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RESUMO

COSTA, Rafaela Teixeira Rodrigues do Vale, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
julho de 2017.Estudo da interacdo intermolecular entre vermelho 40 e caseina
micelar. Orientadora: Ana Clarissa dos Santos Pires. Coorientador: Luis Henrique
Mendes da Silva.

A cor de um alimento € uma caracteristica primaria de qualidade alimentar responsavel
por atrair consumides de qualquer idade ou grupé distribuicdo uniforme dos
corantes nos sistemas alimenticios pode ser uma indicacéo de interacfes e formacgéo de
complexos entre 0s corantes e um ou mais ligantes existentes na matriz alimenticia. O
presente trabalho teve como objetivo estudar a nivel molecular os mecanismos
envolvidos na interacdo entre o vermelho 40 (V40) e a caseina micelar em diferentes
condi¢des de pH (2.0, 6.6 e 9.0), temapens (20, 25, 35, 45 ¢ 55 °C) e forga idnica

(0.01 a 1.0 mol.}). Técnicas sensiveis e eficazes como fluorescéncia e
microcalorimetria de titulacdo isotérmicas foram utilizadas para investigar a interacao
entre o corante e a proteina. Resultados de fluorescéncia mostraram que a intensidade de
fluorescéncia da caseina micelar diminuiu a medida que as concentracbes de V40
aumentaram Para todas as condi¢cdes termodinamicas avaliadas, o mecanismo de
extincdo da fluorescéncia foi classificado como estatico, havendo, portanto, formacao
de complexos entre o corante e 0 agregado proteico. Valores negativos da variacdo da
energia livre de Gibbs padrdo de formacdo de complexo indicaram que houve formacao
de complexo sendo regidentalpica ou entropicamente dependendo da condi¢ao
termodindmica avaliada Ainda na técnica de fluorescéncia, dados da constante de
ligacdo (K) e da estequiometria de reacdo (n) foram obtidos e ndo apresentam grandes
variacfes quando avaliados sob o efeito do pH. Para todos os pHs testados, os valores
de K, foram na ordem de @ reduziram com o aumento da temperatura. Em relacéo a
estequiometria de formacdo de complexo (n), os resultados indicaram que houve
interacdo entre o ligante e o agregado de proteina e que, para cada sitio deldigaca
molécula de caseina micelar (no sitio do Trp ou proximo ao sitio do Trp), existe uma
molécula de V40 ligada. Por outro lado, estudos sobre o efeito do pH mostraram que as
cargas influenciaram nas forcas de intéosgntre as moléculas do corante e o agregado

de proteina. No pH do leite (pH = 6.6) assim como no pH = 9.0, o processo de formagéo
de complexo foi entropicamente dirigido. Ja no pH = 2.0 contatou-se que o processo de
formacdo de complexo foi entalpicamente dirigido. Nos estudos de forca ibnica, 0s

dados da constante de ligacéo nas concentracées de 0.5 e 1:bdadlaCl sugeriram
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gue quanto maior a forca ibnica, maior a interacdo do complexo. MedicBes no
microcalorimetro de titulacdo isotérmica permitiram a determinagdo da variacdo da
entalpia aparente deteracdo (AH int-apa) €M cOMo, da variacdo da entalpia padréo de
formagdo de complexo (AH). Considerando a mesma condicdo avaliada, pH = 6.6 e
temperatura de 25 °C, o alto valor de AH® obtido por medi¢cées microcalorimétricas
indicou que mudangas conformacionais no agregado proteico assim como, a entrada e
saida de fosfato de calcio de dentro da micela influenciam no ganho de energia e sédo
fatores que devem ser considerados. Este trabalho fornece informacdes importantes, até
entdo ausentes na literatura, a respeito da interacdo intermolecular entreecaV40

caseina micelar, em diferentes condi¢Bes termodinamicas.
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ABSTRACT

COSTA, Rafaela Teixeira Rodrigues do Vale, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
July, 2017.Study of the intermolecular interaction between Allura Red and casein
micelle. Adviser: Ana Clarissa dos Santos Pires. Co-adviser: Luis Henrique Mendes da
Silva.

The color of a food is a primary food quality feature responsible for attracting
consumers of any age or group. Uniform distribution of dyes in food systems may be an
indication of interactions and complexs formation between this and one or more an
other molecules present in the food matrix. The present work aimed to study at
molecular level the mechanisms involved in the interaction between Allura Red (AR)
and casein micelle in different pH, temperature and ionic strength conditions. Sensitive
and effective techniques such as fluorescence and isothermal titration microcalorimetry
were used to investigate the interaction between the dye and the protein. Fluorescence
results showed that the fluorescence intensity of casein micelle decreased as AR
concentrations increased. For all the thermodynamic conditions evaluated, the
fluorescence quenching mechanism was classified as static, therefore, complexes were
formed between the dye and the protein. Negative values of the standard Gibbs free
energy variation of complex formation indicated that there was complex formation
being ruled, enthalpic or entropically depending on the thermodynamic condition
evaluated. Still in the fluorescence technique, data of the binding constaran@&
reaction stoichiometry (n) were obtained and did not present great variations when
evaluated under the effect of pH. For all pHs tested, Kb values were on the ordér of 10
and reduced with increasing temperature. In relation to the complex formation
stoichiometry (n), the results indicated that there was interaction between the ligand and
the protein aggregate and that, for each binding site of the micellar casein molecule (at
the Trp site or near the Trpte), There is a bound V40 molecule. On the other hand,
studies on the pH effect showed that the loads influenced the interaction forces between
the dye molecules and the protein aggregate. At the pH of the milk (pH = 6.6) as well as
at pH = 9.0, the complex formation process was entropically driven. Already at pH =
2.0 it was contacted that the process of complex formation was entalpicamente directed.
In the ion-strength studies, the binding constant data at concentrations of 0.5 and 1.0
mol.L™! of NaCl suggested that the higher the ionic strength, the greater the interaction
of the complex. Measurements in the isothermal titration microcalorimeter allowed the

determination of the variation of the apparent enthalpy of interaction (AH int-apar) as
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well as of the standard enthalpy change of complex formation (AH). Considering the

same evaluated condition, pH = 6.6 and tempsraif 25 °C, the high AH value
obtained by microcalorimetric measurements indicated that conformational changes in
the protein aggregate as well as, the entry and exit of calcium phosphate from within the
micelle influence the Gain and are factors that should be considered. This work provides
important information, hitherto lacking in the literature, on the intermolecular

interaction between V40 and micellar casein under different thermodynamic conditions.
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1. INTRODUCAO

Caracteristicas como alta estabilidade com relacdo a luz, oxigénio, pH e
uniformidade de cor fazem do corante organico sintético, vermelho 40, um aditivo
amplamente utilizado na inddstria de alimentos.

Alimentos como sucos artificiais, bebidas lacteas, balas, confetes, coberturas,
dentre outros podem apresentar em sua composi¢cdo, moléculas de vermelho 40 que
guando ingeridas em excesso, podem vir a desencadear hiperatividade, asmas e reagdes
alérgicazemcriancas.

De acordo com dados da literatura, 0s grupos azo e 0s an€is aromaticos
presentes na molécula desse corante sdo 0S responsaveis por causarem riscos a saude
bem como, por favorecem sua ligacdo com diferentes moléculas, por exemplo proteinas
de transporte.

As caseinas micelares tratam-se de agregados proteicos presentes em maior
proporcao no leite, algo em torno de 80%, e que apresenta em sua composic¢ao fracoes
de a S1, a S2, B, k-caseina e nanoagregados de fosfato de calcio.

Caseinas micelares séo utilizadas para carrear minerais como calcio, corantes
como curcumina e demais substancias que possuem em sua estrutura, grupos capazes de
interagir com essa biomolécula.

Atualmente, ndo existe nenhum estudo que trate da interagdo entre o vermelho
40 e a caseina micelar. A utilizacdo dessas moléculas de forma associada bem como, de
forma isolada tem sido realizada de forma empirica.

O estudo da interacdo entre vermelho 40 e caseina micelar pretende trazer por
meio de ensaios termodindmicos, a compreensao do mecanismo de interacdo entre essas
duas substancias bem como, as melhores condi¢bes de formacdo de complexo. Assim,
técnicas como espectroscopia de fluorescéncia e rmlormoetria de tituhcio
isotémica sdo importantes para a obtencdo de parametros termodindmicos de interacéo
(K, n, AG®°, AH® e AS°) que sdo fundamentais para explicar a interagdo entre o corante e
0 agregado proteico.

Desta forma, o estudo das interagOes intermoleculares trata-se de um estudo
fundamental em quse pretende avaliar a formagao de complexo bem como fornecer
dados que otimizem o uso deste corante ndo apenas em formulagbes alimentares mas
também, em diferentes ocasides como a extracdo de moléculas de vermelho 40 em

aguas residuais utilizando a caseina micelar como veiculo.



Para tanto, é necessarios identificar o comportamento da caseina micelar como
carreadora desse composto e definir as melhores condi¢bes termodinamicas para que

eles sejam veiculados.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar a interacdo intermolecular entre a caseina micelar e o corante vermelho
40 nas temperaturas de 20, 25, 35,45 ¢ 55 °C.

2.1. Objetivos especificos

» Determinar a constante de interacao (Kp), a estequiometria da formagao do
complexo (n), a variagdo da entalgi®H®), a variagdo da energia livre de
Gibbs(AG®) e avariagdo da entropi@\S°) padrao de formacdo do complexo
formado entre caseina micelar-corante;

« Avaliar o efeito do pH nos parametros termodinamicos da interacaoaasein
micelar-vermelho 40;

« Avaliar o efeito da forca ibnica nos parametros termodinamicos da interacéo
caseina micelar-vermelho 40;

« Comparar os parametros termodinamicos da interacdo caseina-vermelho 40
obtidos pelas técnicas de espectroscopia de fluorescéncia e microcalorimetria

de titulacéo isotérmica.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Uso de corantes em alimentos

Ao mesmo tempo em que consumidores procuram por alimentos seguros,
nutritivos e saudéaveis (WILSON et al., 2016), a cor dos alimentos € uma das
caracteristicas sensoriais mais importantes que afeta diretamente na aceitacdo e na
selecédo de determinados alimentos em detrimento a outros.

Alteracbes na cor dos alimentos podem ser diretamente influenciadas por
condicbes externas, tais como intensidade luminosa, presenca ou auséncia de ar,
temperatura, umidade, armazenamento, dentre outros. Assim, a utilizagdo de corantes
alimentares tem como objetivos compensar/superar caracteristicas desagradaveis que
podem surgir em decorréncia a esses fatores bem como auxiliar na homogeneizacao d
cor por meio da correcao de variacdes de cor e/ou melhasiaodes que ocorrem
naturalmente nos alimentos (MARTINS et al., 2016).

Em alimentos pode-se empregar tanto corantes organicos sintéticos como
corantes naturais. De forma geral, os corantes naturais podem ser derivados de varias
matérias-primas alimentarefou biologicamente atigacomo fungos ou insetos. J4 os
corantes sintéticos, embora sejam produzidos por sintese quimica, ndo podem ser
encontrados naturalmente (AMCHOVA; KOTOLOVA; RUDA-KUCEROVA, 2015).

De acordo com Resolucdo n° 44 de 1977 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), corantes organicos sintéticos sdo definidos como aqueles que
podem ser obtidos por sintese organica mediante o emprego de processo tecnolégico
adequado.

Ao contrario da maioria dos corantes naturais, 0s corantes sintéticos
apresentam alta estabilidade com relacdo a luz, oxigénio e pH, uniformidade de cor,
baixa contaminacdo microbiologica e baixo custo de producéo. Tratam-se de compostos
organicos que apresentam estrutura quimica contendo ligagbes duplas alternadas com
ligagcbes simples, anéis aromaticos simples ou conjugados e compostos azo (DE
ARAUJO et al., 2015).

Os compostos azo compreendem a maior classe de corantes alimentares
sintéticos que sdo amplamente utilizados na industria de alimentos e que se caracterizam
pela presenca de um ou mais grupamenttsN- ligados a grupos arométicos. Como
exemplo de corantes pertencentes a este grupo (Figura 1) pode-setartaazina
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(INS102), a carmosina/azorubina (INS122), o amarelo de quinaléiNS104) e o
vermelho allura/vermelho 40 (V40, INS129) (BASU; KUMAR, 2015).

OH IS0,
Na0OC, Ne O Na
=\ =N
O O
N
O

Na0;S 045'{::0
O Na'
Tartrazina Carmosina
0 NS o
i
— 60_850
— /CH3
NVA o s
X=1,2,3
0 (SO5Na),,
N=N P
i i O S:::O
Amarelo de quinoleina HO O \o@
Na®
Vermelho 40

Figura 1. Estrutura quimica de alguns corantes alimentares sintéticos. Fonte:
MASONE; CHANFORAN, 2015, com adaptacdes.

3.2. Vermelho 40

O Vermelho 40 (V40, INS129) é um corante azo vermelho artificial também
referenciado como: Food Red 17, Cl 16035 e FD&C Rdf.rTrata-se de um corante
que € pertencente a classe monoazo anionico solavel em agua (22 g/mL), pKa = 11.4
amplamente utilizado na industria de alimentos (ESMAEILI et al., 2016),
principalmente na producdo de balas, confeitos, bebidas, compostos lacteos, dentre
outros.

Segundo estudos reportado por Esmaeili et al. (2016), a utilizacdo do vermelho

40 foi introduzida no inicio de 1980 para substituir o0 amaranto, um corante proibido



pelo Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos durante esse periodo.

Na primeira avaliacdo de seguranca, a Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura (FAO) juntamente com o Comité Conjunto de
Especialistas da OMS sobre Aditivos Alimentares, sugeriram que a ingestao diaria
aceitavel do vermelho 40 fosse de 7 mg:-ldp peso corporal (BORZELLECA;
OLSON; RENO, 1991). No entanto, estudos mostaa@xisténcia de riscos a salude que
consequentemente influenciam na utilizacdo desse corante em diversas regides do
mundo.

Em paises como EUA, Japéo, Europa eBrasil, a utilizacdo do vermelho 40 é
permitida (HONMA, 2015). No entanto, na Europa, mesmo que desde 2008 o
Regulamento (CE) n° 1333/2008 determine que todas as embalagens de alimentos
adicionados com vermelho 40 apresentem a seguinte informacédo "pode ter um efeito
adverso sobre a atividade e atencdo em criancas”, a ingestdo desse corante de acordo
com Abramsson-zetterberg e llbéack (2013), ndo € recomendada para criangas pois pode
causar hiperatividade.

No Brasil, embora a utilizacdo do vermelho 40 seja aceita em diferentes
alimentos devido a sua alta estabilidade (ESMAEILI et al., 2016), seu uso € limitado
(Tabela 1).

Tabela 1.Concentragcdo maxima permitida de vermelho 40 em alimentos.

_ Concentragdo maxima
Alimento _ Fonte
(9/100 g) no produto final

Bala
Confeito

Goma de

Resolucdo n° 387, de 05 de agosto
mascar 0,030 % g
1999.

Cobertura e/ou
xarope para o
preparo de

recheio

Bebida lactea 0,005 Instrucdo Normativa n° 28, de 12 d




junho de 2007.

Composto 0,033 Instrugdo Normativa n° 16, de 23 d
lacteo agosto de 2005.

Sobremesas de
Resolucado n° 388, de 5 de agosto !

Gelatina 0,015
1999.
Pudins e flans
logurte
Instrugdo Normativa n° 46, de 23 d
Leite 0,005
outubro de 2007.
fermentado

Preparo para .
Resolucado n° 389, de 5 de agosto !

1999

refrescos e 0,010

refrigerantes

Vale ressaltar gimesmo em meio a uma ampla aplicacédo, o risco que esse
corante pode vir a causar a saude devido a presenca de seus grupos azo e dos anéis
aromaticos, ndo pode ser negligenciado (YU et al., 2016).

De acordo Pourreza; Rastegarzadeh e Larki (2011), a utilizacdo em excesso do
corante vermelho 40 pode vir a causar efeitos toxicos, alérgicos e hiperatividade em
criancas. Desta forma, levando em consideracéo que a molécula de vermelho 40 possui
grupos que sao capazes de ocasionar riscos a saude bem como, de interagir com outras
moléculas, como por exemplo, proteinas (WANG, 2014; &vbl, 2015; LELISet al,

2017), torna-se necessario compreender como este corante interage com proteinas de

transporte, como as caseinas, para posteriormente compreender seu efeito associado.

3.3. Proteinas do leite

O leite € um sistema coloidal constituido de uma fase continua, que é uma
solucdo de agua, lactose, sais minerais, vitaminas hidrossolUveis e varias fases
dispersas, como globulos de gordura, micelas de caseina e proteinas do soro
(GONZALEZ; DURR; FONTANELLI, 2001). O leite constitui uma importante fonte de
nutricdo para animais e para seres humanos de todas as idades, bem como, de uma

importante matéria-prima para a producédo de diferentes alimentos.



Embora a composicdo do leite seja variavel entre os ruminantes e nao
ruminantes, as diferentes variantes de reproducdo das mesmas espécies e de animais
individuais também podem contribuir para tal questao. No geral, cerca de 87,3% do leite
corresponde a fracdo de agua, 3,5% a fracdo de proteina e 9,2% representa as demais

fracOes, (Tabela 2).

Tabela 2.Principais constituintes do leite bovino

Constituintes Fracdes do leite, % (m/v)
Agua 87,3
Lipideos 3,7
Lactose 4,8
3,5
Proteinas

(2,9* e 0,6*%)

Cinzas 0,7

*caseina; ** lactoalbumina + globulinas.
Fonte: GONZALEZ; DURR; FONTANELI, 2001, com adaptacées.

Com relacdo as proteinas do leite, as mesmas apresentam dois tipos de
particulas coloidais (Tabela 3). Uma dedaepresentada pelas caseinas que possuem
estruturadas desordenadas e a outra, pelas proteinas de soro de leite que apresentam
estruturas globulares (ANDOYO et al., 2015).

Tabela 3.Principais proteinas do leite de vaca.

Proteinas do leite Concentragéo (g/L) Concentragao (%)
CASEINAS 24-28 82,3
aSleaS2 12-15 41,5

B 9-11 30,8
K-caseina 3-4 10,0

PROTEINAS DO SORO 5-7 16,6



B-lactoglobulina 2-4 9,2

a-lactoglobulina 1-15 3,8

Albumina sérica 0,1-0,4 0,8

Imunoglobulinas 0,6-1,0 2,5

Lactoferrina ~0,1 0,3

PROTEINA DA MEMBRANA 1,2

DOS GLOBULOS DE ~0,4

GORDURA

Total de proteina do leite 30-35 100

Fonte: Citado por BRASIL (2013), com adaptacdes.
3.3.1 Caseina Micelar
As caseinas, grupo de fosfoproteinas insadliee acidos especificos (FOX;
BRODKORB, 2008), sao o principal componente proteico do leite de vaca e divide-se

em quatro diferentes tippg S1, a. S2, B ek-caseina, (Tabela 4).

Tabela 4.Tipos de caseina e suas principais caracteristicas individuais.

o Tipo de caseina
Caracteristicas . i
aS1 a S2 B-caseina  k-caseina

. . Estrutura Estrutura Estrutura  Estrutura
Conformagcéo nativa

aberta aberta aberta aberta
Quantidade no leite (%) 12-15 03-04 0,9-11 0,3-0,4
Numero de residuo de aminoacid 199 207 209 169
Peso molecular ~ 23000 ~ 25000 ~ 24000 ~19000
Localizacao no leite a temperatur ) _ ) Superficie
Ambiente Micela Micela Micela da micela
Numero de residuos de prolina 17 10 34-35 20
Numero de grupos fosfato 8 10 -13 5 1




Numero de residuos de cisteina 0 2 0
Numero de grupos SS 0 1 0
NuUmero de grupos SH 0 0 0

(-21) (-12,2) (-11,8)
Carga calculada a pH 6,6 (mV) - - -
(-23,5) (-17,1) (-13,8)

(_2!0)

('310)

Fonte: Citado por RANADHEERA et al., 2016.

De acordo comHorne (2006),caseinas a S1, a S2, B sdo fosfoproteinas

sensiveis ao calcio e as k-caseina sédo fosfoproteinas insensiveis ao célcio e, portanto,

responsavel pela estabilidade da micela de caseina.

As micelas de caseina, Figura 2, apresentam tamanho médio de 50-300 nm de

didametros (DE SOUZA et al., 2016) e sdo formadas por agregados de caseina cujo

tamanho ¢ limitado pela presenga da k-caseina, estrutura polietrélita presente na

superficie da micela e que contribui com repulsbes estéricas e eletrostaticas

(GONZALEZ-JORDAN et al., 2015).

K-caseina

Figura 2. Estrutura da micela de caseina.
Fonte KOOSHKA et al., 2013.

aS aSl, aS2eB-caseina

nanoclusters de fosfato de calcio

A estrutura interna de uma micela de caseina além de ser constituida por sub-

micelas também é composta por uma matriz proteica na qual nano particulas de fosfato

de célcio coloidal (CCP) ou nanoclusters, nanoagregados, de fosfato de calcio, com raio

de aproximadamente 2 nm, estdo dispersos a uma distancia média de 18,6 nm (DE
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KRUIF et al., 2012) e séo responsaveis por manter as fracbes em conjunto (HORNE,
2006).

As micelas de caseina assim como estruturas proteicas ndo agregadas podem
ser encontradas no leigeséo alvo de estudos em que sua interacdo € relacionada, por
exemplo, com o corante vermelho 40. Em estudos realizados poetali2017), em
pH fisiologico, o vermelho 40 pode interagir com a albumina do soro bovino (BSA) e
consequentemente, influenciar no transporte dessa proteina no sangue, assim como na
eliminacao do corante pelo organismo.

Desta forma, considerando que a caseina micelar € um agregado de proteina de
transporte, o estudo de sua interacdo com o vermelho 40 também pode ser estabelecido
a fim de investigar os mecanismos moleculares que estdo envolvidos na interagdo bem

como, tentar entender o comportamento de interacdo existente entre eles.

3.4 Interagdo entre proteinas do leite e corantes alimenticios

Os parametros de interacdo entre proteina-corante podem ser determinados por
meio de técnicas como espectroscopia de fluorescéncia, microcalorimetria de titulacao
isotérmica, medida de tamanho e potencial zeta.

Variaveis termodindmicas como variacdo da energia livre de Gibbs padrédo
(AG®), variacdo da entalpia padr@daH®) e variacdo da entropia padr@aS°©) de
formacdo de complexo séo de grande importancia para a compreensdo do mecanismo de
interacao (GUERIN et al., 2016).

Valores de AG® negativo indicam que o equilibrio reacional € direcionado para
formagdo de complexos. No entanto, a variagdo da energia livre de Gibbs padrao
apresenta duas componentes sendo uma delas a entrdpica (AS°) e a outra a entélpica
(AH®). Valores deAH° indicam se o processo de formacdo de complexo é endotérmico
ou exotérmico. Assim, valores deH° positivo e reducdo da temperatura podem
dificultar a interacéo proteina-corante.

Wang; Zhang and Wang (2014), ao investgaparametros termodinamicos
de interacdo entre BSA-vermelho 40 utilizando as técnicas\vdeis, fluorescéncia
de espectroscopia de dicroismo circular concluiram que os valorasi‘de AS°
sugerem que a formacdo do complexo na condicdo de pH 7,4 foi impulsionada
entropicamente entalpicamente pela ocorréncia de ligacées de hidrogénio e interagbes
hidrofobicas.
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Considerando a forca de interacdo, bem como a concentracdo de corante na
forma livre e complexada, o valor da constante de interagdcékaz importante.

Visando a utilizac@o da caseina micelar como veiculo para extrair vermelho 40
de uma agua residuaria ou, pensando em uma aplicacéao direta em alimentos,a valor d
estequiometria de reacdo (n) fornece dados sobre a quantidade de moléculas de
vermelho 40 que se pode ligar em cada sitio. Assim, 0 mecanismo de interacéo pode ser
planejado de forma a extrair o maximo de moléculas de vermelho 40 ou de forma a
adicionar apenas quantidades especificas do corante que se liguem a proteina, sem que
haja excessos e gastos desnecessarios.

Estudos realizados por Lelis et al. (2017), ao awahar interacdo entrBSA-
vermelho 40 em diferentesmperaturas (15, 25, 35, 45 ¢ 55 °C) demonstraram que
independente da temperatura, a estequiometria de formacédo de complexo (n) é na ordem
de 1:1, o que indica que para cada sitio de ligacao disponivel na BSA existe ha molécula
do vermelho 40.

Desta forma, cada técnica proposta nesse projeto tem como obgetivo
compreensao do mecanismo de interacdo bem como das melhores condicbes de

temperatura e pH para a formacéo de complexos entre caseina micelar-vermelho 40.

3.4.1. Técnicas para estudos de interacao intermolecular

A espectroscopia de fluorescéncia trata-se de uma técnica muito utilizada para
o estudo de intera¢gBes intermoleculares. De acordo com Lakowicz (2006), residuos de
aminoacidos como fenilalanina, tirosina e triptofano sdo encontrados em diferentes
proteinase ao serem excitados, emitem fluorescéncia.

Estudos realizados por Stroylova et al. (2011) mi@sirague para 0 caso
especifico das caseinas micelares tem-se a presenca de duas moléculas de triptofano nas
fragdes oS1 e aS2 uma molécula de triptofano nas fracdps e «k-caseina
respectivamente.

Assim, agregados de caseina micelar ao serem excitadas, emitem fluorescéncia
principalmente, devido a presenca de triptofano. No entanto, a emissao de fluorescéncia
pode ocorrer de maneira diferente quando as proteinas interagem com algum tipo de
ligante, como por exemplo, o corante.

Quando uma proteina interage com um ligante, seja por formacao de complexo

ou por colisdes, a fluorescéncia da molécula de proteina pode ser totalmente seprimida
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consequentemente, sua intensidade de fluorescéncia reduzida pelo mecanismo de
supressdo estético ou dindmico (LIU et al., 2014).

Em casos de supressao dindmica, os fluoréforos (triptofano) ao absorverem
energia sdo elevados ao estado excitado onde colidem com o ligante (quencher ou
supressor) e transferem sua energia absorvida retornando ao estado fundamental, sem
emitir fluorescénia. Por outro lado, quando um fluoréforo forma um complexo com o
supressor no estado fundamental, ocorre a supressao €s@KEAVICZ, 2006).

A medida que complexos entre proteina-ligante vdo sendo formados, a
intensidade da fluorescéncia tende a decrescer em virtude da menor disponibilidade de
proteina livre.

Estudos como o realizado por Guerin et al. (2016), ao trabalheom a
interacdo entre peptideos e sais biliares, bem como os realizado por Wu et al. (2015) ao
avaliaem a formacéo de complexo entre a albumina do soro bovino e o vermelho 40,
mostraam claramente a extingdo da fluorescéncia a medida em que se aumenta a
concentracdo do ligante e, consequentemengsmacédo de complexos que resultam
em uma menor disponibilidade de proteina na forma livre.

A reducdo da intensidade de fluorescéncia, assim como o tipo de supressao

existente na interacédo, podem ser descritos pela equacéo de Stern-Volmer, Equacao (1).

F,
+ =1+ Ke[Q =1 +Kq1[Q] ®

Em que, i e F correspondem as intensidades de fluorescéncia da proteina na
auséncia e na presenca do supressor, respectivamgptealonstante de supresséao de
Stern-Volmer, [Q] é a concentragdo do agente de extingdo da fluorescgneia k
constante da taxa de supressén €,0 tempo de meia-vida da biomolécula na auséncia
do supressor (cerca de®6 para proteinas).

A relacdo entre JF e [Q] deve ser considerada linear. A constante de
supressédo de Stern-Volmer K corresponde a inclinacdo da reta obtida e esta
diretamente relacionada com o tempo de meia-vida do fluoroforo.

Uma forma de determinar o tipo de supressao, estatica ou dinamica, é avaliar o
valor da constante da taxa de supressgo lara supressédo dinamica, o valor maximo

da constante de taxa de supressdo é de 2,8°x.ol's™. Valores superiores a esse
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sugerem que a natureza da supressao € estatica, indicando a formacdo de complexos (LI
et al., 2016).

Uma vez comprovadaformacdo de complexos, por exemplo, entre proteina-
corante, os dados obtidos pela equacéo 1 podem ser utilizados como base para calcular a
constante de ligacdo {Ke a estequiometria de formacdo de complexos (n), conforme

expresso na Equacéo (2).

log (FOF_ F) = log K, + nlog[Q] (2)

Ao obter a constante de ligacag é&kpressa pela equacéo 2, uma relacdo direta
pode ser feita para a obtencdo da variagdo da energia livre de Gibbs(paif)aale

formacéo do complexo, Equacéo (3).
AG®° = —RTInk, 3

Sendo R a constante universal dos gases (R = 8,3145 J/molK) e T a
temperatura em Kelvin (K).

Valor negativo para a energia livre de Gibbs padrao indica que o equilibrio é
direcionado para a formacédo de complexo e que os demais parametros termodinamicos
podem ser encontrados e relacionados de forma direta com a presenca de complexos,
proteina-ligante (REZENDE et al., 2017).

A entalpia padrdo de formacdo do complexo (AH®) pode ser determinada a
partir de diferentes constantes de ligacag) ¢idiculadas em distintas temperaturas.

Ao fazer um grafico de InKversus 1/T, a inclinacdo sera o valor dél%/R.

Como o R é uma constartonhecida, é possivel calcular o valor de AH® levando-se em

consideragao a aproximacaoVde’t Hoff, Equacgéao (4).

()~ -

A partir da entalpia padrao de formagéo do complexo assim como da variagao
da energia livre de Gibbs padrdo, a componemi@pica (TAS°) que também rege o
processo de formacdo do complexo pode ser calculada pela equacdo fundamental de
Gibbs, Equacéo (5).
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AG°® = AH®° — TAS® (5)

Outra técnica que pode ser utilizada para avaliar a formacéo de complexos € a
microcalorimetria de titulacdo isotérmica (IT). Neste caso, o0 instrumento é capaz de
fornecer de forma rapida, sensivel e em apenas uma Unica analise, todos os parametros
termodinamicos que podem estar associados a uma possivel formacado de complexos,
por exemplo entre proteina-corante (BERNACZEK et al., 2016).

Na ITuC, o perfil termodinAmico de interacdo molecular € estabelecido
levando-se em consideracao a condicdo isotérmica. Assim, a técnica permite determinar
de maneira simultanea a variacdo de entalpia padrdo de formacao de cqnigfe>a
a constante de interacd(K,). A partir do valor de K € possivel determinar a
estequiometria de reacdo (n) bem coagnudancas da energia livre de Gibbs padréo
de formacédo de complex@\G°) e, mudanca de entropia padrédo de formacéo de
complexo (AS°) conforme mostrado pelas Equacdes (3) e (5), respectivamente
(BHARMORIA; KUMAR, 2016; BOU-ABDALLAH, 2016).

Vale destacar que neste tipo técnica, a condicdo isotérmica em que 0S
processos termodinamicos ocorrem (XU; YU; SHENG, 2016), contribuem para que
variacdo de entalpia do sistema seja numericamente igual a quantidade de energia

transferida na forma de calor entre sistema e vizinhanca, Equacao (6

ur \4i
f dU =qu—f pdV
u Vi

AU =q—P(V;—V)

Ur — Ui = q — Pipe(Ve = Vi)

(Ug+ PVp) — (Uj + PVj)) =g

Hf—H; =q

AH =q (6)
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Hydrophobic forces drive the interaction between Allura Red and casein micelle

Abstract: The interaction between Allura Red (AR) and casein micelle was studied in
different pH conditions (2.0, 6.6 and 9.0), temperatures (293.15 to 328.15 K) and NaCl
concentrations (0.01 to 1.0 mot:l). Fluorescence spectra showed that the fluorescence
intensity of casein micelle decreased as the concentration of AR increased. The
mechanism of extinction of fluorescence that prevailed was the static one where there
was formation of complex driven by enthalpic or entropic contributions, depending on
the thermodynamic condition studied. For all the conditions analyzed, the Gibbs free
energy values of complex formation were negative, indicating complex formation
between the AR and the casein micelle. Still in the fluorescence technique, the values of
the binding constant (& and reaction stoichiometry (n) were obtained and did not
present great variations when evaluated under the effect of pH. On the other hand, the
pH effect influenced the interaction forces between the dye molecules and the protein
aggregate. For the ionic strength studies, the binding constant data at the concentrations
of 0.5 and 1.0 mol. of NaCl indicated that the higher the ionic strength, the greater
the interaction of the complex. Measurements in the microcalorimeter of isothermal
titration (WITC) were fundamental and showed that the energy gain is not only
associated with complex formation but also, to conformational changes in the protein
aggregate as well as, the entrance and exit of calcium phosphate from inside the
Micelle. This work provides important information, hitherto lacking in the literature, on

the intermolecular interaction between Allura Red and micellar casein.
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1. Introduction

Synthetic dyes are often applied as additives for many foods including dairy
products (Bermudez-Aguirre, Yafiez, Dunne, Davies, & Barbosa-Canovas, 2010; Wu,
Yan, Wang, Wang, & Li, 2015). However, the safety of them has been questioned if
they are excessively consumed, especially for children (Pourreza, Rastegarzadeh, &
Larki, 2011).

Allura Red (E129, Figure 1) is one of most used azo-colorants, because it
provides intense and fascinating red color to different types of foods (Lelis et al., 2017).
It is approved by Food and Drug Administration (FDA) and is listed for use as in foods
since 1971, with Acceptable Daily Intake (ADI) of, at maximum, 7 mg/kg body weight
(bw) per day (FDA). However, the intake of Allura Red above this level has been
related to behavioural (Abramsson-Zetterberg & llb&ck, 2013), toxic and carcinogenic

(Bastaki, Farrell, Bhusari, Pant, & Kulkarni, 2017) effects to humans.

Figure 1- Chemical structure of Allura Red.
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The association between Allura Red and proteins such as serum albumins is well
known and it is important because this interaction may affect the chemical absorption,
distribution and transportation of this artificial synthetic colorant in body (Lelis et al.,
2017; L. Wang, Zhang, & Wang, 2014; Wu et al., 2015). Umer Abdullah et al. (2008)
found that Allura Red bonded to different proteins, such as including peanut, rice bran,
garlic proteins and BSA at different pHs and temperatures, showing a minimum effect
on the proteins digestibility. In addition, the interaction between synthetic colorants and
proteins is also known to decreasing the toxicity of these molecules (Saeed et al., 2011;
Wu et al., 2015).

Casein micelles are complex nanoaggregates present in high concentration in
milk (Zhao & Corredig, 2016) and dairy products. Each casein micelle contains about
10.000 casein molecules, which coud bind to different small molecules (Horne, 2017),
such as food colorants. Nevertheless, to the best of our knowledge, there is no
thermodynamic data on Allura Red-casein micelle binding. These data may be helpful
for understanding the mechanism of small molecules-casein binding, as well as
technological application of synthetic colorants in dairy food.

Thus, our work investigated the thermodynamic of Allura Red-casein micelle
binding at different pHs and ionic force, by fluorescence and microcalorimetric

techniques.

2. Material and Methods

2.1. Preparation of the samples

2.1.1 Preparation of casein micelle dispersion

Initially, casein micelle samples were obtained by the Sahu centrifugation

method; Kasoju and Bora (2008). To obtain micellar casein, 200 mL of skim milk was
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centrifuged at 25.008 g for 30 minutes and at the temperature of 293.15 K. After this
procedure, a supernatant and a pellet were obtained. The pellet containing the casein
was redispersed in sodium phosphate buffer (0.1 M and pH 7.4) containing 10 mM
CaClb. The redispersion process occurred 5 times to remove whey proteins that could be
attached to the micelle casein. After centrifugation, the casein micelle was sulbpected

lyophilization and stored until the analysis.

For the analyzes, a solution of sodium phosphate buffer of pH 2.0, 6.6 and 9.0

was prepared, micellar casein samples at the concentration of 88 malo_™.
2.1.2 Preparation of the solution of Allura Red

The allura red was purchased from Sigma-Aldrich (80% w/w). Dye stock
solutions were prepared in the presence of sodium phosphate buffer (pH 2.0, 6.6 and
9.0) and at the concentration of 3.0 x*1®ol.L™. In addition to the stock solution,
solutions of allura red were prepared in the presence of micellar casein with a

concentration of 3.0 x Zdmol.L™.
2.2. Fluorescence spectroscopy experiments

Fluorescence analyzes were performed with a Fluorescence Spectrophotometer

LS 55 (PerkinElmer) coupled to a thermostat bath.

For fluorescence measurements, curves with 15 points were prepared, with
constant casein micelle concentration and increasing dye concentration with addition of
20 by 20uL. The first fluorescence emission spectrum was from 3 ml of the casein
micelle solution (8.0 x I& mol.L™Y) added in the quartz cuvette (4 cm x 1 cm x 1 cm).
The other spectra were obtained in response to increasing titration with solution of

Allura Red (3.0 x 13 mol.L'h).
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The emission spectra were measured at temperatures of 293.15, 298.15, 308.15,

318.15 and 328.15 K and in the range of 296 - 900 nm (excitation wavelength, 295 nm).

From the data obtained in the fluorescence spectra the Stern-Volmer model was
applied and used to determine the mechanism of fluorescence suppression. Once the
mechanism was defined as static, the thermodynamic parameters of protein aggregate-

dye complex formation were calculated and discussed.

2.3. Isothermal titration microcalorimetry experiments

For this analysis, an isothermal titration microcalorimeter (LW[TC) CSC 4200 (TA
Instruments) thermostated and stainless steel cells with a volume of 2.7 mL were used.
The standard enthalpy variation (AH®), the interaction constant (Kp) and the
reaction stoichiometry (n) were measured by the addition of 2.7 ml of the micellar
casein dispersion in sample and reference. After the addition of the protein dispersion in
the celibate compartment, they were submitted to agitation of 300 rpm to obtain the
thermal equilibrium between the cells and the bath. At equilibrium, aliquots of the dye
solution were used to titrate the micellar casein dispersion. The titration was performed

at intervals of 30 minutes and with the aid of Hamilton syringe.

3. Results and Discussion

3.1. Allura Red-casein micelle interaction studied by fluorescence spectroscopy

Casein micelle is an nanoaggregate of about 100 nm, formed by around 10,000
casein moleculesi{, asy, B and k-casein), nanocluster of calcium phosphate and water
(Gonzalez-Jordan, Thomar, Nicolai, & Dittmer, 2015). Each casein molecule contains

up to two tryptophan (Trp) residuess{ = asp; = 2 Trp andp =k = 1 Trp) (Yazdi &
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Corredig, 2012), thus fluorescence spectroscopy is a useful technique to evaluate
binding between small molecules (such as Allura Red) and casein micelle. When small
ligands bonds to proteins directly in Trp or near Trp surrondings, the protein

fluorescence is quenched (Lakowicz, 2006). Figure 2a shows the fluorescence spectra

of casein micelle suspension (excited at 295 nm) added with increasing concentration of

Allura Red.
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Figure 2— (a) Fluorescence spectra and (b) Stern-Volmer plot for spectral data of casein
micelle suspension added with increasing concentration of AlluraaRpHl 6.6 and
298.15 K. The arrow indicates increasing colorant concentration from 0 to 2:3M.10

The same behavior was observed for the other temperatures studied.

The addition of Allura Red leaded to a remarkable reduction of casein micelle
fluorescence intensity. Also, there was a displacement in the maximum emission
wavelenght (Aemmay) from 342 to 350 nm, characterizing a red-shift, which indicated

that the Trp residues were moved to a more hidrophilic environment (Basu & Kumar,
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2015) probably due to a conformational change on casein molecules caused by Allura
Red-casein interaction (He, Chen, Moser, Jones, & Ferruzzi, 2016).

The fluorescence quenching may be caused mainly by collisions between
ligands and protein aggregate or by the formation of a complex between ligand and
protein aggregate. The Stern-Volmer model (Equation 1, Figure 2b) is the main
approach used for identifying the major phenomenum responsible for fluorescence

guenching of fluorophores (Lakowicz, 2006).
Fo
& = 1+Key[Ql = 1+ Kqo[Q] M

where b and F represent the fluorescence intensity in the absence and presence of the
quencher (Allura Red), Kis the quenching rate constant of the biomolecule (casein
micelle); Ky, is the SterrVolmer constant; 1q iS the average lifetime of casein micelle

without quencher; and [Q] is the concentration of Allura Red.

The Stern-Volmer plots pointed thatKreduced with temperature increasing
(Table 1) and K values were of the order of Y¥0oL.mol*.s*, which indicated that
complexes between casein and Allura Red were formed at all temperature studied. Thus,
binding constant (¥ and the stiochiometry (n) were determine for the complexes

formed (Equation 2, Figurgl).

Fo—F
log( OF ) = log K}, + nlog[Q] 2



152 where kB and F are the fluorescence intensity in the absence and presence of the
153  quencher, respectively;,Ks the biding constant; n is the stoichiometry of the complex;

154  and [Q] is the concentratiorf Allura Red.
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15 Figure S1- Plot for determination of Kand n values of the complex between Allura

157 Redand casein micelle, at different temperatures ( 293.35 K; 298.25 K; 308,15 K;
15 Vv 318,15 Kandx 328,15 K) and pH 6.6.

159

10 At all temperatures, the Kvalues were of the order of “.0.mol™* for Allura

11 Red-casein complexes formed with stoichiometry (n) of around 1 (Table 1). These
1 2 results indicated moderate interaction between ligand and protein aggregate (Grabolle,
1 3 Pauli, Brehm, & Resch-Genger, 2014) and that for each binding site on casein aggregate
1 4 (Trp residue or Trp residue surronding) there is one molecule of Allura Red bonded. As
15 mentioned above, each casein micelle contains 10,000 caseins molecules and it is
1 formed by around 40.26, 10.20%, 43.7% and 5.946 of as;, asp, p andk-casein,

1 7 respectively (Ketto et al., 2017). Considering the number of Trp residues of each casein
1 molecule and that all of them are available to bind with the colorant, there are about

19 15.036 Allura Red molecules per casein micelle, independent on temperature.
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It is well known that colorants bind to proteins by different interaction energy

such as electrostatic and van der Waals forces, H bonding and/or hydrophobic
interactions (Wang, Yan, He, Bai, & Li, 2013). The comprehension on predominant
interaction mechanism could help the successful application of Allura Red on food

containing caseins. Thus, the standard thermodynamic parameters (Gibbs free energy

change AG°®, enthalpy changeAH®, and entropy changeAS®) of complex formation

were determined following Equations 3, 4 and 5, respectively.

AG° = —RT InK, (3)
Kp, _ AHO (1 1

= -2 (5 +1) (4)
AG® = AH® — TAS® 5)

where AG® is the standard Gibbs free energy change (kJ .mol'l); AH® is the standard
enthalpy change (kJ.mbt AS° is the standard entropy change (kJ:fdlor the
formation of the Allura Red-casein micelle complexeg;j¥the binding constant; T is

temperature (K) and R is the universal gas constant (hé(Y).

The thermodyanamic parameters for Allura Red-casein micelle interaction

occurring at pH 6.6 are shown at Table 1.

Table 1 - Quenching constantss()K binding constants (§, number of binding sites

(n), Gibbs free energy change (AG®), Enthalpy change (AH°) and entropy change



194

195

19

197

19

199

200

201

202

203

204

205

20

207

20

209

210

211

(TAS®) associated to Allura Red-casein micelle interaction at diferente temperatures, pH
6.6.
T Ksv? Kp? n R AG® AH® R® TAS®
293.15 3.66E+04 5.87E+04 1.0361 0.9975 -26.76 49.67
298.15 3.45E+04 5.06E+04 1.0407 0.9922 -26.85 49.76

308.15 3.44E+04 3.89E+04 1.0198 10,9935 -27.08 22.91 0.9980 49.98
318.15 3.34E+04 2.83E+04 1.1139 0,9942 -27.11 50.02

328.15 3.17E+04 2.16E+04 0.9582 0.9859 -27.23 50.14

3 L.mol?, ® kJ.mot*

The negativeAG® values indicated that the equilibrium Allura Red + casein
micelle = Allura Red-casein micelle favored the complex formation. Positive values of

AH° and TAS® suggest that, considering the average of all sites, the protein aggregate
interacted by hydrophobic interactions (Deng et al., 2016), due to the releasing of water
molecules from solvating layers of Allura Red molecule and casein micelle. In addition,
it is worth considering that positive TAS® values are directly related to the release of

ions from the electric double layer during the interaction between Allura Red and casein

micelle.

3.1.1. Effect of pH on the Allura Red-casein micelle interaction

As casein micelle is a charged coloidal particle and the residual charge on
protein aggregate surface may affect in its binding with small ligands, we repeated the
fluorescence experiments at pH 2.0 and 9.0, with casein micelle positively and

negatively charged, respectively. Table 2 shows the results for both pHs.
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Table 2 - Quenching constantss()K binding constants , number of binding sites
(n), Gibbs free energy change (AG®), Enthalpy change (AH®°) and entropy change
(TAS®) associated to Allura Red-casein micelle interaction at diferente temperatures, pH
2.0 and pH 9.0.
pH T Ksv* 5 n R AG® AH® R®  TAS®
293.15 4.85E+04 9.91E+03 0.8808 0.9970 -22.43 -8.24
298.15 4.60E+04 1.09E+04 0.8225 0.9933 -23.04 -7.62

2.0 308.15 3.39E+04 1.58E+04 0.9018 0.997/3 -24.77 -30.67 0.9865 -5.89

318.15 3.35E+04 2.64E+04 0.7812 0.9898 -26.93 -3.73
328.15 2.52E+04 3.54E+04 1.0455 0.9825 -28.58 -2.09
293.15 2.85E+04 1.16E+05 0.9399 0.9918 -28.43 78.35
298.15 2.44E+04 7.16E+04 0.9826 0.9956 -27.71 77.63

9.0 308.15 2.33E+04 6.40E+04 1.1277 0.9935 -28.35 49.92 0.9394 78.27

318.15 2.10E+04 1.96E+04 1.1117 0.9947 -26.14 76.06

328.15 1.98E+04 1.31E+04 1.1119 0.9857 -25.87 75.79

a.mol?t, P kJ.mol

The pH decreasing (pH 2.0) or increasing (pH 9.0) resulted in small changes in
Kb, and n values, which are mainatined of the order .10l and 1.0, respectively.
On the other hand, the pH strongly affected the driven forces for Allura Red-casein
micelle binding.

At acid pH,AH° became negative, as well as the entropic term, indicating that at
pH 2.0, the complex formation between Allura Red and casein micelle is enthalpically

driven. At isoelectric point (Pl = 4.6), casein micelles coagulate due to reduction of
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electrostatic repulsion casused by negative charges. However, below PI, casein micelle
aggregates may be partially disreghiat very low pH due to the presence of positive
charge on proteins (Zhang, Zhang, Zou, & Mcclements, 2016);thbsts“new” small
casein aggregates could expose different binding sites for interaction with Allura Red,
in which the binding process is enthalpically driven.

On the other hand, @H 9.0, theAH® and TAS°® became more positive than at
pH 6.6, pointing to at basic conditions, Allura Red-casein micelle interaction was driven
by the entropy gain. It is well established that at high pH, the casein micelle size slightly
increases due to negative charges of proteins and aggregate hydratation (Nandhakumar,
Dhanaraju, Sundar, & Heera, 2017). Probably, the size increment on casein micelle
exposed more hydrophobic sites to bind to Allura Red inner the protein aggregated,
releasing more water molecules from solvation layers of both interacting chemical

species.
3.1.2. Effect of ionic force on the Allura Red-casein micelle interaction

The experiments performed at different pHs provided information about the
effect of superficial charge of casein micelles on the interaction between the colorant

and the protein aggregates.

To complete characterize the role of electrostatic interactions on Allura Red-
casein micelle binding, we carried out experiments at pH 6.6 with increasing NacCl

concentration (0.01 to 1.0 mol*). The results are presented in Table 3.

Table 3 - Binding constants gK number of binding sites (n), Gibbs free energy change
(AG®), Enthalpy change (AH®) and entropy change (TAS®) associated to Allura Red-
casein micelle interaction at diferente temperatures, pHn6tbe presence of NaCl

(0.01 to 1.0 mol.).
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NaCl T K2 n R® AG°P AH®P R? TAS®P

293.15 3.90E+04 1.0224 0.9976 -25.76 5.41

298.15 4.75E+04 0.9914 0.9964 -26.70 6.34

0.01 308.15 6.39E+04 1.1596 0.9965 -28.35 -20.35 0.9912 8.00

318.15 7.77E+04 1.3297 0.9963 -36.51 16.16
328.15 9.68E+04 1.1334 0.9954 -31.32 10.97
293.15 1.40E+04 0.9883 0.9987 -23.26 -6.87
298.15 1.71E+04 0.9397 0.9967 -24.16 -5.98

0.1 308.15 2.85E+04 1.0884 0.9965 -26.28 -30.14 0.9706 -3.85

318.15 4.30E+04 1.0436 0.9850 -28.22 -1.92
328.15 4.83E+04 1.0651 0.9910 -29.43 -0.71
293.15 2.33E+04 0.9635 0.9960 -24.51 -57.98
298.15 2.35E+04 0.9721 0.9982 -24.95 -57.54

0.5 308.15 1.95E+05 1.1673 0.9961 -31.21 -82.49 0.9251 -51.28

318.15 2.02E+05 1.1764 0.9913 -32.19 -50.29
328.15 8.19E+05 0.9720 0.9927 -37.15 -45.34
293.15 1.04E+04 1.0972 0.9902 -22.54 -96.60
298.15 2.20E+04 1.0613 0.9957 -24.79 -94.36

1.0 308.15 5.33E+04 1.0197 0.9953 -27.89 -119.15 0.9602 -91.26

318.15 2.58E+05 1.0198 0.9951 -32.96 -86.18

328.15 2.52E+06 1.6867 0.9094 -40.22 -78.93

251 2L.mol™, ® kJ.mol"
252
253 The increasing of system ionic force did not change the stoichiometry and K

254  values for the complexes, except for the higher NaCl concentrations (0.5 and 1.0 mol.L

32



255

25

257

25

259

20

21

29

270

Y at higher temperatures (T > 308.15 K), in whighvidlues were from 5 to 100 times
superior and indicated that the higher the ionic force the higher the interaction between
Allura Red and casein micelle.

Regarding theralues of AH ° and TAS °, the increase of the ionic strength of the
system showed a remarkable effect. The former became negative when the smaller
NaCl concentration (0.01 molf) was added into the system, and it varied

exponentially with the NaCl concentration (Figure S2).
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Figure S2- Plot of AH® versus [NaCl] for Allura Red interacting with casein micelle, at

pH 6.6.

The negative AH ° values are associated with the presence of NaCl, caotropic
salt, disturbs the terciary structure of water molecules from solvation layers of Allura
Red and casein micelle, as well as from the system bulk. Thus, no energy to transfer
water molecules from solvation layer to the bulk, and also there is no entropic gain with

this transference.
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On the other hand, negative TAS® values indicated that in the presence of salt an
entropy reduction occurs because the configurational entropiy of colorant molecules and
protein agregates decreased with the complex formation. In addition, the presence of
NaCl in the system contributes to the asymmetry of charges and, consequently,
blockage of the electric double layer.

Therefore, it can be assumed that, in the presence of NaCl, the release of water
molecules from sovation layers of both interacting species mainly contributasifor
values, while the complex formation and the blocking of the double electric layer major

impact on TAS® values.
3.2. Microcalorimetric Analysis of Allura Red — casein micedk binding

Fluorimetric experiment provided information about interaction occuring
between Allura Red and Trp residues (and/or Trp residues surroundings) of casein
micelle; however some colorant molecules may interact with other binding sites present
in the protein aggregate. In additiakhi°® obtained through fluorimetric data is based on

van’t Hoff approch, which provides approximated values (Lelis et al., 2017).

In order to overcome these limitations, we performed microcalorimetric analysis
from Allura Red interacting with casein micelle, at pH 6.6, 293.15 K and absence of
NaCl. Figure 3 shows the plot of apparent interaction enthalpy chagg 6f Allura

Red-casein micelle binding against [Allura Red].
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Figure 3 - Integrated heat data after correction for the heat of dilution.

At first injections of Allura Red, when there are many casein micelle available to
bind to the colorant,A,H values were around 450 kJ.molAs Allura Red
concentration increased, the amount the free binding sites on casein micelle reduced and
thus, theA,H values also decreases until it reached a plateau near 0 "kJThis
behavior indicates that above 1.0 x°1Mol.L™* of the colorant, the casein micelle
binding sites were energetically saturated.

The inflection point of the curve (at 6.0 x 3énol.L™* of colorant) indicates that
there are about 30.000 Allura Red molecules for each casein micelle. This is a coherent
number, considering that there are around 10.000 casein molecules in a casein micelle,
and since casein micelle is a protein aggregate, some of binding sites on caseins are not
available to interact with colorant molecules.

The difference between the superior and the inferior plateanHgf values
indicated thatAH® for Allura Red— casein micelle binding is -450 kJ.rifolHowever,

this energy is not only due to colorant-protein aggregate binding, because protein
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conformational changes and/or ions releasing from casein micelle also contributed for

this AH° value.

4. Conclusion

The interaction between Allura Red and casein micelle was investigated by
different techniques under different conditions of pH, ionic strength and temperature.
The results demonstrated that AR and micellar casein formed complexes by enthalpic or
entropic contribution depending on the thermodynamic condition studied. Changes in
pH as well as presence of salt influence the interaction between the dye and the protein
aggregate.

From the technological point of view, these results are important because they
show that the food composition, e.g., salt presence, may change the forces driving
colorant-protein interactions; and how the temperature may impact them.

From the scientific point of view, these results are important because they provide
preliminary information of a protein aggregate that presents high potential carrier of

molecules of interest both in food and in the human organism.
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