em duas familias os; e agy. A og; €
constituida por duas proteinas, caseinas agg € asg, CUjas sequéncias de aminoacidos das estruturas
primarias sdo idénticas. A familia as; tem cinco membros (asp, Os3, Os4, Oss € Osg). A caseina oss €
um dimero formado por as; € as4, Unidas por ligacdo dissulfeto (WONG et al., 1996; SGARBIERI,
2005).

A familia ag-CN, que constitui até 40% da fracdo de caseina no leite bovino, consiste de
um componente maior (o, com 8 sitios de fosforilagdo) e um componente menor (oo com 9 sitios
de fosforilagcdo). Ambas as proteinas sdo polipeptideos de cadeia simples, com a mesma sequéncia

de aminoécidos, e diferem apenas no grau de fosforilagdo. O menor componente contém um residuo
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de serina fosforilado adicional na posicéo 41. A proteina de referéncia para esta familia ¢ as;-CN B-
8P (B e 8P significa a variante genética com 8 fosfatos), uma proteina de cadeia Unica, sem residuos
cistina. E constituida de 199 residuos de aminoacidos: Asp7, Asn8, Thr5, Ser8, Ser P8, Glu25,
GlInl4, Prol7, Gly9, Ala9, Valll, METS5, llell, Leul7, TyrlO, Phe8, Lysl4, His5, Trp2 e Argé com
uma massa molecular calculada de 23,615 kDa (FARRELL et al., 2004). Sua sequéncia primaria é

dada na Figura 1.

1 10 20
H-Arg-Pro-Lys-His-Pro-Ile-Lys-His-Gln-Gly-Leu-Pro-Gln-Glu-vVal-Leu-Asn-Glu-Asn-Leu-

21 30 40
Leu-Arg-Phe-FPhe-Val-Ala-Fro-FPhe-Pro-Glu-Val-FPhe-Gly-Lys-Glu-Lys-Val-Asn-Glu-Leu-
41 50 &0
Ser-Lys-Asp-Ile-Gly-SeP-Glu-SeP-Thr-Glu-Asp-Gln-Ala-Met-Glu-Asp-Ile-Lys-Gln-Met—
6l 70 80
Glu-Ala-Glu-SeP-Tle-SeP-SeP-SeP-Glu-Glu-Ile-Val-Pro-Asn-SeP-Val-Glu-Gln-Lys-His—
81 90 100
Ile-Gln-Lys-Glu-Asp-Val-Pro-Ser-Glu-Arg-Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu-Glu-Gln-Leu-Leu-Arg-
101 110 120
Leu-Lys-Lys-Tyr-Lys-Val-FPro-Gln-Leu-Glu-Ile-Val-Pro-Asn-SeP-Ala-Glu-Glu-Arg-Leu—
121 130 140
His-Ser-Met-Lys-Glu-Gly-Tle-His-Ala-Gln-Gln-Lys-Glu-Pro-Met-Ile-Gly-Val-Asn-Gln—
141 150 1s0
Glu-Leu-Ala-Tyr-Phe-Tyr-Fro-Glu-Leu-FPhe-Arg-Gln-Phe-Tyr-Gln-Leu-Asp-Ala-Tyr-Pro-
161 170 180
Ser-Gly-aAla-Trp-Tyr-Tyr-Val-Pro-Leu-Gly-Thr-Gln-Tyr-Thr-Asp-Ala-Pro-Ser-Phe-Ser—
181 120 199
Asp-Ile-Pro-Asn-Pro-Ile-Gly-Ser-Glu-Asn-Ser-Glu-Lys-Thr-Thr-Met-Pro-Leu-Trp-0OH

Figura 1. Estrutura primaria da caseina aS1 (variante B). A o-CN apresenta 8 variantes genéticas (A-H).
(Fonte: FARRELL et al., 2004).

Trés regides de sua sequéncia priméria sdo formadas por residuos com cadeias laterais
apolares, regides apolares ou hidrofébicas, situadas entre os residuos de aminoacidos 1 — 44, 90 —
133, 132 — 199; e uma regido polar acida em forma de alca, que contém muitos residuos de
aminodcidos com cadeias laterais carregadas, localizadas entre os residuos 41 — 80, onde se
localizam sete dos oito residuos fosforilserina, e onde se concentra a carga liquida da proteina. As
regides apolares e a regido polar interagem com as demais caseinas do nucleo das micelas: as
primeiras por interacdo hidrofobica e a elevada hidrofobicidade do segundo peptidio entre os
residuos 100 — 199, responsavel pela forte tendéncia de associa¢do da caseina aS1; j& a segunda,
regido polar, interage por meio de pontes de calcio e interagdes eletrostaticas (SGARBIERI, 2005).

A familia das caseinas osp, que constitui até 10% da fragdo de caseina no leite bovino, é
composto por dois grandes componentes e varios componentes menores, apresentando diferentes

niveis de fosforilagdo (10-13 fosfatos ligados) e menores graus de ligacdo dissulfeto intermolecular.
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As formas predominantes em leite de vaca contém uma ligagdo dissulfeto intramolecular e diferem
apenas no grau de fosforilacdo. A proteina de referéncia para esta familia ¢ as,-CN A-11P, um
polipeptideo de cadeia Gnica, com uma ponte dissulfeto interna. E constituida de 207 residuos de
aminoacidos: Asp4, Asnl4, Thrl5, Ser6, Ser P11, Glu24, GIn16, PRO10, Gly2, Ala8, Cys2, Vall4,
MET4, llell, Leul3, Tyrl2, Phe6, Lys24, His3, Trp2 e Arg6 com uma massa molecular calculada
de 25,226 kDa (FARRELL et al., 2004). A estrutura priméria desta proteina é mostrada na Figura
2.

1 10 20
H-Lys-Asn-Thr -Met-Glu-His-Val-SeF-SeP-SeP-Glu-Glu-Ser-Ile-Ile-SeP-Gln-Glu-Thr-Tyr-
21 30 40
Lys-Gln-Glu-Lys-Asn-Met-Ala-Tle-Asn-Pro-SeP-Lys-Glu-Asn-Leu-Cys-8Ser -Thr -Phe-Cys-—
471 50 (s18]
Lys-Glu-Val-Val-Arg-Asn-Ala-Asn-Glu-Glu-Glu-Tyr-Ser-Ile-Gly-SeP-SeP-SeP-Glu-Glu-
61 70 80
SeP-Ala-Glu-vVal-Ala-Thr-Glu-Glu-Val-Lys-Ile-Thr-Val -Asp-Asp-Lys-His-Tyr-Gln-Lys-
81 Ele 100
Ala-Leu-Asn-Glu-Ile-Asn-Gln-Phe-Tyr-Gln-Lys-Phe-Pro-Gln-Tyr-Leu-Gln-Tyr -Leu-Tyr —
101 110 120
Gln-Gly-Pro-Ile-Val-Leu-Asn-Fro-Trp-Asp-Gln-Val-Lys-Arg-Asn-Ala-Val-FPro-Ile-Thr-
121 130 140
Pro-Thr-Leu-Asn-Arg-Glu-Gln-Leu-SeP-Thr-SeP-Glu-Glu-Asn-Ser-Lys-Lys-Thr-vVal -Asp-
141 150 160
Met -Glu-SeP-Thr -Glu-Val -Phe-Thr -Lys-Lys-Thr-Lys-Leu-Thr -Glu-Glu-Glu-Lys-Asn-Arg-
16l 170 1s0
Leu-Asn-Phe-Leu-Lys-Lys-Ile-Ser-Gln-Arg-Tyr-Gln-Lys-Phe-Ala-Leu-Pro-Gln-Tyr-Leu-
181 190 200
Lys-Thr-Val-Tyr-Gln-His-Gln-ly=s-Ala-Met-Lys-Pro-Trp-Ile-Gln-Pro-Lys-Thr-Lys-Val-
201 207
Ile-Fro-Tvr-Val-Arg-Tvr-Leu-CH

Figura 2. Estrutura priméria da as2-CN A-11P. (Fonte: FARRELL et al., 2004).

A osp-caseina é a mais hidrofilica de todas as caseinas. Apesar de relativamente
hidrofdbicos, os 47 residuos C-terminal transportam uma carga liquida positiva no pH do leite. Por
outro lado, os 68 residuos N-terminal, mais hidrofilicos, apresentam uma carga liquida negativa no
pH do leite.

A estrutura primaria das as,-CN pode ser representada por quatro dominios: um dominio N-
terminal hidrofilica, um dominio central hidrofobico, seguido por outro dominio hidrofilico e,
finalmente, um dominio hidrofébico C-terminal, positivamente carregado. Esta estrutura é
consistente com um comportamento de associacdo que € muito dependente da forca idnica. A
associacgdo parece ser mais forte em torno de uma forca idnica de 0,2 M, com dissociacdo ocorrendo

em menor concentracdo de sal, por causa da repulsdo eletrostatica, e também em maior quantidade
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de sal por causa da repressdo da atracdo eletrostatica, refletindo, assim, as contribui¢cGes da ambas
as interagdes hidrofdbicas e atracdo eletrostatica (FARRELL et al., 2004).

A as-CN é mais sensivel a0 Ca** do que os;-CN, com quase completa de precipitacéo
ocorrendo em 2 mM de Ca?* para as,-CN, a pH 7, enquanto que a precipitagio, de as;-CN requer
6mM de Ca®* (FARRELL et al., 2004).

1.2.2 p-Caseinas

A familia B-caseinas, que constitui até 45% da caseina de leite bovino, é bastante complexa
devido a ac@o da plasmina protease nativa do leite. A estrutura primaria da [3-caseina é suscetivel de
hidrélise pela protease plasmina nas ligagdes peptidicas dos residuos de aminoécidos 28 — 29, 105 —
106 e 107 — 108, produzindo fragmentos peptidicos referidos na literatura como caseinas vy, levando
a formacéo de y1-, y2- e y3-CN, que na verdade sdo fragmentos de B-CN, constituido de residuos
29-209, 106-209 e 108-209, e permanecem nas micelas, além de pequenos fragmentos que se
difundem para a fase liquida (soro), constituindo uma parte da fracdo proteose-peptona, que
representa os residuos 1-105 ou 1-107, 1-28 e 29-105. A proteina de referéncia para esta familia, -
CN AZ-5P, que consiste de uma cadeia polipeptidica com nenhum residuo de Cys contendo 209
residuos. E constituida por Asp4, Asn5, Thr9, Serll, Ser P5, Glul9, GIn20, Pro35, Gly5, Ala5,
Vall9, METS6, llel0, Leu22, Tyr4, Phe9, Lysll, His5, Trpl e Arg4d com um massa molecular
calculado de 23,983 kDa (FARRELL et al., 2004).

A representacdo da sequéncia primaria da caseina B (A?), indicando as variantes genéticas

(A%, B ¢ C) e os pontos de clivagem para a formagao das caseinas v, esté ilustrada na Figura 3.

1 10 20
H-Arg-Glu-Leu-Glu-Glu-Leu-Asn-Val-Pro-Gly-Glu-Ile-Val -Glu-SeP-Leu-SeP-SeP-SeP-Glu-
21 I 30 40
Glu-Ser-Ile-Thr-Arg-Ile-Asn-Lys-Lys-Ile-Glu-Lys-Phe-Gln-SeP-Glu-Glu-Gln-Gln-Gln-
41 50 60
Thr-Glu-Asp-Glu-Leu-Gln-Asp-Lys-Ile-His-Pro-Phe-Ala-Gln-Thr-Gln-Ser-Leu-vVal-Tyr -
6l 70 80
Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile-Pro-Asn-Ser-Leu-Pro-Gln-Asn-Ile-Pro-Pro-Leu-Thr-Gln-Thr-
81 90 100
Pro-Val-vVal-Val-Pro-Pro-Phe-Leu-Gln-Pro-Glu-val -Met-Gly-Val-Ser-Lys-Val -Lys-Glu-
101 l } 110 120
Ala-Met-Ala-Pro-Lys-His-Lys-Glu-Met-Pro-FPhe-Pro-Lys-Tyr-Pro-Val-Glu-Pro-Phe-Thr-
121 130 140
Glu-Ser-Gln-Ser-Leu-Thr-Leu-Thr -Asp-Val -Glu-Asn-Leu-His-Leu-Pro-Leu-Pro-Leu-Leu-
141 150 160
Gln-Ser-Trp-Met-His-Gln-Pro-His-Gln-Pro-Leu-Pro-Fro-Thr-Val-Met-Phe-Pro-Pro-Gln-
16l 170 180
Ser-Val-Leu-Ser-Leu-Ser-Gln-Ser-Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro-Gln-Lys-Ala-Val-Pro-Tyr -
181 190 200
Pro-Gln-Arg-Asp-Met-Pro-Ile-Gln-Ala-Phe-Leu-Leu-Tyr-Gln-Glu-Pro-Val-Leu-Gly-Pro-
201 209
Val-Arg-Gly-Pro-Phe-Pro-Ile-Ile-Val-OH
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Figura 3. Sequéncia primaria da p-caseina (A?), ilustrando as clivagens para formagéo de caseinas y. Fonte
FARRELL et al., 2004.

Na presenga de Ca2+ formam suspensfes coloidais ao invés de precipitarem, como as
caseinas aS1. As B-caseinas apresentam temperatura, concentracdes e pH em que ocorre equilibrio,
associagdo—dissociagdo. A temperatura abaixo de 8°C ou em valores elevados de pH, ocorre a
dissociacdo a mondmeros. Em temperaturas elevadas e pH préximo da neutralidade, ocorre a
formacé&o de polimeros em forma de contas (SGARBIERI, 2005).

A familia das caseinas B € constituida de um membro principal com no minimo sete
variantes genéticas e oito pequenos fragmentos proteicos, formados por hidrélise enzimatica do
componente principal. A proteina principal ¢ a mais hidrofébica das caseinas. A parte
carboxiterminal da molécula (res 136 — 209) contém muitos residuos apolares, ao passo que a regido
entre os residuos 1 a 135, com cinco residuos fosforil, contém toda a carga liquida da proteina.
Apenas 0s cinco residuos aminoterminais possuem uma aprecidvel propor¢cdo de residuos
hidrofilicos e de residuos com cargas elétricas. Dessa forma, os residuos polares e apolares da
estrutura priméria estdo agrupados em sequéncias localizadas em regides distantes da cadeia. Por
causa dessa distribuicdo de seus aminoécidos, a molécula assemelha-se a detergente anibnico, sendo
um agente emulsificante eficaz. A estrutura secundaria é formada de 10% a-hélice, 13% folhas B e
77% de estrutura randomizada. Esse porcentual elevado de estrutura aperiddica pode ser explicado,
em parte, pela distribuicdo uniforme de residuos prolil (Pro) na estrutura priméria (SGARBIERI,
2005).

1.2.3 k-Caseinas

De todas as caseinas, a k-caseina é a menos fosforilada (1P), de estrutura mais estavel e
mais ordenada, embora contenha muitos residuos prolil. Possui apenas um residuo fosforil (SerP-
149), localizado no segmento glicomacropeptidio (GMP). E a (nica caseina que ndo precipita na
presenca de Ca2+, ligando dois moles de Ca2+ por mole de proteina, em pH neutro (KHORSHID &
FATMA, 2010).

Consiste de 169 residuos de aminoécidos: Asp4, Asn8, Thrl5, Serl2, Ser P1, Pyroglul,
Glul2, GInl4, Pro20 Gly2, Alal4, Cys2, Valll, Met2, llel2, Leu8, Tyr9, Phe4, Lys9, His3, Trpl,
and Arg5, com massa molecular de 19,037 kDa (FARRELL et al., 2004).

A «-caseina sofre hidrélise por acdo da quimosina (EC 3.4.23.4). A ligacdo sensivel a

hidrolise ocorre entre Phe 105 e Met 106. Os produtos da hidrélise sdo p-k-caseina e macropeptideo
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(glicomacropeptideo). A regido carboxiterminal da sequéncia priméria, solivel na fase soro,
designada glicomacropeptidio (GMP), concentra os residuos de aminoécidos &cidos e a maioria dos
hidréfilos. Os residuos de aminoécidos béasicos e os apolares estdo agrupados na regido
aminoterminal, compondo uma regido apolar e insolGvel denominada para-k-caseina (KELLEHER
et al., 2003).

A sequéncia priméaria da caseina k (B), com indicagdo das substituigdes para a variante A e

do ponto de clivagem (Phe 105 — Met 106) da enzima coagulante renina, esta ilustrada na Figura 4.

10

PYROGLU- GLU (GLN)- GLN- ASN- GLN (GLU)- GLU- GLN (GLU)- PRO- ILE- ARG- CYS- GLU- LYS ASP- GLU-
20 30

PHE- PHE- SER- ASP- LYS- ILE- ALA- LYS- TYR- ILE PRO- ILE- GLN- TYR- VAL- LEU- SER- ARG- TYR-

SER- TYR- GLY- LEU- ASN- TYR- TYR- GLN- GLN- LYS- PRO- VAL- ALA- LEU- |ILE- ASN- ASN- GLN- PHE-
PRO- TYR- PRO- TYR- TYR- ALA- LYS- PRO- ALA- ALA- VAL- ARG- SER- PRO- ALA- GLN- ILE- LEU- GLN-
80 90
GLN- VAL LEU- SER- ASP (ASN)- TRH- VAL- PRO- ALA- LYS- SER- CYS- GLN- ALA- GLN- PRO- TRH- TRH-
100 (Renina)

ALA- ARG- HIS- PRO- HIS- PRO (HIS)- HIS- LEU- SER- PHE- |MET- ALA- ILE- PRO- PRO- LYS- LYS- ASN-
120 30
ASP- LYS- THR- GLU- ILE- PRO- THR- ILE- ASN- THR- ILE- ALA- SER- GLY- GLU- PRO- THR- SER- THR-
140 50
THR- GLU- ALA- VAL- GLU- SER- THR- VAL ALA- THR- LEU- GLU-[ ALA- |SERP- PRO- GLU- VAL- ILE-
THR (Varante A) ASP (Varante A)
160 6o

SER- PRO- PRO- GLU- ILE- ASN- THR- VAL- GLN- VAL- THR-  SER- THR- ALA- VAL- OH

Figura 4. Sequéncia primaria da caseina x (B), ilustrando as substituigdes para a variante A e o ponto de
clivagem (Phe 105 — Met 106) da enzima coagulante renina. Duas cisteinas (Res 11 e 88) e 1 SERP (Res
149). Fonte SGARIERI, 2005.

Cada mondémero de k-caseina tem massa molecular de 19 kDa, mas, no leite, as moléculas
encontram-se agregadas em polimeros de massa molecular entre 60 e 150 kDa, formados pela
interacdo das variantes genéticas A e B por ligacdo dissulfeto. Essa interacdo pode prosseguir por
meio de interagdes ndo-covalentes até polimeros de massa molecular de 650 kDa. Os monémeros
apresentam consideravel heterogeneidade estrutural, por causa das variantes genéticas, podendo
ainda apresentar diferentes conteidos de carboidrato e de fosfato (SGARBIERI, 2005).

Essas caseinas tém os residuos de aminodacidos dicarboxilicos localizados em sua sequéncia
na regido carboxiterminal, que é também glicosilada. Em geral, trés monossacarideos (galactose, N-
acetil-galactosamina ou acido N-acetil neuraminico), formando tri ou tetrassacarideos, ligados aos

residuos treonil 131, 133, 135 ou 136, constituem a parte glicosidica da molécula. A estrutura
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secundaria e/ou terciaria parece ser o fator primordial na determinacéo dos sitios de glicosilagéo,
sendo a Unica caseina glicosilada (SGARBIERI, 2005).

A «-caseina, em virtude de suas caracteristicas estruturais e da localizacdo de suas
moléculas na superficie das micelas, atua como estabilizadora dessas particulas, ndo permitindo a
precipitacdo das caseinas sensiveis ao Ca2+ por agéo dos sais de calcio do leite. A solubilidade da
caseina k ndo ¢ afetada pela presenga do Ca2+. A regido da sequéncia primaria da para-k-caseina,
por ser de natureza apolar, orienta-se para o interior das micelas e interage, por meio de grupos
hidrofobicos, com as caseinas oS e B, dispostas no nicleo da micela, ao passo que o
glicomacropeptidio (GMP), em virtude de sua polaridade, orienta-se para a fase soro, interagindo
com a agua. Essas interacfes da sequéncia primaria da k-caseina estabilizam as micelas no leite
(FARRELL et al., 2004; SGARBIERI, 2005).

A hidrélise enzimatica que ocorre na manufatura do queijo ou o tratamento térmico em
temperaturas elevadas resultam na remogdo ou dissocia¢do da k-caseina da superficie das micelas,
eliminando a estabilizacdo eletrostatica e estérica da superficie micelar e aumentando a
hidrofobicidade de superficie, 0 que resulta em agregacdo das micelas e formagdo de coagulo
(SGARBIERI, 2005).

A estrutura secundaria da x-caseina é formada por cinco regides em a-hélice (23% do total),
sete regioes em folhas B (31% do total) e dez regides em algas em conformacdo [ (24%). A
estrutura secundaria do segmento para-k-caseina € muito ordenada, sobretudo as regides em folhas
B entre os residuos de aminoacidos 22 — 32 e 40 — 56, e contém dois residuos cisteinil (cysSH),
provavelmente, nas voltas B, suscetiveis a oxidacdo e a reagdo de intercAmbio sulfidrilo-dissulfeto

(CysSH/Cys-S-S-Cys) (FOX & MCSWEENEY, 1998; SGARBIERI, 2005).

1.2.4 Micelas de caseina

No leite, as caseinas existem como grandes particulas coloidais, com didmetro DE 50-
600nm (média de aproximadamente 150 nm), chamadas micelas de caseina. Muitas das importantes
propriedades tecnoldgicas do leite, por exemplo, sua cor branca, estabilidade térmica e coagulagéo,
sdo devidas as propriedades das micelas. No leite, as micelas de caseina apresentam-se altamente
hidratadas (3,7 g ou 4,4 mL de agua) por grama de caseina. As micelas apresentam massa molecular
da ordem de 2,5 x 108 Da. Sdo formadas de aproximadamente 94% (p/p) de caseinas e 6% de
minerais, referido coletivamente como fosfato de célcio coloidal (FOX & BRODKORB, 2008).

Ainda ha divergéncia entre os pesquisadores sobre a estrutura supramolecular das micelas
de caseina, embora varios aspectos destes sdo comum. As observacdes seguintes sdo algumas

relevantes para tal modelo (WALSTRA et al., 2006):
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* Micrografias eletronicas mostram particulas aproximadamente esféricas, de tamanho médio na
ordem de 0,1 um. As particulas ndo sdo completamente esféricas: eles tém uma superficie instavel;
 Varias caseinas tendem a associar em pequenos agregados (4-25 moléculas, de acordo com a
espécie de caseina). Em uma solucdo de caseina de leite ultrafiltrado (simulada), a associagdo
ocorre também, os pequenos agregados sdo de composi¢do mista. Se ions célcio e fosfato sdo
adicionados lentamente em pH constante para uma solucdo deste tipo, torna-se branco, e mostra as
particulas que ficam como micelas de caseina nativa;
* A partir de determinagdo da composicao das micelas de caseina de diferentes diametros, foi
calculado que o nucleo de uma micela é composto de quantidades aproximadamente iguais de as e
B-caseina, com muito pouco de k-caseina, enquanto que a camada externa parece consistir de
quantidades aproximadamente iguais de k- e as-caseina, com muito pouco de B-caseina. A
concentracdo de k-caseina é proporcional a area superficial especifica das micelas;
* Quase toda k-caseina esté presente sob a forma de polimeros, de 2-9 (média de cerca 6) moléculas
ligadas entre si por-S-S-pontes;
* As micelas de caseina devem conter uma grande quantidade de agua.

A partir dessas e de outras observac@es e consideragdes, resultou no modelo ilustrado na
Figura 5. Um elemento importante é que a micela é construida de submicelas de composic¢ao mista,
cada uma com um tamanho de 12-15 nm, contendo cerca de 20 a 25 moléculas de caseina. Alguns
destas submicelas contém um ou dois polimeros de k-caseina e estdo do lado de fora das micelas.

As outras submicelas deverdo conter nenhum ou muito pouco k-caseina (WALSTRA et al., 2006).

‘:‘. o | ef Rt Y N ]
) f— \P | o ¥ g { | Submicela
_\ /‘ﬂ\-, J) M

}".'q_n peptideos

L:‘F""’ Nanocluster

~ At \ W
3}’5;_ 2/{} N Iy 3"'; : 50 nm

Figura 5. Corte transversal de uma micela, mostrando as submicelas, os aglomerados de fosfato de sodio e os

peptideos de caseina k, recobrindo a superficie da micela. Fonte: WALSTRA et al., 2006.
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Este modelo concorda com a maioria das propriedades das micelas de caseina. No entanto,
alguns pesquisadores sdo de opinido que a existéncia de submicelles € improvavel, e assumem uma
estrutura mais homogénea. Contudo, diversas caracteristicas sdo geralmente aceitas. Estas incluem
(WALSTRA et al., 2006):

* A existéncia de uma camada “peluda”, que consiste no C-terminal (cerca de 75 residuos de
aminodcidos) da k-caseina. Os pélos sdo bastante hidrofilicos e sdo carregados negativamente, pois
eles conttm também as moléculas de carboidrato da k-caseina. A espessura da camada
hidrodinamica é cerca de 7 nm. A camada é essencial para fornecer estabilidade coloidal;

e A presenga dos chamados nanoclusters de fosfato de célcio, de cerca de
3 mm de diametro. Estes contém o fosfato inorganico e muito do calcio das micelas, mas também o
fosfato organico dos residuos da SERP, e, provavelmente, alguns residuos de acido glutaminico.
Em outras palavras, um nanoclusters ndo é o fosfato de calcio puro, mas também contém moléculas
de proteina;

+ As forgas, mantendo o0s elementos estruturais de uma micela juntos, séo,
pelo menos, em condi¢des fisiologicas, as ligagdes hidrofébicas entre os grupos de proteina e
ligagdes cruzadas entre cadeias peptidicas pelos nanoclusters. Provavelmente, ligacGes idnicas
também estdo envolvidos;

* Estudos de RMN mostraram que as moléculas de proteina em uma caseina micelar
sdo quase totalmente imdvel, exceto para os pélos, que ird mostrar 0 movimento browniano
continuo. Esta imobilidade é a curto prazo (na ordem de nanossegundos). Em prazos mais longos,
as moléculas pode se mover dentro e fora de uma micela.

Nas micelas de caseina, a auto-associacdo molecular depende muito da temperatura do
meio, do pH e da concentracéo de Ca*. A 4°C, se o pH natural do leite (6,68) é diminuido para 5,1-
5,3, parte da caseina [ dissocia-se da estrutura proteica micelar, passando para o soro. A dissociacao
¢ atribuida ao rompimento das interacfes hidrofdbicas intermoleculares, que sdo minimas em
temperaturas abaixo de 5°C. Abaixando-se ainda mais o pH, a dissociacdo ocorre também pela
dissolucéo do fosfato de célcio coloidal (SGARBIERI, 2005).

1.3 Métodos para a separacgdo das caseinas e do soro
Existem métodos para isolamento das caseinas que podem ser aplicados em nivel de

laboratério. Micelas de caseina intactas, com os fons Ca™ associados, podem ser coletadas por
centrifugacéo do leite desnatado em alta forga centrifuga a 37°C. Contudo, cerca de 5 a 20% das

caseinas mantém-se sollveis no sobrenadante. As caseinas também podem ser separadas por

64



“salting out”, com sulfato de amonio a 2°C (26,4 g/100 mL de leite), precipitando-se conjuntamente
pequenas quantidades de proteinas do soro. Trés processos encontram aplicacdo industrial, a saber:
a) precipitacdo pela acidificagdo com &cido organico ou mineral no pH 4,6 (pl), 20°C, seguido de
centrifugacdo para a obtencédo da caseina isoelétrica e de soro acido. A caseina isoelétrica podera ser
transformada em caseinato pela ressolubilizacdo em solu¢fes de vérios tipos de base e desidratada
em “spray dryer”; b) a coagulacdo enzimadtica da caseina por preparados enzimaticos comerciais,
para obtengdo de coagulo e de soro “doce”. O coagulo, depois de separado do soro, é usado como
matéria-prima na producdo de queijos. Nesse processo, o glicomacropeptidio (GMP) passa para a
fase liquida (soro) e a parte restante da caseina (para-k-caseina) fica retida no coagulo; c) o terceiro
processo é baseado na separacgdo fisica das micelas intactas de caseina por membranas, obtendo-se,
como produto, a caseina na forma micelar e o soro natural, sem nenhuma alteracdo por agentes
guimicos ou enzimaticos (MODLER, 2000; ZINSLY et al., 2001).

Os caseinatos de sddio e potassio sdo solGveis em pH neutro, possuem elevadas
propriedades de superficie e estabilidade ao congelamento. Formam solugbes  de alta
viscosidade, quando em concentracbes acima de 10%. O caseinato de calcio apresenta alta
dispersibilidade e baixa viscosidade. O coagulo de caseina e os caseinatos de sodio e calcio podem
ser usados em produtos de panificagdo, alimentos infantis, alimentos para atletas, na elaboracéo de
emulsdes, coberturas, pos para bebidas, sopas e sobremesas. A utilizagdo de coagulo de caseina e de
caseinatos na elaboracdo de queijos leva a uma melhor hidratagdo e rapida dispersdao dos
componentes, tendo como resultado uma melhor textura do produto final. Além das aplicacdes
alimenticias, o caseinato de sodio pode ser usado na fabricacio de papéis e adesivos (KRUGER,
2002).

Dois novos processos tém sido propostos para a desestabilizagdo das micelas de caseina. O
primeiro denomina-se crioprecipitagdo e tem como principio o aproveitamento do efeito de
temperaturas negativas na estabilidade micelar. O congelamento a -10°C do leite com posterior
armazenamento leva ao abaixamento do pH para valores préximos a 5,8, devido a precipitacdo do
fosfato de célcio. O segundo processo se baseia na baixa estabilidade da caseina, quando o leite é
acidificado a pH 6,0 e misturado de 10 a 15% de etanol (DAMODARAN & PARAF, 1997).

As micelas de caseina também podem ser separadas do soro pelo uso de membranas de
microfiltracdo (MF). A microfiltracdo de leite integral ou deshatado em membranas com
porosidade, variando de 0,1 a 0,2um, permite a coleta de um permeado com composi¢do semelhante
ao soro doce, porém, mais cristalino e de qualidade bacterioldgica satisfatoria. Este soro doce pode

sofrer purificacdo posterior por ultrafiltracdo, gerando um isolado proteico de soro com 96% de
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proteinas. Como retentado se obtém o fosfocaseinato de célcio micelar ou caseina micelar
(MAUBOIS et al., 2002).

1.4 Propriedades funcionais e bioativas da caseina

O leite contribui para satisfazer, em grande parte, as necessidades do organismo em relagdo
ao consumo de célcio, fosforo, proteinas e vitaminas. As proteinas do leite ttm grande importancia
na nutricio humana, apresentando um valor nutricional proteico elevado, com proteinas de boa
digestibilidade e aminoacidos disponiveis. Possuem também aminoacidos essenciais nas propor¢ées
requeridas para o crescimento e manutencao do organismo humano (FOX, 2009).

As proteinas do leite, especificamente as caseinas, apresentam um grande potencial
industrial, sendo utilizadas em diferentes formulagdes por apresentarem excelentes propriedades
funcionais, como solubilidade, estabilidade da emulsdo, retencdo de agua e adesdo, entre outras.
Outro atributo fundamental é a estabilidade térmica durante o processamento, que pode ser
exemplificado pela resisténcia térmica da caseina do leite & pasteuriza¢ao e ao tratamento UHT. Séo
utilizadas também como agentes espumantes e gelificantes. Algumas aplica¢fes de propriedades
funcionais da caseina em alimentos estdo listadas na Tabela 1.

A caseina tem ainda uma série de outras aplicagdes ndo alimentares como nas industrias de
papéis, cola e adesivos, tintas e vernizes, téxtil e indUstria de couros. Também é utilizada em dietas
e produtos médicos especificos, como: alimentos infantis, alimentagdo intravenosa, formulagoes

alimentares especiais, preparacdes de remédios, cosméticos etc. (SGARBIERI, 1996).

Tabela 1: Propriedades funcionais da caseina e suas aplicacGes em alimentos.

Propriedade Aplicacdo
Emulsificacdo Paes, biscoitos, sobremesas, carnes.
Hidratacao Carnes, massas (pao, bolo), doces.
Viscosidade Sopas, molhos, sobremesas.
Gel Carnes, bolos, queijos.
Espuma Sorvetes, produtos lacteos.

Coeséo Carnes, pastas.
Solubilidade Bebidas

Fonte: MUIR, 1998

Além disso, o leite contém uma complexa mistura de espécies bioativas, que conferem a ele
substancias moduladoras das funcGes digestivas e intestinais, horménios e fatores de crescimento,

capazes de influenciar no desenvolvimento do trato gastrointestinal, além de imunoregulacdo e
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modulagdo da microflora intestinal. Varias destas propriedades do leite sdo atribuidas as proteinas e
peptideos secretados pela glandula mamaria. A bioatividade de diversas proteinas do leite é latente,
ou seja, incompleta ou ausente na proteina nativa. E somente durante a digestdo proteolitica das
proteinas nativas é que sdo liberadas suas fragdes peptidicas ativas. Estes peptideos bioativos podem
ser formados durante o processo alimentar, quando, primeiramente, sdo liberados, apds hidrélise
proteolitica exercida pelas enzimas digestivas, para posteriormente exercerem seu potencial de
regular varios processos no corpo humano (MEISEL, 1997).

Desde 1979, diversos autores tém descrito peptideos bioativos originarios de proteinas do
leite (MEISEL, 1997), que sé&o capazes de exercer efeito opioide, antitrombatico e anti-hipertensivo,

imunomodulacdo e propriedades de utilizagdo mineral.

1.4 AplicacGes da caseina na obtencdo das microparticulas
No desenvolvimento de sistemas microparticulados para uma liberagdo modificada, o

grande desafio € a manutencédo da integridade da parede que controla a saida do material. 1sso exige,
em muitos casos, que o material usado na confeccdo da parede seja insolivel ou parcialmente
insolavel.

Vérias proteinas, devido as suas propriedades fisico-quimicas e, consequentemente,
funcionais, como formacdo de gel e emulsificacdo, oferecem uma boa op¢do de material de
cobertura. A gelatina, a albumina, a caseina, proteinas do soro de leite e da soja vém sendo
estudadas como material de cobertura para microencapsulados. Além das vantagens tecnoldgicas
apresentadas por esses polimeros, eles sdo componentes naturais, de consagrado uso alimentar, nao
sendo esperado reagdes toxicas, diferentes de alguns polimeros sintéticos que, muitas vezes, ndo sdo
permitidos, ou tém seu uso limitado, devido a uma possivel toxicidade (LEE & ROSENBERG,
2000).

A caseina, intacta ou modificada, vem sendo estudada como polimero formador de filmes
(BULGARELLLI et al., 2000) para revestimento de formas sélidas e na preparagdo de microcapsulas
(SANTINHO et al., 2002).

Devido a sua natureza anfipéatica, ou seja, carater anfétero (carga negativa acima do seu
ponto isoelétrico e carga positiva abaixo deste) e por sua capacidade formadora de filme, a caseina
vem sendo estudada como material para preparacdo de sistemas de liberacdo controlada de
farmacos, obtencdo de sistemas matriciais e também na preparacdo de microcapsulas (SANTINHO
et al., 2002).
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1.5 Concluséao

As caseinas apresentam um grande potencial industrial, sendo utilizadas em diferentes
formulagdes por apresentarem excelentes propriedades funcionais, como solubilidade, estabilidades
da emulsdo, entre outras. Outro atributo fundamental é a estabilidade térmica durante o
processamento, que pode ser exemplificado pela resisténcia térmica da caseina do leite a
pasteurizacdo e ao tratamento UHT. S8o utilizadas também como agentes espumantes e gelificantes.
Este trabalho teve como objetivo apresentar informagOes referentes as aplicacGes e estruturas da

caseina, que ainda ndo sdo totalmente compreendidas e discutidas.
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