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Resumo

SILVA, Naaman F. Nogueira, M. Sc. Universidade Federal de Vigosa,
novembro de 2010. Defosforilacdo de caseinas por via enzimética e
quimica. Orientador: Anténio Fernandes de Carvalho. Coorientadores: Jane
Sélia dos Reis Coimbra, Frédéric Gaucheron, Luis Henrique Mendes da Silva.

No leite, as micelas de caseina encontram-se sob a forma de uma
associacdo de moléculas altamente hidratadas, que sdo acessiveis as
moléculas do solvente. Essa caracteristica permite que as micelas de caseinas
sejam passiveis de modifica¢cdes quando as condic¢des fisico-quimicas do meio
sdo alteradas ou quando enzimas especificas sdo adicionadas ao leite. Nesse
contexto, o objetivo geral do trabalho foi modificar a estrutura micelar das
caseinas por meio da defosforilacdo por via enzimética (por fosfatases) e
quimica (por acidificacdo). Inicialmente, foi realizada a defosforilacdo em
suspensdes de caseinato de sédio e de calcio utilizando fosfatase alcalina de
bezerro (FAL) (EC 3.1.3.2, Sigma, Saint Louis, USA). Observou-se que ambas
as suspensodes de caseinato foram defosforiladas por FAL e que a presenca de
calcio influenciou negativamente a defosforilacdo. Apds analisar a
defosforilagdo em substratos mais simples, o foco do trabalho passou a ser a
modificacdo das micelas de caseina em leite esterilizado (UHT) desnatado,
utiizando FAL e fosfatase acida de batata (FAC) (EC 3.1.3.1, Sigma, Saint
Louis, USA). Entretanto, os perfis cromatograficos (HPLC/PR) e os espectros
de massa (ESI/MS) das amostras de caseinato e leite demonstraram que as
enzimas FAL e FAC estavam contaminadas por enzimas proteoliticas. Logo, a
defosforilagdo observada em leite UHT desnatado ocorreu devido a duas
possibilidades. Uma dessas possibilidades é que as Massas Molares das
enzimas FAL e FAC ndo inviabilizaram seu acesso ao interior das micelas, e o
envolvimento dos residuos de fosfosserina na formacao de fosfato de célcio
coloidal ndo impediu a defosforilacdo. Contudo, apés verificar protedlise em
ambas as amostras adicionadas de FAL e FAC, a defosforilacdo pode também
ter ocorrido nos peptideos fosforilados liberados para fase continua do leite.
Uma vez que tal contaminacgao inviabilizaria o conhecimento preciso da perda
de grupos fosfato nas caracteristicas das micelas de caseina, modificou-se a

forma de defosforilacdo, que passou a ser de origem quimica, por acidificacao.
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Para isso, leite cru desnatado foi acidificado a pH 5,5, 6,1 e 6,7 (controle sem
acidificacdo) a fim de solubilizar o fosfato de calcio coloidal presente no interior
das micelas de caseina. Apd6s a acidificacdo as amostras foram dialisadas
contra ultrafiltrado de leite, liofilizadas e ressuspendidas a 10 % (m/m). Como a
etapa de acidificacdo leva a solubilizacdo de outros minerais além do fésforo
(Ca, Mg e citrato), a defosforilacdo por via quimica pode ser mais precisamente
denominada de desmineralizacdo. Os resultados indicam que a
desmineralizacdo das micelas de caseina em leite cru desnatado nao
influenciou caracteristicas como potencial zeta, tamanho médio, distribuicdo de
tamanho e hidratagdo micelar. Por outro lado a cor e o percentual de caseinas
sedimentaveis diminuiram com o0 avanco da desmineralizacdo. Esses
resultados sugerem que as amostras desmineralizadas apresentavam caseinas
como uma mistura de caseinato e micelas de caseina. A medida que a

desmineralizacdo foi mais intensa, a proporcao de micelas de caseina diminuiu.
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Abstract

SILVA, Naaman F. Nogueira, M. Sc. Universidade Federal de Vigosa,
november of 2010. Casein dephosphorylation by enzimatic and chemical
way. Adviser: Antonio Fernandes de Carvalho. Co-Adivers: Jane Sélia dos Reis
Coimbra, Frédéric Gaucheron, Luis Henrique Mendes da Silva.

In the milk, casein micelles are found in the shape of an association of
highly hydrated molecules, which are accessible to the solvent molecules. This
characteristic allow the casein micelles to be able to be modified when the
physical-chemical conditions in the medium are changed or when the specific
enzymes are added to the milk. In this context, the general objective of the
study was to modify the casein micelle structure through the dephosphorylation
by the enzymatic (with phosphatase) and chemical way (with acidification). At
the beginning, the dephosphorylation was made in suspension of sodium and
calcium caseinate using calf alkaline phosphatase (FAL) (Sigma 3.1.3.2, Saint
Louis, USA). It was noticed that both of the suspension of caseinate was
dephosphorilated by FAL and the presence of calcium affected negatively the
dephosphorilation. After analyzing the dephosphorylation in more simple
substrate, the focus of study start to be the modification of casein micelles in the
UHT defatted milk, using the FAL and the potato acid phosphatase (FAC)
(Sigma 3.1.3.1, Saint Louis, USA). The chromatographic profiles (HPLC/RP)
and spectrum of mass (ESI/MS) of milk and caseinate samples showed that the
FAL and FAC were contaminated by proteolytic enzymes. So, the the
dephosphorylation observed in UHT defatted milk occurred due two
possibilities. One possibility is the casein micelles structure and the involvement
of phosphoseryn residues in the bridges of colloidal calcium phosphate didn’t
prevent the dephosphorylation. However, after to verify proteolysis in both
samples with FAL and FAC, the dephosphorylation can be occurred in the
peptides relesead in the continuous phase. Such contamination would make
hard the knowledge of the phosphate groups lost in the characteristics of casein
micelles. As a result the way of dephosphorylation was modified, so it became
as a chemical origin, by acidification. For that, raw defatted milk was acidified to

pH 5.5, 6.1and 6.7 (control without acidification) to soluble the colloidal calcium
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phosphate present inside of casein micelles. After the acidification, the samples
were dialyzed against the ultrafiltrated of milk, lyophilized and ressuspended at
10% (m/m). As the step of acidification takes to solubilization of others minerals
beside the phosphorus (Ca, Mg and citrate), the dephosphorylation by the
chemical way can be more precisely called of demineralization. The results
indicate that the demineralization of casein micelles in raw defatted milk didn'’t
influence the characteristics as zeta potential, medium size, size distribution
and micelar hydration. Nevertheless the values of whiteness and the percent of
sedimentable caseins decreased with the advance of the demineralization.
Those results suggest that the demineralizated samples shown caseins as a
mix of caseinate and casein micelles. As the demineralization was more

intense, the proportion of the casein micelles reduced.
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1. Introducéao

A matéria nitrogenada do leite representa aproximadamente 3,4 % de
sua massa. Ela pode ser dividida fundamentalmente em trés grupos: caseinas,
proteinas do soro e nitrogénio nao protéico. As caseinas, grupo de
fosfoproteinas especificas do leite, representam 80 % em média dessa fracéo.
As principais caseinas do leite bovino sdo as;, 0s2, B € K e correspondem,
respectivamente, a 37, 10, 35 e 15 % do total de caseinas. Durante a sintese
do leite na glandula mamaria, essas proteinas passam por modificacdes que
alteram profundamente suas caracteristicas, destacando-se a glicosilacdo da
k—caseina e a fosforilacdo das as;, as; € B-caseinas.

As caseinas estdo presentes no leite na forma de uma associacdo de
moléculas altamente hidratadas, denominadas micelas de caseina. As micelas
de caseina sdo geralmente esféricas com didmetro variando de 50 a 500 nm,
média de 150 nm, e massa variando de 10° a 3 x 10° Da, média de 10° Da. Em
relacdo ao peso seco as micelas de caseina sdo compostas de 94 % de
proteinas e 6 % de constituintes de baixo peso molar. Esses Ultimos sao
normalmente referidos como fosfato de calcio coloidal e consistem
principalmente de célcio, fosfato, pequena quantidade de magnésio e citrato,
além de tracos de outras espécies.

O conhecimento sobre a estrutura das micelas de caseina € importante
em funcdo do papel ocupado por elas no processamento da industria de
laticinios. Processos como producdo de leite UHT, leite condensado e leites
reconstituidos sdo altamente dependentes da estabilidade micelar. Por outro
lado, sua desestabilizacdo controlada tem impacto significativo na
funcionalidade de produtos como queijos, iogurtes, produtos congelados e
caseinatos. Na auséncia de conhecimento sobre a estrutura e propriedades
das micelas de caseina, as tentativas de resolucdo de problemas da industria
passam a ser empiricas e com aplicabilidade restrita.

As associacdes intramicelares, caseina-caseina e caseina-minerais, sao
regidas pelas condic¢des fisico-quimicas do meio. Logo, a alteracéo de fatores
como pH, temperatura e for¢a idnica modificam a estrutura e as propriedades
das micelas. Aléem das mudancas causadas por alteragdes fisico-quimicas, as
micelas de caseina estdo sujeitas também a modificagbes de origem

enzimatica. Nesse contexto, o objetivo geral do trabalho foi modificar a
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estrutura micelar das caseinas por meio da defosforilagdo por via enzimatica e
quimica. Os objetivos especificos da defosforilagio por via enzimatica foram:

I. Pesquisar o efeito do calcio sobre a defosforilacdo por fosfatase
alcalina de bezerro em suspensdes de caseinato;

Il. Verificar a acessibilidade da fosfatase alcalina de bezerro e da
fosfatase acida de batata aos residuos fosfosserinicos no interior da estrutura
micelar;

lll. Modificar a estrutura das micelas de caseina utilizando fosfatase
alcalina de bezerro e fosfatase acida de batata em leite esterilizado (UHT)
desnatado.

IV. Elucidar o efeito da defosforilacdo em leite UHT desnatado sobre a
estrutura e propriedades fisico-quimicas das micelas de caseina.

Os objetivos especificos da defosforilacao por via quimica foram:

V. Modificar a estrutura das micelas de caseina submetendo leite cru
desnatado a uma acidificacdo controlada;

VI. Elucidar o efeito da defosforilacdo por via quimica sobre a estrutura e

propriedades fisico-quimicas das micelas de caseina.

1. Reviséo de Literatura
2.1 Leite

O leite pode ser entendido como um fluido secretado pelas fémeas de
mamiferos com o propdsito de satisfazer os requerimentos nutricionais dos
recém nascidos. Como tal, constitui-se na Unica fonte de energia, provida por
lipideos e lactose, aminoacidos, &acidos graxos essenciais, vitaminas,
elementos inorganicos e agua para 0Ss neonatos. Apresenta ainda um
importante papel fisiolégico representado principalmente por fatores de
crescimento, enzimas, hormoénios, compostos antibacterianos, proteinas e
peptideos, incluindo imunoglobulinas (Fox, 2003).

A fim de caracterizar adequadamente o leite de vaca torna-se importante
descrever algumas de suas propriedades. O valor médio de pH situa-se em 6,7
sob temperatura ambiente. Apresenta uma constante dielétrica média de 80, a
temperatura 20° C, a qual é aproximadamente a mesma da agua pura. Embora
a viscosidade seja duas vezes maior que a da agua, comporta-se como fluido

newtoniano. As substancias dissolvidas conferem pressdao osmotica meédia de
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700 kPa (7 bar) e atividade de 4gua de 0,995. Possui densidade média de 1029
kg/m3, a qual varia principalmente em funcdo do teor de gordura (Walstra,
2006).

Sob uma perspectiva fisico-quimica, o leite é considerado como uma
dispersdo coloidal contendo glébulos de gordura, micelas de caseina e
proteinas do soro e também como uma solugdo aquosa de sais, lactose e
outros compostos minoritarios (Fox, 1998). A composicao do leite € mostrada

na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicéo centesimal do leite de vaca (Walstra, 2006).

Constituinte Contetdo médio no leite Variacdo (% m/m)
(% m/m)

Agua 87,1 83,5-88,7
Solidos nao-gordurosos 8,9 7,9-10
Gordura no extrato seco 31 22 -38
Lactose 4,6 3,8-5,3
Gordura 3,6 25-55
Proteinas 3,4 2,3-4,4
Caseinas 2,6 1,7-35

Minerais 0,7 0,57 -0,83

Acidos organicos 0,17 0,12-0,21

Diversos 0,15 -

A matéria nitrogenada do leite representa aproximadamente 3,4 % de
sua massa. Ela pode ser dividida fundamentalmente em trés grupos: caseinas,
proteinas do soro e nitrogénio ndo protéico. As caseinas, grupo de
fosfoproteinas especificas do leite, representam 80 % (m/m) em média dessa
fracdo e sdo, possivelmente, o sistema protéico alimentar melhor caracterizado
(Swaisgood, 2003).

2.2 Caseinas
Até inicio do século XX acreditava-se que a caseina era uma proteina
homogénea, constituida de apenas uma espécie molecular obtida por

coagulacdo é&cida do leite a pH 4,6 (caseina isoelétrica). Entretanto
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Linderstrom-Lang (1929) tratou caseina isoelétrica com misturas de etanol e
HCI, conseguindo isolar trés fragBes que diferiam-se quanto ao conteudo de
fésforo. Deste modo, foi o primeiro autor a demonstrar a heterogeneidade entre
essas proteinas. Poréem, somente com o trabalho de Mellander (1939) que essa
heterogeneidade foi cientificamente aceita. Este autor, partindo de caseina
isoelétrica e utilizando ultracentrifugacdo analitica e eletroforese de fronteira
livre, obteve trés diferentes fracbes, sendo o primeiro a empregar os termos q,
B, e y, em ordem decrescente de mobilidade eletroforética. Em 1956, Waugh e
Von Hippel exploraram a susceptibilidade das caseinas a precipitacdo em
presenca de diferentes concentracdes de célcio e descobriram que a fracdo a-
caseina era uma mistura de a e k-caseina.

Annan e Manson (1969) estudaram a heterogeneidade da fracdo a-
caseina. Estes autores produziram caseina isoelétrica e purificaram o
complexo de a-caseina por meio de cromatografia de troca idnica, utilizando
coluna de sulfoetil Sephadex C-50. Eles isolaram seis diferentes moléculas de
a-caseina (asp a ase) utilizando eletroforese em gel de amido. Essas moléculas
foram reagrupadas em funcé@o do niumero de grupos fosfato e sdo descritas por
Fox (2003) como as;,contendo 8 e ocasionalmente 9 fosfatos por molécula e
Os2, contendo 10 a 13 fosfatos por molécula.

N&o obstante, a introducdo de outras técnicas eletroforéticas como a
andlise eletroforética em gel de poliacrilamida (PAGE) (Peterson, 1963; Van
Hekken e Thompson, 1992) permitiu identificar elevada heterogeneidade entre
as caseinas, as quais foram atribuidas a pequenas variacées na constituicdo
entre as principais caseinas. Essas variagbes sao referidas como
microheterogeneidade e de acordo com Fox (2003), os principais fatores sao o
polimorfismo genético, a variagdo no grau de fosforilagdo, a glicosilacéo e a
presenca de cisteina em as, € k—caseinas.

Segundo Holland (2009), parte da microheterogeneidade das caseinas é
devida a processos chamados de “modificacbes pds-traducao” que ocorrem no
reticulo endoplasmatico e/ou no complexo de Golgi das células do tecido
mamario. Entre os varios fatores que controlam os processos de modificacao,
destacam-se: a expressdo de enzimas necessarias a modificacdo, a
disponibilidade de seus substratos e a acessibilidade das enzimas aos sitios de

atuacao, principalmente apos enovelamento. Essas modificagcdes podem ser
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divididas em dois tipos principais, a glicosilacdo da fracdo k—caseina e a
fosforilacdo das fracbes as e B-caseinas.

A fracdo k—caseina passa por processo chamado de O-glicosilacdo, no
qual os residuos de treonina localizados na parte C-terminal sofrem adicdo de
moléculas de galactose, N-acetilgalactosamina e &cido sialico (acido N-
acetilneuraminico) na forma de tri ou tetra-sacarideos. Como resultado,
aproximadamente 40 % das cadeias de k-caseina permanece nao-glicosiladas,
enguanto que os 60 % restantes estdo ligadas a pelo menos de seis moléculas
de acucar (Vreeman et al., 1986). Mollé e Leonil, 1995 identificaram uma
distribuicdo de 14 formas glicosiladas diferentemente na parte C-terminal da
cadeia.

As fracbes as e B-caseinas possuem o aminoacido serina distribuido ao
longo de suas cadeias em sequéncias de dois, trés ou quatro residuos. Porém,
o0 processo de fosforilagdo necessita de um reconhecimento enzimatico da
sequéncia consenso Ser/Thr-X-A, sendo X um residuo qualquer e A um
residuo glutamil, aspartil ou seril (Mercier, 1981). Estas sequéncias de
fosforilagdo formam regides anionicas que provocam queda no perfil de
hidrofobicidade das caseinas.

Excetuando-se as regifes que contém os sitios de fosforilacdo, as
caseinas sado distintamente hidrofébicas. A segregacao de regibes/sequéncias
hidrofilicas e hidrofébicas confere uma definida natureza anfipatica as
caseinas, a qual é primordial a capacidade de funcionar como bons agentes
emulsificantes (Horne, 2009).

O leite contém naturalmente enzimas originarias do sangue, dentre elas
destaca-se a plasmina. Essa enzima apresenta especificidade as ligacdes com
o aminoacido lisina e hidrolisa principalmente a B-caseina em diferentes
posi¢cdes ao longo da cadeia. Como resultado ha liberacdo da parte C-terminal,
gue é denominada de y-caseina. A fracdo y-caseina pode representar até 3 %
do total das caseinas (Fox, 2003).

Segundo Fox (2003) as quatro principais caseinas do leite bovino séo
Os1, Os2, B € K e representam respectivamente 37, 10, 35 e 15 % do total de
caseinas. Entre suas principais caracteristicas (Tabela 2), duas apresentam
papel fundamental para a estrutura. A primeira diz respeito a importante

presenca de residuos de prolina, principalmente na [(-caseina, na qual
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representa 17 % do total dos aminoacidos. A presenca de multiplos residuos de
prolina afeta a organizacdo espacial das proteinas, interrompendo estruturas
secundarias do tipo a-hélice e folha B. A segunda refere-se a presenca de dois
residuos de cisteina nas fracfes as; € k-caseina, que permitem a formacéo de
pontes dissulfeto intra ou intermoleculares. Além desses fatores, as caseinas
sdo ricas em residuos de glutamina e asparagina que estdo sob forma ionizada
(pPK = 4,5 - 4,7) no pH do leite, e contribuem significativamente para a formacao

de cargas negativas.

Tabela 2 - Principais caracteristicas das caseinas de origem bovina
(Swaisgood, 2003; Farrel et al., 2004).
a-s1 caseina a-s2 caseina B-caseina K-caseina
(Variante B 8P)  (Variante A 11P)  (Variante AZ 5P) (Variante B 1P)
N° de variantes 5 4 7 2
genéticas
Massa Molar (Da) 23614 25230 23983 19023
Concentracdo 10 2,6 9,3 3,3
(9/L)
Amino-acidos 199 207 209 169
Prolina 17 10 35 20
Cisteina 0 2 0 2
Acido glutamico 24 25 18 13
Acido aspartico 7 4 4 4
Fosfosserina 8 11
Glicosilagéo 0 0 0 0-5
Carga pH 6,6 -21 -15 -12 -3
(mV)
pl 4,94 5,37 5,14 5,90
Precipitacéo + + + -

(CaCl,/ pH 7)

As quatro principais caseinas podem ser divididas essencialmente em
dois grupos: um grupo precipitavel e outro ndo precipitavel na concentragéo de
ions calcio encontrada no leite. As fracbes a1, Os2 € B-caseina compdem o
grupo de caseinas precipitaveis, fato que esta relacionado aos elevados
indices de fosforilagdo (Swaisgood, 2003). Inversamente, 0 grupo representado

pela fragcdo k-caseina é ndo é precipitavel em baixas concentracfes de calcio
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devido ao reduzido grau de fosforilagdo. Como todas estéo presentes na micela
de caseina, a fragdo k-caseina inibe a precipitacdo das as;, asy € B-caseinas

numa proporcao dez vezes maior que a sua propria massa (Fox, 2008).

2.3 Minerais

As propriedades das caseina estao relacionadas as suas interacdes com
0S minerais presentes no leite, principalmente célcio e fosforo. Uma vez que o
leite contém vasta gama de espécies ibnicas, é importante que se faca uma
distincdo entre os macro-elementos (Tabela 3) e elementos “trago”. Nessa
revisdo, a palavra minerais sera aplicada apenas as espécies idnicas de baixa
massa molar que estdo presentes em concentracdes relevantes, incluindo os
minerais organicos, por exemplo o citrato, que participam do equilibrio de

minerais do leite.

Tabela 3 — Concentracdes tipicas dos principais ions encontrados no leite (Fox
e McSweeney,1997).

fons Concentracdo média (mM) Variacéo
Saodio 22 15 - 26
Potéassio 37 34,5-40
Célcio 30 25-35
Magnésio 5 4-6,5
Fosforo (total) 30 24 - 35
Fésforo (inorganico) 23
Cloreto 28 22,5-39,5
Sulfato 1
Carbonato (COy) 4,5
Citrato (&cido citrico) 9

Os minerais determinam varias propriedades do leite, incluindo a
formacdo e estabilidade das micelas de caseina e propriedades coligativas
como ponto de congelamento, ponto de ebulicdo, pressdo osmotica e pressao
de vapor. Sob o ponto de vista tecnolégico, os minerais impactam a

estabilidade protéica durante o processamento (coagulacdo enzimatica e



térmica, estabilidade ao etanol), a textura de varios tipos de géis e queijos e a
estabilidade de espumas (Lucey e Horne, 2009).

No leite, os macro-elementos estéo distribuidos entre a fase continua e a
fase dispersa (coloidal ou micelar) de acordo com a Tabela 4. A determinacéo
da presenca entre essas fases € dependente de condicdes ambientais como
temperatura, pH, forca ibnica, etc. Potassio, sédio e cloreto sdo essencialmente
sollveis ao passo que célcio, magnésio, fosforo e citrato estdo parcialmente
associados as micelas de caseina (Gaucheron, 2005). Calcio e magnésio
apresentam-se em baixas concentracbes como ions livres em fungcdo de
estarem associados em grande parte ao citrato e fosfato (Tabela 5). A ligacao
entre cations e anions € dependente da solubilidade dos ions, assim como da
constante de interacdo entre os eles (Gaucheron, 2004; Walstra, 2006).

A distribuicdo dos sais entre fase dispersa e continua pode ser
determinada por didlise, ultrafiltracdo, ultracentrifugacdo e obtencdo de soro
por coagulacdo enzimética (Davies e White, 1960; de la Fuente et al., 1996,
Walstra, 2006). Todavia, € necessario utilizar um fator de correcdo de 0,96
devido ao efeito do volume de exclusdo. Os minerais que estdo sob forma
soluvel conferem forga idGnica ao leite de 0,073 M, a qual varia normalmente
entre 0,067 e 0,080 M.

O fosforo presente no leite € particularmente encontrado sob trés
formas. O fosforo orgénico (Po) diz respeito aos grupos fosfatos que estao
esterificados principalmente aos residuos de serina e em menor extensao
treonina. O fosforo inorganico (Pi) engloba o fosforo presente sob forma
coloidal (que € completamente solubilizado a pH 4,6) e o fésforo sob a forma
soltuvel (Ps). Logo, a concentracdo de fésforo organico no leite pode ser
expressa como a diferenca entre a concentracao de fosforo total subtraida da

concentragdo de fésforo inorganico.

Tabela 4 - Distribuicdo aproximada de minerais entre as fases soluvel e

coloidal (Lucey e Horne, 2009).

Coloidal (micelar) (%) Soluvel (difusivel) (%)
Célcio 69 31
Magnésio 47 53



Potassio

Saodio

Fosforo inorganico
Citrato

Cloreto

53
14

94
95
47
86
95

Tabela 5 — Concentracdo (mM) de ions livres e em associacao na fase soluvel

do leite (Holt, Dalgleish e Jenness, 1981).

Anion fon livre fon complexado
CaZ Mg?* Na® K
H,Cit + + + + +
Hcit* 0,04 0,01 + + +
Cit* 0,26 6,96 2,02 0,03 0,04
H.PO4 7,50 0,07 0,04 0,10 0,18
HPO,* 2,65 0,59 0,34 0,39 0,52
PO, + 0,01 + + +
Glc 1-PH 0,50 + + 0,01 0,01
Glc 1-P* 1,59 0,17 0,07 0,10 0,14
H2COs 0,11 - - - -
HCOs 0,32 0,01 + ¥ B
CO5> + + + + +
Cr 30,9 0,26 0,07 0,39 0,68
HSO, + + + + +
S04~ 0,96 0,07 0,03 0,04 0,10
RCOOH 0,02 - - - -
RCOO’ 2,98 0,03 0,02 0,02 0,04
fon livre 2,00 0,81 20,92 36,29

2.3.1 Fosfato de Calcio

A fase continua do leite consiste em uma solu¢do supersaturada de

calcio e fosforo. Esse fato conduz a procura de um estado termodinamicamente

mais favoravel, o qual se traduz pelo fenbmeno da nucleacao (Walstra, 2006).

Holt (2003) acredita que é muito provavel que o fen6meno da nucleagdo dos

sais de fosfato de calcio ocorra nos centros de fosfatos das caseinas. Segundo
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esse autor, a razao para isso é que embora a fase continua do leite esteja
supersaturada em relacdo aos sais de fosfato e célcio, a taxa de nucleagéo
(homogénea) € muito baixa. Contudo, a concentracdo de caseinas é muito alta
em relacdo a concentracdo de nucleos estaveis de fosfato de calcio. Logo,
devido a interacdo quimica dos centros fosfosserinicos pelo fosfato de calcio,
hé reducéo da é&rea superficial (com excesso de energia livre) dos nucleos de
fosfato de calcio recém formados. Consequentemente, a probabilidade da
nucleacao ocorrer em outro ponto é pequena.

De acordo com Holt (2003), o crescimento dos nucleos de fosfato de
calcio é cessado quando outros centros fosfosserinicos interagem com sua
superficie e a dessolvatacdo dos ions calcio passa a ser termodinamicamente
desfavoravel. Na medida em que a supersaturacdo decai, o crescimento dos
nucleos de fosfato de calcio (conhecidos como fosfato de calcio micelar, fosfato
de calcio coloidal ou nanoclusters de fosfato de calcio) mais estaveis

predomina.

2.4 Micelas de caseina
2.4.1 Caracteristicas gerais

Inicialmente, € importante ressaltar que o termo micelas de caseina foi
utilizado antes de um conhecimento aprofundado dessas estruturas, portanto
elas ndo demonstram uma estrutura micelar classica. Dickinson (1992)
argumenta que as particulas de caseinas ndo sao micelas verdadeiras e
recomenda que o termo “micelas de caseina” ndo seja abreviado somente para
micelas. Este autor assume as micelas de sabdo como modelo padrdo. O
termo micelas de caseinas foi utilizado inicialmente no trabalho de Beau
(1921). Todavia somente a partir dos trabalhos de Waugh e colaboradores
(1956, 1965, 1971) que comecou ser amplamente difundido nas publicacbes
cientificas sobre leite e derivados lacteos.

As caseinas estdo presentes no leite como uma associacdo de
moléculas altamente hidratadas, denominadas micelas de caseina, que
consistem de 94 % de caseinas e 6 % de constituintes de baixo peso molar.
Esses ultimos sdo normalmente referidos como fosfato de calcio coloidal.
Todavia consistem principalmente de célcio, fosfato, pequena quantidade de

magnesio e citrato, além de tracos de outras espécies (de Kruif e Holt, 2003).
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No Compéndio de Terminologia Quimica publicado pela International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC, 1997), as micelas de caseina
podem ser descritas como particulas de tamanho coloidal, denominadas como
supramoléculas, ou ainda como entidades moleculares organizadas e mantidas
em conjunto por meio de interagdes intermoleculares n&o covalentes.

Por meio de microscopia eletronica constata-se que as micelas de
caseina sdo geralmente esféricas com diametro variando de 50 a 500 nm,
média de 150 nm, e massa variando de 10° a 3 x 10° Da, média de 10® Da. Sé&o
encontradas em uma proporcéo de 10 a 10'® micelas/mL de leite. Pequenas
micelas também estdo presentes em grande quantidade, porém representam
infima proporcdo da massa (FOX, 2003). Suas propriedades sdo descritas na
Tabela 6.

Tabela 6 — Caracteristicas gerais das micelas de caseina (Fox, 2008).

Caracteristicas Valor
Diametro 150 nm (variando de 50-500 nm)
Area superficial 8 x 10 ¢cm?
Volume 2,1x10 cms3
Densidade (hidratada) 1,0632 g.cm3
Massa 2,2x10"g
Conteudo de agua 63 %
Hidratac&o 3,7 gH,0.g*
Massa Molar (hidratada) 1,3 x 10° Da
Massa Molar (desidratada) 5 x 10® Da
N° cadeias polipeptidicas 5x 10°
N° particulas por mL de leite 104 - 10'®
Superficie micelar por mL de leite 5 x 10* cm?
Distancia livre média 240 nm

As caseinas nao apresentam conformacao terciaria (tridimensional)
rigida e possuem a capacidade de reagir rapidamente as mudancas
ambientais. Consequentemente, apds sua sintese, atuam como pontos de
nucleagédo para a formagdo do fosfato de calcio coloidal, prevenindo a
precipitacdo e calcificacdo dos sistemas de sintese e transporte do leite na
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glandula mamaria (Horne, 2002; de Kruif e Holt, 2003;). Horne (2002) propde
que as micelas de caseina e seus respectivos mondmeros diferem em um
aspecto crucial, as micelas contém fosfato de calcio coloidal presente como

pequenas inclusdes microcristalinas.

2.4.2 k-caseina e seu papel estabilizador da micela

Além da inequivoca importancia para a provisdo de aminoacidos, calcio
e fosforo a nutricdo infantii (McMahon e Oommen 2007), a organizacao
estrutural das micelas de caseina € critica para a determinacdo das
propriedades fisicas do leite. Consequentemente, a estabilidade da micela de
caseina ou sua desestabilizacdo controlada, como no caso de queijos e leites
fermentados, € uma questédo crucial para a industria de laticinios.

A estabilidade das micelas de caseina é fortemente dependente do
ambiente idnico. Micelas ndo sdo formadas na auséncia de calcio, porém altas
concentracfes causam precipitacdo (WAUGH, 1965). Esse mesmo fendmeno
pode ser observado em altas concentracbes de cloreto de sodio (Zittle e
Jasewicz, 1962). Todavia, enquanto a maior parte das caseinas é susceptivel a
precipitacdo sob influéncia do ambiente ibnico, principalmente em relacéo a
concentracdo dos ions célcio, a k-caseina normalmente ndo € precipitavel
(Waugh, 1965 e 1971). Tendo em vista a concentracdo de calcio do leite, esse
comportamento sugere um papel estabilizador da micela pela k-caseina.

O fracionamento das micelas de caseina de acordo com seu tamanho
pode ser realizado submetendo-se o leite a sucessivas etapas de
centrifugacdo. A proporcdo de as; € Ogp-caseina nas micelas permanece
constante independentemente de seu tamanho. Porém o conteddo de k-
caseina apresenta uma relacao inversa com o tamanho da micela de caseina
(Donnelly et al., 1984; Dalgleish et al., 1989b). Considerando que em uma
esfera a razdo superficie/volume é inversamente proporcional ao raio, esses
resultados implicam uma localizacdo superficial da k-caseina.

A sequéncia completa da k-caseina foi reportada pela primeira vez em
1973 (Mercier et al., 1973). Essa proteina consiste em uma cadeia simples com
169 amino-acidos, com massa molar de 19023 Da e ponto isoelétrico 5,93. Ela
contém dois residuos de cisteina e um de fosfosserina, porém é pouco

provavel que esse residuo de fosfosserina participe da formacao de pontes de
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fosfato de céalcio em funcdo de sua localizagdo na porgéo polar C-terminal da
cadeia polipeptidica.

O processo de glicosilacdo que incide sobre a k-caseina contribui para a
ampliacdo do tamanho e hidrofilia da porcdo C-terminal. Isto ocorre devido ao
esqueleto estrutural dos residuos de aclUcares e de suas camadas de
hidratagc&o, juntamente com a carga residual negativa oriunda da ionizagao do
acido sidlico (acido N-acetilneuraminico) no pH do leite (Holland, 2009). Este
mesmo autor sugere que quanto maior for grau de glicosilacdo da k-caseina,
maior sera seu efeito estabilizador na micela. DGi et al., 1979 observou que ha
uma correlacdo negativa entre o grau de glicosilacdo da k-caseina e sua

susceptibilidade a hidrolise pela quimosina e outras proteases.

2.4.3 Organizacao estrutural e modelos

O conhecimento sobre a estrutura das micelas de caseina € importante
devido ao seu papel na indastria lactea, por exemplo, na fabricacdo de queijos,
na estabilidade de leite UHT, leite condensado, leite reconstituidos e produtos
congelados. Na auséncia de conhecimento sobre a estrutura e propriedades
das micelas de caseina, as tentativas de resolucdo de problemas da industria
de laticinios passam a ser empiricas e com aplicabilidade restrita. Por
conseguinte, esse grupo particular de moléculas vem despertando a
curiosidade de cientistas desde séculos passados, com primeiros estudos
datando do inicio dos séculos XIX (Berzelius,1814 e Braconnet, 1830) e XX
(Beau and Bourgain, 1926; Beau, 1926, 1932a, 1932b, 1941).

ApoOs a primeira metade do século XX, varios modelos estruturais foram
propostos para as micelas de caseina e varias revisdes foram publicadas
(Schmidt, 1982; McMahon and Brown, 1984; Walstra, 1990 e 1999; Rollema
1992; de Kruif and Holt, 2003; Horne, 1998 e 2006, Farrel et al., 2006).
Contudo, as micelas de caseina ndo apresentam um tamanho Unico e sua alta
flexibilidade conformacional impossibilita o processo de cristalizagao.
Consequentemente a visualizacdo e a compreensdo de sua estrutura sao
complexas (Smith e Campbel, 2007).

Uma analise preliminar da sequéncia de aminoacidos das caseinas
sugere uma conformacdo extendida dessas proteinas em func¢do da elevada

frequéncia de prolina, acarretando consequentemente na reducdo de
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conformacdes secundérias e tercidrias. Entretanto, o estabelecimento de um
modelo conformacional para as micelas de caseina ainda demanda estudos
com elevado grau de sofisticacdo, incluindo ressonancia magnética nuclear,
modelagem molecular e microscopias eletrénicas. Segundo Horne (2009) para
qualguer modelo de micela de caseina sugerido, faz-se necessario considerar
a localizacao superficial da k-caseina assim como seu papel estabilizador.

Em meio aos varios modelos propostos para a estrutura da micela de
caseina, dois em particular parecem mais consistentes, 0 modelo de estrutura
aberta (Holt, 1992; de Kruif e Holt, 2003; Dalgleish, 2004) e o modelo de sub-
micelas (Schimdt, 1982; Walstra, 1999).

O modelo de sub-micelas (Figura 1) foi proposto a partir de estudos
utilizando microscopia eletrdnica, nos quais foram observadas estruturas com
dimensbes entre 5-25 nm, denominadas sub-micelas. Nesse modelo, a
hipétese é de que as sub-micelas estdo unidas por meio da ligagdo das
caseinas com o fosfato de calcio coloidal (Slatterly, 1973; Schmidt, 1982;
Walstra, 1999. Contudo, Rollema (1992) propbés que além das ligacGes por
fosfato de calcio, ha participacdo de interacdes hidrofébicas na formacéo das

micelas como um todo.

Sub-micela

K-caseina

Fosfato de célcio

50 nm

Figura 1 - Modelo de micelas de caseina formadas por sub-micelas (Walstra,
1999).

Apesar do modelo de sub-micelas ter sido alvo de numerosos estudos

(Slatterly, 1973; Schmidt, 1982; Waltra, 1999), a preparacdao de amostras para
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as técnicas de microscopia eletrbnica produzem indesejaveis artefatos que
podem ser erroneamente interpretados como sub-micelas. Observa-se, por
exemplo, uma contracdo das particulas quando estas sdo submetidas aos
procedimentos de fixacdo e desidratacdo utilizados em microscopia eletronica
de varredura e microscopia eletronica de transmissdo (McMahon e McManus,
1998; Holt et al., 2003; Dalgleish et al., 2004).

Os modelos de estrutura aberta e de sub-micelas concordam em um
aspecto; a elevada ocorréncia da fracado k-caseina na superficie da micela e a
falta desta molécula em seu interior. Em ambos os modelos, as moléculas de k-
caseina apresentam-se com a parte C-terminal proeminente, estendendo-se de
5-10 nm da superficie da micela, para formar uma camada denominada pilosa
(hairy-layer). Essa camada confere estabilidade a micela devido ao seu baixo
potencial zeta de - 20 mV, somado a estabilizacdo espacial (de Kruif e Holt,
2003).

Horne (1998, 2006) descreve o papel das interacdes hidrofobicas e
ibnicas na formacdo das micelas de caseina no modelo de estrutura aberta
(Figura 2). Esse autor leva em consideragcdo as estruturas individuais das
caseinas e ressalta o importante papel da formacgao de “pontes” de fosfato de
calcio coloidal entre elas e ndo entre sub-micelas. De acordo com de Kruif e
Holt (2003) cada “nanocluster” de fosfato de calcio coloidal pode se ligar a
cinco cadeias polipeptidicas e, considerando que as caseinas as;, Os2 € B
apresentam duas ou mais sequéncias de residuos fosfosserina, o fosfato de
calcio coloidal torna-se imprescindivel a formacdo de uma estrutura micelar
tridimensional.

Horne (2009) salienta que apesar das interacfes de origem hidrofébicas
serem relativamente fracas, elas estdo presentes em elevado niamero nas
micelas de caseina e contribuem para a sustentacdo do estrutura micelar. Haja
vista a manutencdo da dessa estrutura apds a acidificacdo do leite, a qual

resulta em dissolugéo do fosfato de célcio coloidal (Marchin et al., 2007).
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Figura 2 — Modelo de micela de caseina em estrutura aberta (Holt, 2003).

A importancia de conhecer as caracteristicas individuais das caseinas e
a organizacao estrutural das micelas esta ligada ao impacto que esses fatores
apresentam sobre a funcionalidade.

A funcionalidade das proteinas alimentares € complexa e depende de
numerosos fatores, como tipo de proteina, estrutura tridimensional,
propriedades de superficie e ambiente fisico-quimico , como pH, temperatura,
forca ibnica, natureza dos ions presentes/associados. Essa funcionalidade se
manifesta sob diferentes formas como solubilidade, capacidade de formacao de
géis, viscosidade, estabilidade ao aquecimento, capacidade de formacédo e

estabilidade de espumas e emulsdes, etc (Walstra, 2006).

2.5 Modificagdes enziméticas

Como as caseinas apresentam muitos grupos carregados e tendo em
vista que as micelas sao formadas por centenas ou milhares de monémeros, é
conveniente considerar que as micelas de caseina apresentam estrutura
relativamente porosa e acessivel as moléculas do solvente. Esta consideracao
recebeu evidéncia experimental a partir do trabalho de Ribadeau-Dumas e
Gamier (1970), que demonstraram que uma enzima, a Carboxipeptidase A,
com massa molar de 40 kDa conseguia remover quantitativamente residuos
carboxilicos terminais das a, 3, e k-caseinas em micelas nativas.

Estas evidéncias culminaram em numerosos estudos sobre a
modificacdo enziméatica das micelas de caseina e de suas fracdes

isoladamente. Nesses trabalhos observa-se a busca por melhor compreenséao
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da organizacdo estrutural das micelas de caseina, além da procura pela
otimizagdo de suas caracteristicas funcionais como: aptiddo ao tratamento
térmico, solubilidade, viscosidade, formacdo de espumas e emulsdes (Van
Hekken & Strange, 1993; Molina et al., 2005; Bonish et al., 2008; Huppertz e de
Kruif, 2008; Miwa et al., 2010).

Van Hekken e Strange (1993 e 1994) avaliaram as modificagées das
propriedades funcionais de caseinato de soédio apos defosforilagdo por
fosfatase acida de batata. Esses autores utilizaram dois niveis de
defosforilagdo empregando diferentes concentracbes da enzima, porém
padronizaram o tempo e a temperatura, alcancando 40 % e 93 % de
defosforilagdo. O perfil eletroforético em UREA-PAGE das amostras
adicionadas de fosfatase mostrou bandas mudltiplas e difusas, que os autores
atribuiram a variados niveis de defosforilagdo. As amostras foram analisadas
também quanto a solubilidade em valores de pH entre 3 e 8. Com 0 aumento
do percentual de defosforilacdo observou-se maior solubilidade em pH acido
(proximo a 3). Segundo o autor, o ponto isoelétrico (Pl) das caseinas
defosforiladas aumentou com o percentual de defosforilacdo, logo essas
moléculas apresentavam-se eletricamente mais carregadas em valores de pH
acidos (abaixo do PI), fato que permitiu maior solubilidade.

Molina et al. (2007) utilizaram fosfatase acida de batata para pesquisar o
efeito da defosforilacdo em caseinato de sddio e em padrbes de ag1, 052 € B-
caseina. O caseinato sofreu 71,6 % de defosforilacdo ao passo que as a e B-
caseinas purificadas sofreram 89,2 % e 73,7 % respectivamente. A partir do
uso da espectrometria de massa (electrospray ionization mass spectrometry)
foi verificada a remocéao de 1, 2, 4, 6, 7, ou 8 fosfatos em as; € as; -caseina e 1,
2, 3, 4, ou 5 fosfatos em -caseina. A massa molar decresceu
aproximadamente 80 Da ap0s cada defosforilacéo.

Li-Chian e Nakai (1989) estudaram a digestibilidade de caseinas
parcialmente defosforiladas baseando-se na susceptibilidade a hidrolise por
pepsina e pancreatina a pH 4,0 e 2,0. Foram utilizadas fosfatase acida de
batata e fosfatase alcalina de bezerros para promover a defosforilacdo de
caseinato de sodio, as; e B-caseina. Foi observado que a fosfatase alcalina é
capaz de promover a defosforilacdo de caseinas, porém em niveis inferiores

aos apresentados pela fosfatase acida. O caseinato de sodio incubado com
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fosfatase alcalina apresentou 10% de defosforilacdo, enquanto as; € B-caseina
apresentaram 58 % e 52 % de defosforilagdo, respectivamente. Ao utilizar
fosfatase acida, os niveis de defosforilacdo atingiram 97 % para caseinato de
sodio, 70 % para ogi-caseina e 99 % para B-caseina. O perfil eletroforético
(PAGE) das amostras defosforiladas mostraram mdltiplas bandas. Os
resultados indicaram maior susceptibilidade das amostras defosforiladas a
hidrolise por pepsina e pancreatina.

A utilizacao de fosfatases com outras enzimas foi estudada por Hiller e
Lorenzen (2009). Caseinato de sodio previamente incubado com fosfatase
acida de batata ou fosfatase alcalina de bezerro foi adicionado de
transglutaminase, porém a defosforilacdo ndo foi quantificada. Algumas
propriedades funcionais e a distribuicAo de massa molar foram pesquisadas
posteriormente. Nao foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos com adicdo de fosfatase e transglutaminase e o tratamento sem
adicdo de enzimas com respeito a estabilidade térmica e tensdo superficial. A
viscosidade das suspensdes tratadas com fosfatase e transglutaminase foi
superior a da suspenséo tratada somente com transglutaminase, porém todas
foram inferiores a amostra sem adi¢cdo de enzimas. Os tratamentos com ambas
as fosfatases causaram aumento significativo na proporcdo de moléculas com
massas molares inferiores a amostra controle. O autor argumenta que essa
mudanca pode ser devida a perda de grupos fosfatos e a protedlise secundaria
devido a enzimas contaminantes. Ratificando esses resultados, foi observado
aumento do teor de nitrogénio soluvel de 270 e 155% para as amostras

tratadas com fosfatase alcalina e fosfatase acida, respectivamente.

2.6 Micela de caseina — uma estrutura dindmica

A estrutura micelar dindmica das caseinas permite que elas sejam
passiveis de modificacdo quando as condicdes fisico-quimicas sao alteradas,
como temperatura, pressdo, forca idnica e pH. Tratamentos tecnoldgicos
aplicados ao leite podem alterar consideravelmente o equilibrio de minerais e a
estabilidade das micelas de caseina. Uma representacdo dessas condicdes é

mostrada na Figura 3.
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Figura 3 — Modificacbes das micelas de caseina submetidas a diferentes

condicdes fisico-quimicas (Gaucheron, 2005).

A refrigeracéo do leite, por exemplo, provoca alteracdes na composicao
bioquimica e mineral das micelas de caseina. Em temperaturas inferiores a 10
°C observa-se significativa solubilizagdo de B-caseina (Dalgleish e Law, 1998).
Segundo Martin et al.,, 2007 a solubilizacdo de B-caseina nao resulta em
ruptura da estrutura interna das micelas de caseina. Tal comportamento €
atribuido a busca de equilibrio de forcas intermoleculares que minimize a
energia livre de Gibbs do sistema, sendo resultante da reducdo entrdpica
provocada pela difusdo da [(-caseina para a fase continua (Equagéo 1). A
refrigeracdo conduz ainda a uma solubilizacdo parcial do fosfato de calcio
coloidal (Pierre e Brulé, 1981). Ao conservar o leite a 4° C durante 48 h foi
observado aumento de aproximadamente 10 % das concentracfes de calcio e
fésforo inorganico e 20 % da concentracdo de calcio ibnico (Schmitt et al, 1983;
Holt, 1995).
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dG =dH - Tds (1) onde:
G = energia livre de Gibbs
H = entalpia
T = temperatura

S = entropia

Em funcdo do conteudo do presente trabalho, faz-se necessario explicar
as mudancas no equilibrio de sais de fosfato de calcio causadas pela
acidificacdo do leite. Os ions H”, biologicamente liberados ou quimicamente
adicionados, protonam espécies sollveis na fase continua (citrato e fosfato),
favorecendo a formacéo de HCit e H,PO, (Equacéo 2). Essa mudanca causa
dissociacdo dos sais de fosfato de calcio (Equacédo 3), de forma que a fase
continua do leite deixa de estar saturada desse sal. Consequentemente, essas
mudancas induzem o difusdo do fosfato de calcio da fase dispersa em direcao

a fase continua (Figure 4, Gaucheron, 2004).

H* + HPO4* — H,PO,4 (2)
Ca?" + HPO4* « CaHPO, (3)

Fase sollvel Fase micelar

N HPO,*
HCit CaCit"

HPO, CaHPO,
Cit*

Figura 4 — Equilibrio de minerais entre as fases soluvel e coloidal/micelar
(Gaucheron, 2004).

Quando o pH do leite é reduzido de 6,7 para 6,0, observa-se
solubilizagdo de 22 % do célcio coloidal e 34 % do fésforo coloidal.
Continuando a reducdo do pH de 6,0 para 5,2, o fésforo coloidal é

completamente solubilizado ao passo que 72 % do calcio coloidal difunde para
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direcdo a fase soltvel. Em pH 3,5 todo o célcio coloidal é solubilizado (Le Graét
e Brulé, 1993).

Em um estudo utilizando microscopia eletrénica de transmissédo (MET) a
frio e espalhamento de raio-X a baixos angulos, Marchin et al. (2007) procuram
elucidar detalhadamente a estrutura micelar das caseinas e sua associacdo
com o fosfato de célcio coloidal durante a acidificacdo. As micrografias obtidas
por MET a frio revelaram pequenas regides com alta densidade eletrdnica, de
aproximadamente 2,5 nm, distribuidas homogeneamente por toda estrutura
interna das micelas. Essas regifes/inclusdes conferem um aspecto granular as
micelas de caseina, que € atenuado consideravelmente atenuado quando o pH
€ reduzido de 6,7 para 5,2. Durante a acidificacdo realizada nesse estudo, foi
possivel observar que a integridade estrutural da micela de caseina foi
preservada. Por conseguinte, estes resultados demonstraram que o fosfato de
calcio coloidal (ou micelar) estd uniformemente distribuido no interior das
micelas e que apos sua remocado outras forcas/interacbes devem contribuir
para a manutencao da organizacao estrutural.

Horne (2009) sugere que, durante a solubilizacdo do fosfato de calcio
coloidal, ha neutralizacdo das cargas negativas oriundas da exposicdo de
residuos de fosfosserina. Esta neutralizacdo contribui significativamente para a
formacdo de novas interacdes hidrofébicas entre as caseinas, possibilitando a
manutencao da integridade estrutural. Entretanto, esse mesmo autor salienta
que com pH préximo a 5,1 ha uma neutralizacdo das cargas superficiais da k-
caseina localizada exterior da micela. Estas cargas originam-se de radicais
carboxilicos de residuos da parte C-terminal (polar) e da ionizacdo do acido
sialico (4cido N-acetilneuraminico) no pH do leite. Com a anulac¢édo das cargas
superficiais, ocorre uma contracdo da camada exterior de k-caseina e, como
essa nao apresenta a mesma polaridade, pode-se observar a formacao de
interacbes de origem hidrofébicas entre diferentes micelas. Estas interacfes
nao sdo possiveis no pH normal do leite devido a repulsédo eletrostatica e a

estabilizacdo espacial conferida pelas k-caseinas.

3. Material e Métodos
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O experimento foi conduzido no Instituto Nacional de Pesquisas
Agrondmicas (INRA, Rennes, Franca) na Unidade Mista de Pesquisa — Ciéncia
e Tecnologia do Leite e do Ovo (UMR — STLO).

3.1 Defosforilagéo
3.1.1 Defosforilacdo por via enzimatica

A fosfatase alcalina de bezerro ou orthophosphoric-monoester
phosphohydrolase (alkaline optimum) (EC 3.1.3.1, Sigma P7640, Saint Louis,
USA) utilizada nesse estudo € uma glicoproteina obtida a partir da membrana
de células da mucosa intestinal de bezerros. Ela é encontrada sob forma
dimérica, com massa molar de aproximadamente 160 kDa, ligada a no minimo
um carboidrato por mondmero. Apresenta especificidade para ésteres de
fosfato de &lcoois, aminas, pirofosfatos e fendis. Requer zinco, magnésio ou
calcio como ions divalentes e pode ser utilizada na defosforilacéo de caseinas
ou outras proteinas.

A fosfatase 4&cida de batata ou orthophosphoric-monoester
phosphohydrolase (acid optimum) (EC 3.1.3.2, Sigma P1146, Saint Louis, USA)
catalisa a hidrélise nado-especifica de mono-ésteres e anidridos de &cido
fosforico, liberando fosfato inorganico. E uma glicoproteina encontrada sob
forma monomérica, com 16,6 % (m/m) de carboidratos e massa molar de 69
kDa. A faixa de pH na qual atua situa-se entre 4 a 7.

A Equacao 4 mostra a reacao geral catalisada por essas fosfatases.

R-PO, + H,O — R-OH + HOPO3> (4)

3.1.1.1. Defosforilacdo de caseinato de sédio e caseinato de céalcio

Caseinato de sé6dio em p6 (Armor Protéines, Franca) foi diluido a 25 g de
caseina/L (em solucao tampao Tris - HCI 15 mM a pH 7,28) e agitado durante
16 h a 37° C a fim de completar a ressuspensado do pé. NaNj3 foi adicionado
numa proporcao de 0,2 g/L para inibir o desenvolvimento microbiano. Apds a
agitacao, parte da suspensao de caseinato de sodio foi adicionada de solucéo
de CaCl, 0,1 M com objetivo de produzir uma suspensao de caseinato de

célcio 5 mM.
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A fosfatase alcalina de bezerro (FAL) foi pesada e adicionada as
suspensdes de caseinato. A relacdo enzima/substrato foi igual a 0,01 g de
enzima por g de caseina. Essas suspensfes foram agitadas durante 30 min a
4° C a fim distribuir homogeneamente as enzimas. A defosforilacdo foi
conduzida durante 1, 2, 4, 8 e 20 h a 37 °C. A amostra sem adicao das
enzimas (controle) foi incubada durante zero e 20 h a 37° C. O pH foi
mensurado entre 20 - 25° C apds cada tempo de incubacdo. Em seguida as
suspensdes de caseinato foram resfriadas a 4° C para cessar a atividade
enzimatica. As amostras foram analisadas quanto a: turbidez; concentracfes
de fésforo total (Pt), solavel (Ps) e organico (Po); perfil cromatografico
(HLPC/RP); espectro de massa (ESI/MS). A representacdo esquematica dos
procedimentos utilizando caseinato de sédio e caseinato de calcio é mostrada

na Figura 5.
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Figura 5 - Esquema geral do experimento de defosforilacdo utilizando fosfatase

UL

alcalina de bezerro em suspensdes de caseinato de sédio e de calcio.

3.1.1.2. Defosforilacdo em leite UHT desnatado

Leite UHT desnatado (MonoPrix, France) foi utilizado visando evitar a
interferéncia da gordura nos procedimentos analiticos e reacbes enzimaticas

secundarias causadas por enzimas naturais do leite e/ou de origem microbiana.
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A defosforilacdo utilizando fosfatase &cida de batata (FAC) e FAL foi realizada
separadamente.

Leite UHT desnatado foi inicialmente adicionado de NaN3 a 0,2 g/L. As
enzimas foram pesadas, adicionadas ao leite e agitadas durante 30 min a 4° C.
A relacdo enzima/substrato foi igual a 0,01 g de enzima por g de caseina no
tratamento do leite com FAL enquanto no tratamento do leite com FAC foi
0,0067 g de enzima por g de caseina. A defosforilagdo foi conduzida durante 1,
2,4, 8 e 20 h a 37° C. A amostra sem adicdo das enzimas (controle) foi
incubada durante zero e 20 h a 37° C. O pH foi mensurado entre 20 e 25° C
apos cada tempo de hidrélise. Em seguida as amostras foram resfriadas a 4° C
para cessar a atividade enzimatica. Posteriormente elas foram analisadas
guanto as concentracdes de fosforo solavel (Ps), inorganico (Pi), organico (Po)
e total (Pt) e quanto ao perfil cromatogréfico e espectro de massa (HPLC/RP —
ESI/MS). A representacdo esquemética dos procedimentos utilizando leite é

mostrada na Figura 6.
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Figura 6 — Esquema geral do experimento de defosforilagéo utilizando fosfatase

alcalina de bezerro e fosfatase acida de batata em leite esterilizado desnatado.

3.1.2. Defosforilacdo por acidificacao

Leite cru integral foi obtido diretamente da Industria de Laticinios
Entremont Alliance (Montaubain de Bretagne, Franca). O leite foi duplamente
desnatado e uma parte foi separada para a acidificacdo. O restante foi
submetido a ultrafiltracdo a 45° C em membranas com poros de 0,02 um.

A fracdo de leite encaminhada a acidificacdo foi adicionada de 0,02 g/L
de NaN3 e separada em trés fracdes, sendo duas acidificadas (pH 5,5 e 6,1)
utilizando HCI 1 M e uma amostra controle. A amostra acidificada a pH 6,1 e a

amostra controle foram proporcionalmente adicionadas de agua milliQ a fim de
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corrigir a diluicdo causada pela adicdo de HCI 1 M. O efeito da diluicdo foi
corrigido na apresentacao dos resultados.

Todas as amostras foram agitadas durante 3 h a 25° C a fim de
restabelecer o equilibrio entre fase sollvel e coloidal e ressolubilizar os
agregados protéicos formados pelo contato direto entre 0 acido e o leite. Apds
o periodo de estabilizacdo a 25° C, as amostras foram dialisadas por 65 h a 4°
C contra um volume de 50 vezes de ultrafiltrado do leite. Os sachés de dialise
(Spectra/Por Membrane 4, Spectra Medical, Canadd) apresentavam faixa de
exclusdo molecular entre 12 a 14 kDa.

Depois da didlise as amostras foram liofilizadas por 72 h. Os pés obtidos
foram ressuspendidos a 10% (m/m) em agua milliQ contendo 0,2 g/L de NaNs.
As amostras ressuspendidas foram agitadas durante 18 h a 25° C e a auséncia
de agregados foi verificada por granulometria. O pH foi imediatamente
mensurado e as fracdes sollveis foram obtidas por meio de ultrafiltracdo em
membrana de 10 kDa.

ApoOs a etapa inicial de acidificacdo, as amostras foram analisadas
quanto a: pH; concentracdo total, solivel e coloidal de Ca e P; matéria
nitrogenada total, que engloba as concentracbes de nitrogénio total (NT),
nitrogénio nao caseinico (NCN) e nitrogénio nao protéico (NPN).
Posteriormente a ressuspensdo dos pos a 10 % (m/m), as amostras foram
analisadas quanto a: pH; concentracdo total, solivel e coloidal de Ca e P;
matéria nitrogenada total (NT, NCN e NPN); cor; distribuicdo de tamanho;
potencial zeta; hidratacdo micelar; percentual de caseinas sedimentaveis;
tempo de coagulacdo térmica (HCT). Os procedimentos utilizados na

defosforilacdo pela acidificacdo sdo mostrados na Figura 7.
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Figura 7 — Esquema geral da defosforilagdo de leite cru desnatado por via
quimica.

3.2 Andlises
3.2.1 Caracteristicas fisico-qguimicas gerais e bioguimicas
3.2.1.1 pH




Os valores de pH foram mensurados por meio do determinador de pH Hli
9024 (Hanna Instruments, Vila do Conde, Portugal) em temperaturas entre 20 e
25° C.

3.2.1.2 Concentracao de fésforo

Para determinagdo da concentracdo de P sollvel (Ps) as amostras
passaram por ultrafiltracdo em membrana de 10 kDa e a concentracdo de Ps
foi mensurada no ultrafiltrado. A concentracdo de P inorganico (Pi) foi
determinada em ultrafiltrado (ultrafiltracdo em membrana de 10 kDa) obtido
apos acidificacdo das amostras a pH 4,6 utilizando HCI 1 M.

A concentracdo de fésforo foi determinada segundo método
colorimétrico por via humida descrito pela Norma FIL Internacional 42B: 1990.
Esse método € capaz de mensurar somente fésforo sollvel, havendo a
necessidade de submeter as amostras a um processo de mineralizagdo. A
mineralizacao por via humida envolve a utilizacdo acido sulfurico concentrado -
densidade 1,84 kg/L, peroxido de hidrogénio 30 % v/v e aquecimento a 400°C.
A leitura da absorvancia foi mensurada a 820 nm e a concentracdo de fosforo
foi obtida por meio de uma curva padréo utilizando KH,PO4,.

3.2.1.3 Concentracao de célcio

A concentracdo de célcio foi avaliada por espectrometria de absorcdo
atbmica a 422,7 nm, utilizando espectrometro Tipo Varian AA 300 (Les Ulis,
France) segundo o protocolo de Brulé et al. (1974). Cloreto de lantanio foi
adicionado as amostras com vistas a eliminar interferéncias de ordem quimica,
como a formacéo de elementos refratarios. Na analise da concentracédo de Ca
solavel, as amostras passaram por ultrafiltracdo em membrana de 10 kDa e a

concentracéo foi mensurada no ultrafiltrado.

3.2.1.4 Nitrogénio total (NT)

Os teores de nitrogénio total (NT) foram obtidos a partir da analise do

nitrogénio pelo método de Kjeldahl. A concentracdo de proteinas foi calculada
pela multiplicacdo do teor de NT por 6,38, de acordo com a norma FIL
20B:1993.
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3.2.1.5 Nitrogénio ndo caseinico (NCN) e nitrogénio ndo protéico (NPN)

O teor de NCN foi determinado em filtrado obtido a partir de leite
acidificado a pH 4,6 utilizando mistura de acido acético 10 % (v/v) e tampéo
acetato 1 M. A concentracdo de NPN foi mensurada em filtrado obtido pela
diluicdo das amostras em volume trés vezes maior de TCA 15 % (m/v). Os
filtros usados foram Whatman N° 42 e 40 para NCN e NPN, respectivamente.
O teor de nitrogénio foi determinado segundo método de Kjeldahl (FIL
20B:1993), sendo convertido para a concentracdo equivalente de proteinas

pelos fatores 6,25 para NCN e 6,19 para NPN.

3.2.1.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (HLPC/RP)

acoplada a espectrometria de massa (“electrospray ionization mass

spectrometry” — ESI/MS)
» Separacdo em HPLC/RP

A andlise por HLPC/RP acoplada a espectrometria de massa foi

baseada nos procedimentos descritos por Léonil et al., (1995), com
modificacdes.

As amostras foram separadas por HLPC/RP (HP-1100, Agilent
Technologies, EUA) a 40° C, utilizando coluna de fase reversa C18 (Waters
Symmetry, USA) de 150 x 2,1 mm preenchida com particulas de 5 um em fluxo
de 0,3 mL/min. A separacéo foi realizada em gradiente de elui¢do linear usando
acetonitrila como mofidificador organico e acido trifluoracético (TFA) como
tampao volatil. A solugao “A” continha 0,106 % de TFA diluido em agua milliQ,
engquanto a solucao “B” apresentava 0,1 % de TFA numa mistura de 80 % de
acetonitrila e 20 % de agua miliQ.

A fim de promover a dissolu¢do dos agregados protéicos e a reducdo
das proteinas, as amostras foram diluidas num volume cinco vezes maior de
solucéo tampao Tris - HCI 25 mM a pH 7,5 contendo 3,2 M de uréia e 12 mM
de dithiotreitol, sendo subsequentemente mantidas por 1 h a 37° C. Logo apos
o periodo de incubacédo as amostras foram diluidas num volume duas vezes
maior de solucdo A. Este preparo das amostras conduziu a uma diluicdo final
de 10 vezes e pH 2.

Para a primeira analise cromatografica, a coluna de fase reversa C18 foi

equilibrada com 37 % de solucdo B seguindo-se a injecdo de 100 pumL da
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amostra de leite UHT desnatado tempo O h (controle sem adicao de enzimas e
sem incubacao). A eluicdo foi conduzida com as seguintes concentragfes da
solucéo B: 0 -5 min, 37 %; 5 — 42,5 min, 57 %; 42,5 — 44 min, 90 %; 44 — 47
min, 90 %; 47 — 48 min, 37 %; 48 — 58 min, 37 %. Entretanto, devido a baixa
resolucdo obtida com esse gradiente, a concentracdo da solugdo B foi
aumentada e todas as outras amostras foram eluidas de acordo com as
seguintes concentra¢cdes da solucéo B: 0 -5 min, 40 %; 5 — 42 min, 60 %; 42 —
44 min, 90 %; 44 — 47 min, 90 %; 47 — 48 min, 40 %; 48 — 57 min, 40 %. Ap0s
eluicdo, os picos foram detectados por espectrometria do UV (214 nm) e
analisados por espectrometria de massa (ESI/MS).

» Espectrometria de massa — ESI/MS

Foi utilizado o espectrobmetro Perkim Elmer-Sciex (Thornhill, Ontario,
Canadd), Modelo API |, quadripolo simples, equipado com alimentagéo
pneumatica na fonte de ions (electrospray ion source). Proteinas sob forma
ibnica, multicarregadas positivamente, foram formadas ao vaporizar solucées
através de um capilar de silica fundida, de 75 pum de diametro interno,
localizado no interior de um capilar de aco inoxidavel submetido a um potencial
de 4,8 kV. Um fluxo de ar co-axial ao spray conferiu pressao de 0,3 — 0,4 MPa
na injecdo das solucdes, auxiliando o processo de nebulizacao.

A interface entre o spray e o analisador de massa consiste em um
pequeno orificio cénico com 100 um de didmetro submetido a um potencial de
80 V. Uma “cortina” de gas na regido da interface, formada por um fluxo
continuo de N2 (0,8 — 1,2 L/min), previne a entrada de moléculas neutras no
espectrometro de massa e desfaz agregados de ions formados a presséo
atmosférica. O espectro de massa das proteinas foi obtido pela média de sinais
de multiplas observacfes. Cada observacdo foi adquirida ao longo de uma
relacdo massa/carga (m/z) variando de 800 — 1800, com intervalos m/z de 0,33
e tempo de permanéncia de 0,5 ms. O numero de cargas dos ions
multicarregados, o espectro de massa e a massa molar (MM) das proteinas
foram obtidos automaticamente utilizando computador Apple Macintosh e
software Sciex versao Mac Spec 3.2.

* Combinacdo HPLC/RP - ESI/MS

O efluente liquido oriundo de HLPC/RP foi divido por um conector em T

de forma que 15 % do fluxo foi injetado na fonte de ions em electrospray e o
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restante foi encaminhado ao detector UV. Esse arranjo permitiu o registro
paralelo dos sinais de UV e da espectrometria de massa.

Espécies ibnicas presentes na solucdo tampao poderiam suprimir o sinal
analitico durante o processo de ionizagdo em “electrospray” e
consequentemente diminuiriam a sensibilidade de HPLC/RP — ESI/MS. A fim
de solucionar esse problema, o eluente cromatografico foi desviado da fonte de
ions durante dois minutos apoés a injecao, de forma a obter completa eluicdo de
uréia e dithiotreitol presentes inicialmente nas amostras.

* Interpretacao dos resultados HLPC/RP — ESI/MS

A analise em ESI-MS foi conduzida em modo positivo. Nessas
condicbes, 0 espectro de uma proteina geralmente consiste de uma série de
ions multicarregados, aparecendo numa relagdo m/z = (MM + nX)/n com
intensidades distribuidas de forma Gaussiana; sendo n o numero de cargas
(normalmente os ions diferem em aproximadamente uma unidade de carga) e
X a massa do cation (H" é mais frequente que Na* e K*) (Léonil et al., 1995;
Pramanik et al., 2002). As cargas positivas sdo atribuidas a protonacédo de
residuos basicos de aminoacidos (Arg, Lys His) e a extremidade a-amino das
proteinas, todavia a protonacdo pode ocorrer com outros residuos de
aminoacidos como GIn ou Asn (Loo et al., 1990).

O espectrometro de massa foi testado imediatamente antes das
analises. Para isso, utilizou-se peptideo com MM de 1881,23 Da para estado
de carga simples, ou MM de 1881,50 para duplo estado de carga, ou seja, 0,25
Da de diferenca para cada estado de carga.

As ligacGes entre as MM obtidas por espectrometria de massa nesse
trabalho e o nome das respectivas moléculas de caseina foram baseada nas
publicacdes de Swaigood, 2003 e Eigel et al., 1984. Estes autores calcularam a
MM de cada caseina baseando-se na sequéncia primaria de aminoacidos.

3.2.2 Caracteristicas fisico-quimicas
3.2.2.1 Cor

A intensidade da coordenada L* foi mensurada em colorimetro

tristumulus Minolta chromameter CR-300 (Carrieres-sur-Seine, Franca). A

calibragéo foi realizada com placa de calibragdo Minolta (valores tri-estimulares
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padrao: Y = 92,4; x = 0,3161; y = 0,3325). L* definiu a posicdo da amostra no
eixo claro-escuro (Kneifel et al., 1992; Gaucher et al., 2007).

3.2.2.2 Turbidez

A turbidez ou densidade éptica (OD600) das suspensfes de caseinato
foi mensurada a 600 nm numa célula de 1 x 1cm utilizando espectrofotébmetro
KONTRON UVIKON 922 (Buckinghamshire, UK). Os valores apresentados sao
meédias de determinacdes sucessivas. Quando a OD600 foi superior a 1, as
amostras foram diluidas em agua destilada e o fator de diluicéo foi considerado
na apresentagéo dos resultados.

3.2.2.3 Distribuicdo de tamanho e potencial zeta

A distribuicdo de tamanho e o potencial Zeta (carga) foram mensurados
em granuldmetro Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire,
Reino Unido). As amostras foram diluidas dez vezes em ultrafiltrado de leite
obtido por membrana de 10 kDa e estabilizadas por 30 min a 25° C antes das
andlises. Baseado em experimentos anteriores, a viscosidade do ultrafiltrado
(meio dispersante) foi fixada em 0,99 x 10 Pa.s.

Distribuicdo do tamanho: o indice de refracdo do meio dispersante foi
fixado em 1,342 e o das micelas de caseina em 1,44. A distribuicdo do
tamanho foi determinada em triplicata, sendo que para cada replicata foram
realizadas 14 corridas em média.

Potencial zeta: as amostras foram submetidas a voltagem de 50 V e o
indice de refracdo do meio dispersante foi fixado em 1,342. A carga negativa
das caseinas foi determinada com base na mobilidade eletroforética. A
mobilidade eletroforética foi mensurada por um velocimetro a laser, baseado no
efeito Doppler, que é parte integrante do Zetasizer Nano ZS. Utilizando a
equacdo de Henry (Equacdo 5) foi possivel converter a mobilidade
eletroforética em potencial Zeta. A analise foi realizada em triplicata, sendo que

para cada replicata foram realizadas 17 corridas em média.

Ue =2 ¢ Cf (ka) (5), onde:
3n
Ue = mobilidade eletroforética
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€ = constante dielétrica do meio
¢ = potencial zeta
n = viscosidade do meio dispersante

f(Ka) = funcdo de Herny

3.2.2.4 Hidratacdo micelar

A hidratacdo das micelas de caseina foi calculada apos
ultracentrifugacdo das amostras a 100000 x g durante 1 h a 20 °C
(Ultracentrifuga Beckman L-8-55, Gagny, France). Os pellets obtidos foram
drenados, pesados, conduzidos a secagem a 103 °C durante 7 h e pesados
novamente. A hidratacdo micelar corresponde a diferenca entre as massas do
pellet antes e apds secagem, divida pela massa do pellet seco. O resultado €

expresso como g de agua por g de caseina (Gaucher et al. 2007).

3.2.2.5 Percentual de sedimentacdo das caseinas

O percentual de sedimentacdo das caseinas foi definido como a relacao,
expressa em porcentagem, entre a quantidade de material sedimentado e a
guantidade total de amostra sujeita a ultracentrifugagéao a 100000 x g durante 1

h a 20 °C (Ultracentrifuga Beckman L-8-55, Gagny, France).

3.2.3 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica foi definida como o tempo necessario ao
aparecimento de separacédo visual de fases huma temperatura critica, no caso
a 140° C. Para o teste de estabilidade térmica, 6 mL de amostra foram
colocadas e em tubos Pirex hermeticamente fechados, e foram aquecidas em

placa aquecedora com temperatura ajustada para 140° C.

4. Resultados e discusséo
4.1. Defosforilacdo por via enzimética

4.1.1 Caseinato de sédio e caseinato de calcio

Nesse trabalho, as suspensdes de caseinato de sodio e calcio foram

abreviadas para CN-Na e CN-Ca, respectivamente.

4.1.1.1 pH
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O pH da amostra CN-Na foi proximo ao pH da amostra controle ao longo
do tempo de incubacgéo (Figura 8), apresentando uma diferenca de somente
0,08 unidades no tempo 20 h. O pH da amostra CN-Ca diminui 0,2 unidades
logo apos a adicdo da solucdo de CaCl,. Essa diminuicdo esta ligada a forte
afinidade das caseinas por ions bivalentes, o que resulta numa troca entre ions
H* previamente associados as caseinas e ions calcio que foram adicionados a
suspensao de caseinato. (Gaucheron et al. 1996 e 1997). Posteriormente, o pH
do tratamento CN-Ca manteve-se estavel, com reducdo de 0,06 unidades no
tempo 20 h em relacdo a seu valor inicial (Figura 8). A estabilidade do pH em
ambas as amostras era esperada devido ao uso de solugao tampéo (Tris — HCI
15 mM). Nao foram encontrados estudos sobre o comportamento do pH em
funcdo do tempo de defosforilacdo devido, possivelmente, a utilizacdo de
solugdes tampdao para diluicdo de caseinato (Linden e Lorient, 1976; Bigham et
al., 1976; Lorenzen e Reimerdes, 1992; Hiller e Lorenzen, 2009).
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Figura 8 — Comportamento do pH em funcdo do tempo de incubacdo a 37° C
das amostras de caseinato de s6dio (CN-Na) (e) e caseinato de calcio (CN-Ca)

(m) tratadas fosfatase alcalina de bezerro, e CN-Na (controle) (A).

4.1.1.2 Concentracado de fosforo

A concentracdo de fosforo total (Pt) foi igual a 6,05 mM. Levando em
consideragcdo a concentracdo das principais caseinas no leite e suas

respectivas concentragcdes de aminoacidos fosforilados (Swaigood, 2003 e
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Eigel et al., 1984), a concentracdo teodrica de fosforo numa suspensdo de
caseinato a 25 g de caseina L™ é aproximadamente 6,5 mM. Porém, Ward e
Bastian (1998) observaram perda de grupos fosfatos durante os procedimentos
de fabricacdo de caseinato em pd. Logo, a concentracdo de fosforo em
suspensao de caseinato pode ser inferior a esperada.

A concentracao inicial de fésforo solavel (Ps) foi 0,67 mM (Figura 9A) e
pode ser considerada como de origem residual. A fabricacdo de caseinato é
baseada na precipitacdo das caseinas apos acidificacdo de leite desnatado a
pH 4,6. Depois da acidificagdo, o coagulo é submetido a sucessivas etapas de
dialise com que removem a fase soluvel do leite. Todavia, quando as etapas de
lavagem n&o sdo devidamente controladas, € possivel encontrar compostos
sollveis como lactose e fosfato em quantidades relevantes (Walstra, 2006).

A concentracdo de Ps em fungdo do tempo de incubacdo esta
apresentada na Figura 9A. E possivel observar uma rapida elevagdo da
concentracdo de Ps em ambas as amostras com FAL durante a primeira hora
de incubacéo. A concentracdo de Ps da amostra CN-Na aumentou ligeiramente
entre 1 e 2 h de incubacédo e depois estabilizou-se. Entretanto, a concentragéo
de Ps do tratamento CN-Ca manteve-se relativamente constante apds a
primeira hora de incubacdo. Uma elevada taxa de defosforilacdo durante os
primeiros 60 - 120 min de incubacado, seguida de estabilizacdo, foi observada
por varios autores independentemente do tipo de fosfatase (4cida ou alcalina)
(Zittle e Bingham, 1959; Bingham et al., 1976; Lorenzen e Reimerdes, 1992).
Bingham et al. (1976) apontam a retro-inibicdo de fosfatase como a causa do
término da defosforilacdo ap6s os 60 — 120 minutos iniciais. Lorient e Linden
(1976) argumentam que além da retro-inibicdo, ha impedimento estérico
causado pela agregacdo das caseinas, uma vez que esses autores
observaram que as caseinas isoladas sédo defosforiladas mais rapidamente que

as caseinas na forma de caseinato.
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Figure 9 — Concentracao de fésforo soltuvel (Ps) (A) e fésforo organico (Po) (B)
em funcdo do tempo de incubacdo das amostras de caseinato de sédio (CN-
Na) (e) e caseinato de calcio (CN-Ca) (m) tratadas fosfatase alcalina de bezerro
(m) e CN-Na (controle) (A).

A concentracdo de fosforo organico (Po) apresentou comportamento
necessariamente inverso a concentracao de Ps (Figura 9B), uma vez que no
caso de caseinato ela é obtida pela diferenca entre as concentracfes de Pt e
Ps. Ao considerar a concentragcao inicial de Po da amostra controle como
100%, observa-se que a defosforilagdo atingiu aproximadamente 56 % na
amostra CN-Na e 39 % na amostra CN-Ca ap6s 2 h de incubacdo. Ohmiya et
al. (1983) observaram uma influéncia negativa do calcio na defosforilacdo de
caseinato, a qual foi atribuida a um impedimento estérico causado pela

formacdo de um complexo entre Ca** e caseinas.

4.1.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (HLPC/RP)
acoplada a espectrometria de massa (ESI/MS) - HPLC/RP — ESI/MS
A analise em HPLC/RP — ESI/MS foi aplicada somente a amostra CN-Na

devido ao maior nivel de defosforilacdo. Foi observada uma diferenca média de
8,8 Da (~0,04%) entre a MM tedrica e a experimental das caseinas. Os perfis

cromatograficos das amostras controle de caseinato de sddio, sem incubacéo e
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incubada por 20 h, foram similares (Figura 10A e 10B). Foram identificadas k-
caseina A-1P com MM de 19047 Da (regido 1), k-caseina B-1P com MM 19016
Da (regido 2), as;-caseina B-8P com MM 23627 Da (regido 3), B-caseina A%-5P
com MM 23995 Da e B-caseina A'-5P com MM 24034 Da (regi&o 4).

A anadlise da amostra de CN-Na tratada com FAL mostrou que houve
protedlise das caseinas (Figura 10C). Somente foram identificados peptideos
com MM compreendida entre 2912 e 13506 Da. Na regido 1 foi observado um
pico contendo duas espécies que sugerem a atuacdo da fosfatase. As MM de
12616 e 12458 Da apresentam uma diferenca de 158 Da que pode originar-se
da perda de dois grupos fosfatos, pois ao usar ESI-MS, espera-se uma redugéo
de 80 Da na MM, para cada grupo fosfato removido (Hirschberg et al., 2004;
Molina et al., 2007). Contudo, diante da presenca de enzimas proteoliticas
contaminantes, ndo é possivel saber se essa diferenca é oriunda da

defosforilagcéo ou da protedlise ao acaso.
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Figura 10 — Perfil cromatografico de suspensdes de caseinato de sédio sem
incubacédo (Fig. 10A), incubada durante 20 h na auséncia de fosfatase alcalina
de bezerro (Fig. 10B), e durante 20 h na presenca de fosfatase alcalina de
bezerro (Fig. 10C).

Molina et al. (2007) utilizaram fosfatase acida de batata (Sigma, Saint
Louis, USA) para pesquisar o efeito da defosforilacdo em caseinato de sodio e
em padrdes de as; € B-caseinas. Os perfis cromatograficos e os espectros de
massa (HPLC/RP - ESI/MS) de as; e B-caseina foram complexos, com
protedlise evidente apds incubacdo a 37° C na auséncia de fosfatase por 1 a 8
h, contudo nao foi informado o tempo no qual foram obtidos esses resultados.
Porém, quando os mesmos substratos (padrbes de as; e B-caseinas) foram
adicionados de fosfatase e incubados nas mesmas condi¢cbes, curiosamente
ndo foi observado protedlise. O espectro de massa dessas amostras revelou
apenas a perda de grupos fosfatos. Nao foram apresentados resultados da
espectrometria de massa para o caseinato, 0 que nao permitiu a comparacao

com os resultados desse trabalho.

4.1.1.4 Turbidez (densidade 6ptica a 600 nm — OD600)

A turbidez de todas as amostras aumentou ao longo do tempo de

incubacdo, porém, a taxa de elevacdo foi diferente entre elas (Figura 11). A
turbidez da amostra CN-Ca tratada com FAL apresentou aumento pronunciado
na primeira hora de incubacdo, enquanto na amostra CN-Na tratada com FAL a
elevacdo foi mais intensa nas primeiras duas horas. Conforme demonstrado
anteriormente (item 4.1.1.2), a defosforilacdo das amostras CN-Ca e CN-Na
pela FAL ocorreu nos primeiros 60 e 120 min, respectivamente. Estes
resultados estdo de acordo com resultados de Ohmiya et al. (1983) sobre a
influéncia negativa do célcio na defosforilacédo, devido ao impedimento espacial
dos sitios de atuacdo das fosfatases. Porém, ndo € possivel afirmar que o
aumento da turbidez ,na presenca ou nao de célcio, esteja vinculado somente a
defosforilagdo, uma vez que a analise em HPLC/RP — ESI/MS demonstrou a

atuacdo de enzimas proteoliticas contaminantes.
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Log de OD600

Figure 11 — Log dos valores de turbidez determinados por densidade Optica a
600 nm em funcgéo do tempo de incubacdo das amostras de CN-Na (o) e CN-
Ca (m) tratadas FAL, e CN-Na (controle) (A).

4.1.2 Leite UHT desnatado
4.1.2.1 pH

Conforme demonstrado na Figura 12, os valores de pH de todas as
amostras permaneceram estaveis durante o periodo de incubacdo. As
amostras tratadas com FAL e FAC apresentaram ligeira queda no pH ao longo
do periodo de incubacao, entretanto essa queda foi inferior a 0,06 unidades no
tempo 20 h. O pH inicial do leite de 6,67 esta de acordo com dados

amplamente divulgados na literatura (Fox, 2003; Walstra, 2006).
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Figura 12 — Comportamento do pH em funcdo do tempo de incubagéo a 37° C
das amostras de leite esterilizado desnatado tratadas com fosfatase alcalina de

bezerro (m), fosfatase acida de batata (e) e controle (A).
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4.1.2.2 Concentracdo de fosforo

A concentracdo de P total do leite foi 27,5 mM e a de Pi foi 19,2 mM.
Ambas foram coerentes com a literatura (Fox e McSweeney, 1997; Holt e
Jenness, 1984). As amostras tratadas com FAL e FAC demonstraram
comportamento semelhante quanto ao aumento da concentracdo de Pi,
atingindo 22,6 e 22,4 mM, respectivamente, apds 20 h de incubacdo. A
amostra controle também apresentou aumento na concentracdo de Pi,
chegando a 20,4 mM (Figura 13A).

A concentracdo de Po é mostrada na Figura 13C. Considerando a
concentracdo inicial de Po do leite como 100 %, os percentuais de
defosforilagdo apds 20 h de incubacdo foram 31,9 % para a amostra tratada
com FAL, 36,9 % para a amostra tratada com FAC e 14,6 % para a amostra
controle. A diminuicdo da concentracdo de Po da amostra controle ndo era
esperada. Como nédo foram realizadas repeticdes ndo € possivel saber se essa

defosforilagcéo é real.
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Figura 13 - Concentracéo de fosforo inorganico (Fig. 13A), fosforo solavel (Fig.
13B) e fésforo organico (Fig. 13C) em funcdo do tempo de incubagdo das
amostras de leite esterilizado desnatado tratadas com fosfatase alcalina de

bezerro (m), fosfatase acida de batata (e) e controle (A).

Lorient e Linden (1976) empregaram fosfatase alcalina de leite, com MM
de 80 kDa, na defosforilagdo de caseinas sob a forma de micelas. As micelas
de caseina foram obtidas por ultracentrifugacdo do leite, seguida de
ressuspensdo do pellet em solucdo tampéo livre de fosfato. O percentual de
defosforilacéo foi 4,3 % ap0ds 2 h de incubacédo a 37° C. Os autores atribuiram o
baixo nivel de defosforilacdo a existéncia de pontes de fosfato de calcio
coloidal que dificultam o acesso das fosfatases aos residuos fosfosserinicos.
Esses autores descartaram a possibilidade da fosfatase alcalina ser
excessivamente grande para penetrar na micela com base nos resultados
apresentados por Ribadeau-Dumas e Gamier (1970), que demonstraram que a

Carboxipeptidase A, com massa molar de 40 kDa, conseguia remover
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quantitativamente residuos carboxilicos terminais das fracdes a, B, e k-
caseinas em micelas nativas.

A concentracdo de Ps das amostras tratadas com FAL e FAC aumentou
ao longo do periodo de incubacdo, enquanto que a concentracdo de Ps da
amostra controle manteve-se estavel (Figura 13B). Uma vez que a fase
continua do leite em pH 6,7 € saturada em fosfato de célcio (Holt, 2003), era
esperado que apods a hidrolise dos grupos fosfato pelas fosfatases, os mesmos
difudissem em direcdo a fase dispersa. Deste modo, embora discreto, o
aumento da concentracdo de fosforo na fase soluvel pode nado estar
relacionado a defosforilacdo e sim a liberacdo de peptideos ainda fosforilados.
Caso o aumento da concentracdo de Ps seja considerado de origem
proteolitica, os percentuais de defosforilacdo no tempo 20 h seriam reduzidos
para 26,9 % para a amostra tratada com FAL, e 31 % para a amostra tratada
com FAC.

4.1.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (HLPC/RP)
acoplada a espectrometria de massa (ESI/MS) - HPLC/RP — ESI/MS
A titulo de exemplo, sdo apresentados o espectro de massa obtido por

corrente total de ionizacédo (CTI) (Figura 14A) e o perfil cromatografico obtido
por UV (Figura 14B) da andlise de leite UHT desnatado incubado por 20 h a
37° C. Os perfis cromatograficos detectados por ambos os métodos foram
qualitativamente similares. A intensidade de alguns picos é diferente porque as
técnicas sdo baseadas em diferentes propriedades fisicas. A detec¢édo no UV é
sensivel a croméforos e ligacdes peptidicas absorvendo a 214 nm, ao passo
gque a espectrometria de massa € sensivel a diversas varidveis como
composicdo do solvente, numero de residuos basicos, condicbes de
dessolvatacdo no spray, etc (Bourcier et al., 1994; Léonil et al., 1995).
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Figura 14 - Analise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase
Reversa acoplada a espectrometria de massa de leite esterilizado desnatado
incubado durante 20 h a 37° C. Os picos cromatograficos (marcados de 1 a 6)
foram detectados por corrente total de ionizagéo (Fig. 14A) e por absorvancia
(Abs ou DO) no UV a 214 nm (Fig. 14B).

A andlise do perfil cromatografico e do espectro de massa de leite UHT
desnatado apresentou resultados similares para a amostra sem incubacéo e
para a amostra incubada por 20 h a 37° C na auséncia de fosfatases (Figura
15A e 15B, respectivamente). Embora as espécies identificadas sejam as
mesmas, 0s tempos de retencdo observados na segunda amostra injetada
foram mais curtos, fato que ocorreu em funcdo da mudanca no gradiente de
eluicao.

Nesse trabalho foi observada uma diferenca média de 6 Da (~0,02%)
entre a MM tedrica e a experimental das caseinas. As regides 1 e 6 das
Figuras 15A e 15B néo tiveram seus picos identificados por ESI/MS. A regido 2
apresentou um unico pico, no qual foram identificadas «k-caseina A-1P (MM
19046 Da) e k-caseina A-1P + lac, com MM igual a 19371 Da (aumento de 324

Da correspondente a uma molécula de lactose). A regido 3 apresentou dois
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picos, no primeiro pico foi identificada k-caseina B-1P (MM 19014 Da) e no
segundo k-caseina B-1P + lac (MM 19339 Da). Na regido 4, foram identificadas
duas espécies, as;-caseina B-8P (MM 23626 Da) e as;-caseina B-8P + lac (MM
23950 Da). Na regido 5 foram identificados trés picos, B-caseina A%-5P (MM
23995 Da), B-caseina A%5P + lac (MM 24318 Da) e B-caseina A'-5P (MM
24034Da).
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Figura 15 — Perfil cromatogréfico de leite esterilizado desnatado (Fig. 15A), leite
esterilizado desnatado incubado durante 20 h a 37 °C na auséncia de fosfatase
(Fig. 15B) e durante 20 h na presenca de fosfatase alcalina de bezerro (Fig.
15C) e fosfatase acida de batata (Fig. 15D).

As MM das formas nao lactosiladas de as;, B e k-caseina estao de

acordo com resultados de Farrel et al. (2004) e Bonizzi et al. (2009). O
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aumento de 324 Da nas MM das caseinas também foi observado por Scaloni et
al. (2002) em leite UHT e por Steffan et al. (2006) em caseinas aquecidas a 80°
C na presenca de lactose, e foi atribuido por ambos os autores a adicdo de
uma molécula de lactose via reacédo de Maillard.

Gaucher et al. (2008) averiguou o efeito da temperatura de estocagem
nas caracteristicas fisico-quimicas de leite UHT semi-desnatado. O perfil
cromatografico do leite UHT semi-desnatado recém processado foi semelhante
ao encontrado nesse trabalho. A regido 6 da Figura 15A e 15B desse trabalho
€ similar ao pico correspondente a B-lactoglobulina observado por esses
autores. Nenhum “pico” correspondente a a-lactoalbumina foi identificado em
ambos os estudos.

O tratamento do leite UHT desnatado com FAL demonstrou a atuacao
de enzimas proteoliticas (Figura 15C), ndo havendo identificacdo de k-caseina.
A regido 1 apresentou varios picos, com peptideos de MM entre 2109 e 7381
Da. Na regido 2, foram identificadas ag;-caseina B-8P (MM 23627 Da) e uma
espécie com MM de 23439, a qual ndo foi associada especificamente a
nenhuma caseina. Na regido 3 foram identificadas B-caseina A%-5P (MM 23995
Da), B-caseina A%-5P + lac (MM 23418 Da) e B-caseina A’-5P (MM 24031Da) e
ainda uma outra espécie com Mm 23658 Da que pode ser resultado da perda
de quatro grupos fosfatos de B-caseina A%-5P (diferenca de 337 Da).

O tratamento de leite UHT desnatado com FAC também demonstrou a
atuacdo de enzimas proteoliticas (Figura 15D). Na regido 1 foi possivel
identificar peptideos com Mm entre 4027 e 14296 Da. Um unico pico foi
observado na regido 2, correspondente a as;-caseina B-8P (Mm 23627 Da). A
regido 3 apresentou trés picos distintos, porém no primeiro deles néo foi
identificada nenhuma espécie. Nos outros dois picos foram identificadas [-
caseina A%-5P (Mm 23995 Da) e B-caseina A'-5P (Mm 24035Da). N&o foram
observados sinais de defosforilacdo por FAC.

Com base nos resultados apresentados para o tratamento de leite UHT
desnatado com FAL e FAC, sugere-se duas possibilidades para a
defosforilagdo de caseinas. Uma dessas possibilidades € que a MM das
enzimas FAL e FAC nao inviabilizaram seu acesso ao interior das micelas de
caseina e que o envolvimento dos residuos fosfosserinicos na formacédo de

fosfato de calcio coloidal ndo impediu a defosforilacdo. Contudo, apds verificar
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protedlise em ambas as amostras adicionadas de FAL e FAC, a defosforilacao
pode também ter ocorrido nos peptideos fosforilados liberados para fase

continua do leite.

4.1.3 Concluséo parcial — defosforilacdo por via enzimética

A falta de padronizacao na determinacéo do percentual de defosforilacéo
em estudos com fosfatase deve ser revista pela comunidade cientifica. A
grande maioria dos autores, que promoveram a defosforilacdo de caseinas,
determinou o percentual de defosforilagdo com base na concentracdo de
fésforo em precipitados obtidos por acidificacdo (Zittle e Bingham, 1959;
Yamuchi et al., 1967; Ohmiya et al., 1983; Li-Chan e Nakai, 1989; Van Hekken
e Strange, 1993 e 1994; Molina et al, 2007). Entretanto, as
concentragfes/proporcdes finais de acido foram arbitrarias e inferiores aquelas
preconizadas pela Federacdo Internacional de Lacteos para a determinacao de
nitrogénio nao protéico (NPN). Dessa forma, caso haja protedlise secundaria,
como observado nesse trabalho, a determinacdo da defosforilacdo pode nédo
ser precisa por ndo considerar a perda de fésforo na forma de peptideos ainda
fosforilados. Nesse contexto, a apreciagdo de propriedades funcionais (Pearse
et al., 1986; Lorenzen e Remerdes, 1992; Van Hekken e Strange, 1993 e 1994;
Hiller e Lorezen, 2009) pode ter seu valor cientifico prejudicado.

Ao examinar o perfil cromatografico e o espectro de massa (HPLC/RP —
ESI/MS) das suspensdes de caseinato e do leite, foi detectada protedlise em
todas as amostras incubadas com fosfatase. Tendo consciéncia que ambas as
fosfatases estavam contaminadas por enzimas proteoliticas, ndo justificaria
continuar o experimento de defosforilacdo, pois ndo poderiamos estimar
adequadamente o efeito da perda de fosfato nas caracteristicas das micelas de
caseina. Os resultados de hidratacdo micelar das amostras de leite UHT
desnatado ndo foram apresentados devido a essa constatacdo. Deste modo,
manteve-se 0 objetivo geral do trabalho, porém modificou-se a forma de

defosforilagdo, que passou a ser de origem quimica, por acidificacao.

4.2 Defosforilagéo por acidificagéo
Os resultados da defosforilacdo por via quimica sdo apresentados em

duas secdes. A primeira parte trata das caracteristicas fisico-quimicas gerais
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do leite, incluindo o efeito da acidificacdo sobre o equilibrio de minerais. A
segunda parte corresponde a caracterizacdo das amostras apos didlise,
liofilizacdo e ressuspensdo a 10 % (m/m). Nesta etapa, sdo elucidados os
efeitos da defosforilacdo sobre as caracteristicas fisico-quimicas gerais e
caracteristicas coloidais das amostras defosforiladas. O tempo de coagulacdo
térmica foi avaliado na segunda parte do trabalho. Todos os procedimentos

estdo descritos na Figura 7.

4.2.1 Caracterizacdo fisico-quimica do leite e distribicdo de minerais entre as

fases continua e dispersa durante a acidificacdo

As caracteristicas fisico-quimicas do leite, apresentadas na Tabela 7,
estdo em conformidade com literatura amplamente difundida na area (Fox e
McSweeney, 1998; Fox, 2003; Walstra, 2006; Fox, 2009).

Tabela 7 — Caracteristicas fisico-quimicas gerais do leite utilizado na

defosforilagdo por via quimica.

Caracteristicas Valores
pH 6,71
Proteinas totais (% m/m) 3,51
NCN x 6,25 (% m/m) 0,84
NNP x 6,19 (%om/m) 0,20
Ca total (mM) 32,51
P total (mM) 28,74
P inorganico (mM) 23,10
P organico (mM) 5,64

Em relacdo a amostra controle, a acidificacdo do leite a pH 6,10 causou
aumentos de 254 e 50,1 % na concentracdo de P e Ca soluveis,
respectivamente. Continuando a acidificacdo até pH 5,50, o0 aumento da
concentracdo de P solavel atingiu 56,7 %, enquanto o0 aumento da

concentracdo de Ca soluvel alcancou 130,5 % (Tabela 8).

Tabela 8 - Concentragédo de P e Ca soluvel de acordo com pH do leite. Os
respectivos percentuais de solubilizacdo de P e Ca também séo apresentados.
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P Ca

mM P solubilizacéo mM Ca solubilizacéo
solavel (%) soluvel (%)

pH 6,71 10,96 0 7,96 0

pH 6,10 13,75 25,4 11,95 50,1

pH 5,50 17,18 56,7 18,35 130,5

Esses resultados foram similares aos encontrados por Dalgleish e Law
(1989) e Brulé e Le Graet (1993) sobre a solubilizacdo do Ca e P em funcéo do
pH. Todavia, devido a relacdo nao-linear entre o pH e a solubilizacdo de Ca e
P, os resultados obtidos ndo foram apresentados na forma de gréfico, pois os
trés valores de pH analisados ndo sao suficientes para descrever tal relacéo.
Segundo Gaucheron (2004), os ions H*, biologicamente liberados ou
guimicamente adicionados, protonam espécies sollveis na fase continua, como
citrato e fosfato, favorecendo a formacdo de HCit e H,PO,. Essa mudanca
causa dissociacdo dos sais de fosfato de calcio, de forma que a fase continua
do leite deixa de estar saturada desse sal. Consequentemente, essas
mudancas induzem a difusdo do fosfato de célcio da fase dispersa em direcdo
a fase continua.

No processo de acidificacdo do leite, ha solubilizacdo de outros ions
além do P, como Ca, Mg e citrato (Le Graét e Gaucheron, 1999). Logo, o
processo de defosforilagdo aqui utilizado, pode ser igualmente chamado de
desmineralizacdo. Como o termo desmineralizacdo é mais apropriado para
explicar os fenbmenos descritos nesse experimento, ele sera doravante

utilizado.

4.2.2 Caracteristicas fisico-quimicas qgerais das amostras apos dialise,

liofilizacdo e ressuspensao a 10 % (m/m)

Os valores de pH das trés amostras foram similares apds a
ressuspensao a 10 % (m/m) (Tabela 9) e podem ser considerados normais
(Fox e McSweeney, 1998; Fox, 2003; Fox, 2009). Ao avaliar os percentuais de
matéria nitrogenada (proteinas totais, NCN, NPN), foi observado um aumento

de aproximadamente 10 % da concentracdo em relagcéo aos valores iniciais do
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leite (Tabela 9). Contudo, esse aumento da concentracdo nao alterou o pH das
amostras desmineralizadas, o que € atribuido ao poder tampéo do leite (Lucey
et al., 1993).

Tabela 9 — Valores de pH e matéria nitrogenada (total, NCN e NPN) das

amostras apos a desmineralizacgao.

LR*pH 6,71 LR* pH 6,10 LR* pH 5,50

pH 6,67 6,66 6,64

Proteinas totais (% m/m) 3,86 3,85 3,86
NCN x 6,25 (% m/m) 0,96 0,94 0,93
NNP x 6,19 (%om/m) 0,22 0,22 0,23

*LR = leite reconstituido a 10 % (m/m) apds didlise e liofilizagcdo das amostras
acidificadas a pH 5,50, 6,10 e 6,71 (amostra controle).

A composicdo em P e Ca das amostras desmineralizadas estao
apresentadas na Tabela 10. Apesar do aumento da concentracdo de sélidos,
as concentracdes totais de P e Ca diminuiram. Essa diminuicdo esté vinculada
ao aumento da solubilidade do fosfato de calcio a 4° C (Pierre e Brulé, 1981).
Schmitt et al. (1983) e Holt, (1995) descreveram aumento das concentracdes
de P e Ca soluveis de aproximadamente 10 % apos resfriamento do leite a 4° C
durante 48 h. Davies e Law (1983) observaram que o equilibrio inicial do
fosfato de calcio entre as fases sollvel e coloidal é restabelecido quando o leite
€ incubado por 18 h a 20° C. Porém como as amostras deste experimento
foram dialisadas por 65 h a 4° C e a liofilizacdo foi realizada em seguida, néo
houve condi¢cdes para que o fosfato de calcio solubilizado devido a baixa
temperatura retornasse para a fase dispersa.

Tabela 10 — Concentracdes total e soluvel de P e Ca do leite apds

defosforilagao.

P (mM) Ca (mM) [Ca/P]

Total Soltavel Coloidal Total Soltvel Coloidal coloidal

Amostras

LR* pH 6,7 27,49 12,60 9,25 28,63 8,35 20,28 219

LR* pH 6,1 25,71 12,37 7.70 24,49 8,14 16,35 212
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LR* pH 5,5 22,86 12,14 5,08 18,90 7,68 11,22 221

*LR = leite reconstituido a 10 % (m/m) apds didlise e liofilizagdo das amostras
acidificadas a pH 5,50, 6,10 e 6,71 (amostra controle).

Inicialmente, o objetivo da desmineralizacdo por via quimica foi remover
parcialmente o fosfato de célcio coloidal do interior das micelas de caseina.
Dessa forma € mais logico evidenciar os percentuais de desmineralizacdo com
base na reducdo das concentracfes de P e Ca coloidal apos as etapas de
didlise, liofilizacdo e ressuspensdo. Ao tomar a amostra controle como
referéncia, foi observada diminuicdo da concentragéo de P coloidal de 16,8 e
45,1 % e de Ca coloidal de 19,4 e 44,7 % para as amostras que foram
inicialmente acidificadas a pH 6,1 e 5,5, respectivamente.

Ja foi demonstrado que as micelas de caseina séo afetadas de diversas
formas pelo pH e pela temperatura. Quando o pH do leite € diminuido de seu
valor natural, o fosfato de calcio coloidal comeg¢a a se solubilizar (Van
Hooydonk et al., 1986; Chaplin, 1984). Sabendo-se que o fosfato de célcio
coloidal contribui significativamente para a manutencédo da integridade micelar
(Pyne e McGann, 1960; McGann e Pyne, 1960), a relacdo entre as
concentracbes molares de Ca e P coloidal ([Ca/P]c) € amplamente utilizada
para explicar fenbmenos que ocorrem com as micelas de caseina no leite (Holt
et al., 1986; Griffin et al., 1988, Dalgleish e Law, 1988 e 1989; Holt, 2004). A
relagdo [Ca/P]c do leite antes da desmineralizacdo foi 2,02, a qual esta dentro
da faixa de 2,03 + 0,05 descrita por Holt (2004). Porém, ao analisar a Tabela
10, é possivel constatar que as amostras desmineralizadas, inclusive a amostra
controle, mostraram uma relacao [Ca/P]c mais elevada que o leite.

Ambas as concentracdes de P e Ca sollveis apresentaram tendéncia de
diminuicdo em funcdo do avanco da desmineralizacdo. A explicacao para esse
fenbmeno ndo € evidente, e seriam necessarias repeticdes do experimento

para verificar a persisténcia desse comportamento.

4.2.3 Caracteristicas fisico-quimicas das amostras apos dialise, liofilizacdo e

ressuspensdo a 10 % (m/m)
4.2.3.1 Cor
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O leite desnatado é branco devido a dispersédo de luz pelas micelas de
caseina. Esse efeito é atribuido & dimenséo coloidal das micelas e a sua
elevada concentracao no leite (Holt, 2003; Horne, 2009). O valor L* da amostra
controle (70,35) esta em conformidade com a literatura disponivel (Phillips et
al., 1995; Gaucher et al., 2007, Faka et al., 2009). O valor L* da amostra
inicialmente acidificada a pH 6,1 e da amostra controle foram proximos (Tabela
11). Porém, a desmineralizacdo reduziu a brancura da amostra inicialmente
acidificada a pH 5,5 (valor L* de 60,95), de forma que essa amostra podia ser
visualmente distinguida das outras.

A diminuicdo da brancura do leite desnatado est4d associada a
desestruturacdo das micelas de caseina, por exemplo, quando o fosfato de
calcio coloidal é solubilizado pela adicdo de EDTA (Visser et al. 1986; Griffin et

al., 1988) ou quando uréia é adicionada ao leite (McGann e Fox, 2004).

Tabela 11 — Valores de L* das amostras de leite ap6s a desmineralizacao.

Amostras Valor L*
LR* pH 6,7 (pH 6,67) 70,35
LR* pH 6,1 (pH 6,66) 68,53
LR* pH 5,5 (pH 6,64) 60,94

*LR = leite reconstituido a 10 % (m/m) apds didlise e liofilizacdo das amostras
acidificadas a pH 5,50, 6,10 e 6,71 (amostra controle).

4.2.3.2 Distribuicdo de tamanho

A Figura 16 mostra uma uUnica populacdo de particulas para as trés
amostras. De acordo com a descricao de Fox (2008), essa populacdo pode ser
atribuida as micelas de caseina, uma vez que engloba particulas com diametro
variando de 50 — 500 nm.

O didmetro meédio da amostra controle foi 185 nm e o da amostra
inicialmente acidificada a pH 6,1 foi 182 nm. A amostra inicialmente acidificada
a pH 55 apresentou 0 menor diametro médio, de 171 nm. Apesar das
diferencas entre as amostras, os valores encontrados estdo de acordo com
varios trabalhos publicados, segundo os quais o diametro médio das micelas
pode variar de 120 a 200 nm (De Kruif, 1998; McMahon e McManus, 1998;
Dalgleish et al, 2004; Fox, 2008; McMahon e Oommen, 2008). Esses
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resultados indicam que a desmineralizagcdo né&o influéncia na distribuicdo de

tamanho e no diametro médio das micelas de caseina.

Distribui¢cdo de tamanho por Intensidade

[N
ol

Intensidade (%)
o

5 \\
0.1 1 10 100 1000 10000
Diametro (nm)
LR* pH 6,7 LR* pH 6,1 LR* pH 5,5

Figura 16 — Distribuicdo de tamanho das micelas de caseina de acordo com a
intensidade.

*LR = leite reconstituido a 10 % (m/m) apos dialise e liofilizacdo das amostras
acidificadas a pH 5,50, 6,10 e 6,71 (amostra controle).

4.2.3.3 Potencial Zeta

As cargas negativas das micelas de caseina estdo relacionadas a
presenca de grupos carboxilicos e acido sialico (dcido N-acetilneuraminico) na
parte c-terminal das moléculas de k-caseina (Horne, 2009). Segundo De Kruif e
Holt (2003) essas cargas conferem potencial zeta de aproximadamente -20 mV
e sdo essenciais a estabilidade das micelas.

A diminuicao do potencial zeta esta associada a adi¢cdo de céations, como
calcio (Dalgleish et al., 1984) e sddio (Huppertz e Fox, 2006), ao aumento da
concentracdo do leite (Huppertz e Fox, 2006), a hidrélise da k—caseina
(Gastaldi et al., 2003) e a acidificacdo (Visser et al., 1986). De acordo com
Horne (2009) a coagulacdo do leite por acidificacdo ocorre somente apos a
neutralizacdo das cargas negativas das micelas. Por outro lado, a remocao de
calcio ibnico do leite causa o aumento do potencial zeta (Grimley, H. J. et al.,
2010). A Tabela 12 apresenta os valores do potencial zeta das amostras
desmineralizadas.

Tabela 12 — Potencial Zeta das micelas de caseina apos a defosforilagao.
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Amostras Potencial zeta (mV)

LR* pH 6,7 (pH 6,67) - 15,3
LR* pH 6,1 (pH 6,66) - 14,3
LR* pH 5,5 (pH 6,64) - 13,9

*LR = leite reconstituido a 10 % (m/m) apds didlise e liofilizagdo das amostras
acidificadas a pH 5,50, 6,10 e 6,71 (amostra controle).

Foi observada uma tendéncia de diminuicdo do potencial zeta na medida
em que a desmineralizagdo foi mais intensa. Todavia, esses valores s&o
proximos entre si, e estdo abaixo do valor médio de — 20 mV, descrito por
Gastaldi et al., (2003), De kruif e Holt (2003), Rabiller-Baudry et al., (2005),
Bouzid et al.,, (2008). A diferenca entre os valores de potencial zeta
encontrados neste trabalho com os valores da literatura e a tendéncia de
diminuicdo do desses valores em funcdo da desmineralizacdo necessita de
repeticbes para ser confirmada, uma vez que esses valores foram préximos

entre si e com os dados da literatura.

4.2.3.4 Hidratacdo Micelar

As micelas de caseina sao estruturas altamente hidratadas devido a

alguns fatores como a caracteristica hidrofilica das fragdes caseinicas (Walstra,
2006), a elevada porosidade das micelas de caseina (Ribadeau-Dumas e
Garnier (1970) e a existéncia de uma camada superficial de k—caseina
carregada negativamente (Walstra, 1979). Contudo a hidratacdo micelar néo
apresenta valor Unico, encontrando-se valores entre 2 a 2,9 g H,O g caseina,
de acordo a com a técnica utilizada (Horne, 2009). Os valores de hidratacéo
micelar de todas as amostras foram similares (Tabela 13).

Tabela 13 — Hidratacdo micelar das amostras ap6s defosforilacéo.

Amostras g H,O/g de caseina
LR* pH 6,7 (pH 6,67) 2,36
LR* pH 6,1 (pH 6,66) 2,33
LR* pH 5,5 (pH 6,64) 2,34

*LR = leite reconstituido a 10 % (m/m) apos dialise e liofilizacdo das amostras
acidificadas a pH 5,50, 6,10 e 6,71 (amostra controle).
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Os valores de ~2,3 g H,O g* de caseina sdo préximos dos valores
encontrados por Philippe et al.,, (2005) e Gaucher et al. (2007), porém sé&o
inferiores aos valores encontrados por Gastaldi et al. (2003) e Guillaume et al.
(2004) e superiores aos valores encontrados por Visser et al. (1986). Segundo
Raouche et al. (2007) essas diferencas sdo ocasionadas pela utilizacado de
distintas combinacdes forca da gravidade/tempo/temperatura, assim como
pelas caracteristicas individuais das ultracentrifugas. A observacao da Tabela
13 permite sugerir que desmineralizacdo das micelas de caseina néo

influenciou os valores de hidratagdo micelar.

4.2.3.5 Percentual de sedimentacao

Ao analisar a Tabela 14, é possivel observar uma relacao negativa entre
a desmineralizacdo e a massa de caseinas sedimentaveis. A reducao relativa
do percentual de caseinas sedimentaveis foi de 22 % para a amostra
acidificada inicialmente a pH 6,1 e 53 % para a amostra acidificada inicialmente
apH 5,5.

Holt et al. (1986) observou que a didlise do leite contra solugcado tampéao
livre em fosfato e com a mesma concentracédo de calcio livre, forca idnica e pH
do leite, causa diminuicdo da massa de caseinas sedimentaveis. Os autores

atribuiram essa diminuicao a dissolucéo parcial das micelas de caseinas.

Tabela 14 - Percentual de caseinas sedimentaveis das amostras

defosforiladas.

Amostras Sedimentacgéao (%) Reducéao relativa** (%)
LR* pH 6,7 (pH 6,67) 8,10 0
LR* pH 6,1 (pH 6,66) 6,34 22
LR* pH 5,5 (pH 6,64) 3,83 53

*LR = leite reconstituido a 10 % (m/m) apos dialise e liofilizacdo das amostras
acidificadas a pH 5,50, 6,10 e 6,71 (amostra controle).
** A reducgdo relativa foi definida como o percentual de redugcdo da massa de

caseinas sedimentaveis em relagdo a amostra controle.

4.2 .4 Estabilidade térmica
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A estabilidade térmica € uma técnica importante para avaliar a
capacidade de o leite resistir a coagulacdo em temperaturas de esterilizagao.

Todas as amostras desmineralizadas foram estaveis por mais de 1 h a 140° C.

5. Conclusdes e perspectivas

A defosforilagdo de caseinas sob a forma de caseinato atingiu niveis
mais elevados que sob a forma micelar. Porém, a defosforilacdo por fosfatase
alcalina de bezerro em caseinato foi influenciada negativamente pela presenca
de 5 mM de célcio.

A defosforilacdo em leite esterilizado UHT desnatado por fosfatase
alcalina de bezerro e fosfatase &cida de batata ocorreu devido a duas
possibilidades plausiveis. Uma dessas possibilidades € que a MM das enzimas
FAL e FAC néo inviabilizaram seu acesso ao interior das micelas de caseina e
gue o envolvimento dos residuos fosfosserinicos na formacao de fosfato de
calcio coloidal ndo impediu a defosforilacdo. Contudo, apés verificar protedlise
em ambas as amostras adicionadas de FAL e FAC, a defosforilagdo pode
também ter ocorrido nos peptideos fosforilados liberados para fase continua do
leite.

Foi demonstrado que as fosfatases utilizadas nesse estudo estavam
contaminadas por enzimas proteoliticas. Tal contaminacdo ndo permitiria o
conhecimento preciso das consequéncias da defosforilacdo sobre a
organizacdo estrutural das micelas de caseina e sobre as propriedades
funcionais de produtos lacteos. Esta constatacdo levou ao fim dos
experimentos com fosfatase.

Os resultados da desmineralizacao das micelas de caseina indicam que
as caracteristicas como potencial zeta, tamanho médio, distribuicdo de
tamanho e hidratacdo micelar ndo foram influenciadas. Por outro lado a cor e 0
percentual de caseinas sedimentaveis diminuiram com o0 avango da
desmineralizagcdo. Esses resultados sugerem que, nas amostras
desmineralizadas, as caseinas estavam presentes como uma mistura de
caseinato e micelas de caseina. A medida que a desmineralizacdo foi mais

intensa, a proporcao de micelas diminuiu.
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As propriedades funcionais de produtos lacteos fabricados a partir de
leite contendo caseinas sob as formas de micelas e caseinato ainda nao foi
estudada. Deste modo, os resultados encontrados nesse trabalho abrem
horizonte para a busca de produtos lacteos com caracteristicas inovadoras. A
alteracdo das propriedades reolégicas de geéis obtidos por coagulacdo &cida
e/ou enzimética, e a capacidade de formacdo e estabilidade de espumas e

emulsdes sdo possibilidades interessantes a serem estudadas.
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