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ANDRE, V. A. R. Modificagées na estrutura tridimensional da lactoferrina
bovina induzidas por alta pressao. 2009. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia

e Tecnologia do Leite) Universidade Norte do Parana, Londrina.

RESUMO

A lactoferrina (Lf) € uma glicoproteina ligadora de ferro presente em
varias secregdes como o leite, lagrima e saliva. E um mondmero de 76 kDa que
possui dois sitios de ligagao a ferro. Muitas fungdes bioldgicas s&o atribuidas a
Lf como resposta imune e atividade antimicrobiana. Alguns estudos recentes
demonstram que a alta temperatura, quando aumentada gradativamente, leva
a mudangas na estrutura secundaria e terciaria da Lf. Contudo, quando a
temperatura era aumentada rapidamente (pasteurizagdo) ocorriam alteragoes
somente na estrutura terciaria. Nesse estudo, o objetivo foi averiguar o efeito
da alta pressao e baixa temperatura na estrutura da lactoferrina bovina (bLf).
Para este fim, utilizamos a alta pressao hidrostatica (APH), baixa temperatura e
uréia para causar mudancas na bLf e assim obter dados que revelem mais
detalhes a respeito do seu processo de desnaturacdo. As mudancgas
conformacionais foram monitoradas utilizando-se técnicas espectroscopicas
como dicroismo circular (CD) e espectroscopia de fluorescéncia. Inicialmente o
ponto final de desnaturacao foi acessado com 8M de uréia sendo que essas
mudancas foram monitoradas pela emissao de fluorescéncia dos triptofanos
presentes na molécula. Nossos resultados mostraram também que a aplicagao
gradual da alta pressao hidrostatica levou a desnaturagdo parcial menos
drastica da bLf, quando comparada a desnaturagao por uréia. Contudo, quando
a pressao era aplicada rapidamente, a mesma variagao s6 era alcangada com
a amostra incubada sob alta pressao por 2 horas. O entendimento dos efeitos
da alta pressao e baixa temperatura na bLf se faz muito importante uma vez
que esse meétodo de esterilizacdo comercial tem crescido muito nas ultimas
duas décadas. Além disso, € fundamental o efeito desses agentes fisicos na
estrutura da bLf em virtude dela ser a proteina mais importante do soro do leite

devido seu papel bioldgico.

Palavras-chave: lactoferrina, soro do leite, alta pressdo, desnaturacgao,
esterilizacao.



ANDRE, V. A. R. Structural changes on tridimensional structure of bovine
Lactoferrin induced by high pressure. 2009. Dissertacdo (Mestrado em
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ABSTRACT

Lactoferrin (Lf) is an iron-binding glycoprotein present in several secretions
such as milk, tear and saliva. It is a 76 kDa monomer that has two sites for iron
binding. Many biological functions are related to Lf, like immune response and
antimicrobial activity. Some recent study has demonstrated that low
temperature increase could cause several changes on Lf secondary and tertiary
structures. On the other hand, when temperature is increase rapidly
(pasteurization), changes occurred only on tertiary structure. In this study, our
main goal was to verify the effects of high pressure and low temperature on
bovine lactoferrin (bLf). To this goal we have been use high hydrostatic
pressure (HHP), low temperature and urea to promote structural changes and
to obtain some data to reveal more details about its denaturation process.
Conformational changes were monitored using spectroscopic techniques such
as circular dichroism (CD) and fluorescence spectroscopy. The ending point of
the denaturing was accessed using 8M urea where the changes are monitored
by tryptophan fluorescence emission. Also, our results shown that the gradual
pressure increasing leads a partial bLf denaturing, less drastic if compared with
urea. However, when pressure was increased rapidly, the same change on
tryptophan fluorescence emission was accessed only by incubation of bLf under
high pressure for two hours. The understanding of the high pressure and low
temperature effects on bLf becomes very important, once this method of
commercial sterilization has increased in the last two decades. Also, the effects
of physical agents on bLf structure are very important since this protein has

emerged as the most important protein in whey due its biological role.

Key words: lactoferrin, whey, high pressure, denaturing, sterilization.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Representagédo esquematica da estrutura 3D da lactoferrina bovina....... 26
Figura 2 — Sistema de Alta Pressdo Hidrostatica .................uuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 33
Figura 3 — Espectro de emisséo de fluorescéncia do triptofano...........ccccceeeeeeiinnnns 37
Figura 4 — Grau de exposicao dos triptofanos presentes na estrutura da
lactoferrina DOVING ... oo 37
Figura 5 — Espectros de dicroismo circular de componentes da estrutura
secundaria de ProteiNAS...........ciiiiiiiii et eaa 38
Figura 6 — Efeito da uréia na lactoferrina bovina acompanhada pelas mudancas
no microambiente dos triptofanos .........oooiiiiiiii i 44
Figura 7 — Efeito da uréia na estrutura secundaria da lactoferrina bovina
acompanhada por diCroiSMO CIFCUIAN ........cccoeiiiieeiiee e 45
Figura 8 — Efeito da pressdo na lactoferrina bovina acompanhada pelas
mudancas no microambiente dos triptofanos.............cccccceeeiiic, 47
Figura 9 — Efeito do tempo na desnaturagéo por presséo da lactoferrina bovina
acompanhada pelas mudangas no microambiente dos triptofanos........................... 48
Figura 10 — Efeito do tempo na desnaturagdo por pressdo da lactoferrina
bovina acompanhada pelas mudancgas no microambiente dos triptofanos ............... 50
Figura 11 — Efeito do tempo na desnaturagdo por pressdo combinada a uréia
da lactoferrina bovina acompanhada pelas mudangas no microambiente dos
LU 01 0] =1 aTo 1= TSP 51
Figura 12 — Efeito da baixa temperatura na lactoferrina bovina acompanhada

pelas mudangas no microambiente dos triptofanos ... 52



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Composicado do leite..........oueeiiiiieiiiieeiiinnnnnnn.

Tabela 2 — Proteinas do leite bovino .......ccveevivieieiean...

Tabela 3 — Propriedades das proteinas do soro do leite



3D
APH
apo-Lf
Asp
bLf
CD
DNA

EMBRAPA

HHP
His
HIV
holo-Lf

HTST

Igs
kDa
Lf

LPS
MAPA
pH
RIISPOA

Trp
Tyr
u.v
UHT

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Tri dimensional

Alta pressao hidrostatica

Lactoferrina n&o ligada a ferro

Acido Aspartico

Lactoferrina bovina

Dicroismo circular (“Circular Dichroism”)

Acido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid)

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Alta Pressao Hidrostatica (High Hydorstatic Pressure)
Histidina
Virus da imunodeficiéncia humana (“Human immunodeficience virus”)

Lactoferrina ligada a ferro
Alta Temperatura em Curto Tempo (High Temperature Short Time)

Imunoglobulinas

Kilo Dalton

Lactoferrina

Lipopolissacarideos

Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
Potencial hidrogenidnico

Regulamento de Inspecédo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal

Triptofano
Tirosina
Ultra-violeta

Temperatura ultra-alta (“Ultra high temperature”)



SUMARIO

LRI =T 510 [0V X 13
73 0)= | = 1 VL0 Y- OSSN 16
2.1 OBJETIVO GERAL ..ot ee e e eeeeeeeens 16
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS ... 16
3 FUNDAMENTAGAO TEORICA ..o eeeeeeeee e seee s seeneeeens 17
T 11 1 1 OSSN 17
3.1.1 COMPOSICAO ..ot s e e ee s ee s 18
3.1.2 PROCESSAMENTO . ... oot ee e e eeeeeens 21
3.2 0 SORO DO LEITE c...vtveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeeseseeesseeseeseeseaseeseeeseseeseeseseeesensens 23
3.3 A LACTOFERRINA BOVINA .....oooeoeeoeeeeeeeeeeeeeee e eeee e seese e e eseeeeesseseeeeeesees 25
3.4 ALTA PRESSAO HIDROSTATICA E BAIXA TEMPERATURA NAS

PROTEINAS ..ot e e et e e e s e e ee e 28
3.5. A UTILIZACAO DA ALTA PRESSAO HIDROSTATICA NA INDUSTRIA........... 33
3.6 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA ......vooveeeeeee s seeseenens 36
3.7 DICROISMO CIRCULAR ..o eneeeeese e eeeeeens 38
F 13 ) 0Y0] Mo Y NP 39
4.1 PRESSAO HIDROSTATICA E TERMODINAMICA ..o 39
4.2 MEDIDAS ESPECTROSCOPICAS .....covveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeseeeeesessees e ssesseeee 40
4.2.1 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA ..o ereeeeeeen 40
4.2.2 DICROISMO CIRCULAR NO UV-DISTANTE .....voovoeeeeeeeeee e 41
5 RESULTADOS E DISCUSSAO.......oeoeeoeeeeeeeee e eeeeeee e eeeeeee s 42
B CONCLUSAO ... eeee oo 53

T REFERENCIAS ... e, 55



13

1 — INTRODUGAO

O leite é um produto de grande importancia nutricional, pois seus nutrientes e os
seus derivados, como o queijo e o iogurte, colaboram para um desenvolvimento
saudavel e diminuem o risco de doencas, sendo componentes importantes e
indispensaveis de uma dieta equilibrada e nutritiva. Além de conferir suporte para o
crescimento e desenvolvimento infantil, constituem seu alimento basico nos primeiros
meses de vida.

A partir do século XIX, diversos desenvolvimentos tecnolédgicos foram aplicados
ao leite de consumo até caracterizar seu mercado atual. Novos tratamentos térmicos,
novas embalagens, novos sistemas de transporte e outras tecnologias, permitiram que
o leite antes consumido sem nenhum tipo de tratamento, direto da vaca, pudesse
chegar ao consumidor, em 6timas condi¢bes de consumo e armazenamento, seguro,
com maior durabilidade, diferentes teores de gordura, quantidades de vitaminas,
sabores, nutrientes etc.

Os principais componentes do leite sdo a agua, carboidratos, lipidios, proteinas,
sais minerais e vitaminas, onde os elementos soélidos representam aproximadamente
12 a 13% do leite e a 4gua, aproximadamente 87%. O leite €, portanto, um alimento de
grande importancia na alimentagcdo humana devido o seu elevado valor nutricional. O
leite contém dois grandes grupos protéicos, as caseinas e as proteinas do soro, que
diferem estrutural e funcionalmente. As proteinas do soro correspondem a 20% do total
protéico do leite de vaca, e representam uma excelente fonte de proteinas com
importante atividade biologica e de alto valor nutricional devido serem ricas em
aminoacidos essenciais. Dos 20% das proteinas do soro, 70 - 80% correspondem as
proteinas a-lactoalbumina e B-lactoglobulinas. A outra parte é composta
imunoglobulinas  (Igs), glicomacropeptideos, albumina do soro, lactoferrina,
lactoperoxidase e algumas enzimas.

Dentre as mais variadas e ainda pouco estudadas funcionalidades das proteinas
do soro podemos destacar algumas como: atividade antioxidante, atividade

antibactericida e antiviral, modulacao da atividade do sistema imune.
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A lactoferrina (Lf) € uma glicoproteina ligadora de ferro pertencente a familia
da transferrina e € encontrada em diversas secre¢des como o leite, a lagrima, a saliva
e tem se mostrado como a mais importante proteina do soro do leite devido sua
atividade antimicrobiana, e entre outras fungdes atribuidas tais como imunomodulagao,
regulagdo do crescimento celular, fungdo antitumoral, atividade antioxidante e
antiinflamatério. O leite € a mais abundante fonte de Lf, sendo que o colostro humano
contém mais de 7 g/L desta proteina. A concentragdao da Lf no sangue é normalmente
cerca de 1 pyg/mL, embora possa aumentar para mais de 200 pg/mL durante um
processo inflamatario.

Uma vez que a Lf possui inumeras fungdes bioldgicas € necessario um
melhor entendimento sobre sua dinamica estrutural, a fim de que seja possivel

correlaciona-la com cada uma de suas fungdes.

A pressao hidrostatica é uma ferramenta poderosa para estudar o
enovelamento de proteinas bem como sua dindmica e a estabilidade. Recentemente,
as técnicas da pressao abriram um caminho importante para ajudar a compreensao de
como os polipeptidios enovelam-se. Os estudos cinéticos sob pressao proporcionam
uma detalhada avaliacdo e compreensdo do processo de enovelamento protéico. A
utilizagdo de altas pressdes hidrostaticas tem inumeras vantagens sobre outros
métodos, pois além de promover mudangas estruturais menos drasticas, ndo alteram
quimicamente a amostra, o que seria altamente indesejavel, pois a pressao apenas
altera o volume do sistema. Esta caracteristica contrasta com as perturbagdes da alta
temperatura e os agentes desnaturantes, cujos efeitos dependem dos varios fatores.
Um aumento na temperatura produz mudangas simultaneas na energia e no volume

total.

A utilizacdo da pressdo combinada com baixa temperatura é uma o6tima
estratégia para causar mudancgas na estrutura da bLf uma vez que a pressédo permite
que se alcancem temperaturas abaixo de zero sem haver congelamento, uma vez que
sob pressdo o comportamento fisico da agua é diferente daquele a pressdo. Quando
uma solucdo de proteina é pressurizada, a proteina € desnaturada reversivel ou

irreversivel dependendo da natureza da proteina e da pressao aplicada. Isto acontece
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por causa das ligacbes nado covalentes (ponte de hidrogénio, ligagbes ibnicas e
ligacdes hidrofébicas) que sédo destruidas ou formadas, correspondendo a diminui¢cao

no volume do sistema.

O uso mais frequente da HHP no processamento de alimentos tem sido a
esterilizacdo comercial, com consequente prolongamento da vida-de-prateleira. Essa
tecnologia permite varias aplicagcdes para a industria de alimentos como, desnaturacéo
de proteinas e enzimas, redugdo da temperatura de congelamento e de
descongelamento, extragdo de substancias organicas e controle de rea¢des quimicas e

sinteses organicas.
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2 - OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

- Verificar o efeito da alta presséo e baixa temperatura na estrutura da lactoferrina

bovina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Verificar mudancas nas estruturas terciaria e secundaria da lactoferrina bovina
através de espectroscopia de fluorescéncia e dicroismo circular (CD).

- Avaliar as mudangas nas estrutura da lactoferrina bovina quando submetida a
alta pressao.

- Verificar mudangas na lactoferrina bovina durante o processo de abaixamento
da temperatura.

- Observar o efeito da uréia na desnaturagcao da lactoferrina bovina.
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3 - FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 LEITE

O leite € um produto de grande importancia nutricional, pois seus nutrientes e
0s seus derivados, como o queijo e o iogurte, colaboram para um desenvolvimento
saudavel e diminuem o risco de doencas, sendo componentes importantes e
indispensaveis de uma dieta equilibrada e nutritiva. Além de conferir suporte para o
crescimento e desenvolvimento infantil, constituem seu alimento basico nos primeiros
meses de vida (SGARBIERI, 2004).

A origem do leite de consumo no Brasil esta intimamente ligada a exploragao
do gado trazido durante o periodo de colonizagdo. O gado foi utilizado primeiramente
como forga de trabalho nos engenhos de cana de agucar e posteriormente a pecuaria
de corte se desenvolveu em regides como Goias e o Sul do pais. Até meados do
Século XIX o consumo de leite teve carater secundario, com poucas vacas sendo
mantidas para essa atividade. A pequena disponibilidade do produto impediu que o
consumo de leite se tornasse um habito naquela época.

A partir de entdo, diversos desenvolvimentos tecnoldgicos foram aplicados
ao leite de consumo até caracterizar seu mercado atual. Novos tratamentos térmicos,
novas embalagens, novos sistemas de transporte e outras tecnologias, permitiram que
o leite antes consumido sem nenhum tipo de tratamento, direto da vaca, pudesse
chegar ao consumidor, em 6timas condigbes de consumo e armazenamento, seguro,
com maior durabilidade, diferentes teores de gordura, quantidades de vitaminas,
sabores, nutrientes e etc. (ALVES,2001)

Nos ultimos cinco anos da década de 90 a produgado brasileira de leite
cresceu em média 4% ao ano. A informalidade aumentou no periodo pois o leite sem
inspecao oficial cresceu 6,53%. No mesmo periodo, a participagdo do volume de leite
importado na oferta total variou de 14,8%, em 1995, até 8,4%, em 2000, sendo a menor

participacao dos ultimos cinco anos.
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No ano de 2000, do leite ofertado formalmente, incluindo as importacées,
50% foi destinado a leite de consumo, sendo 12% leite pasteurizado, 26% leite longa
vida e 12% leite em p6 de consumo. Lamentavelmente, as vendas de leite “in natura”
continuaram elevadas mantendo-se em quase 2 bilhdes de litros, nesse mesmo ano
(ABLV, 2000)

3.1.1 Composicao

O leite, por definicdo do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), é o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condigdes de
higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas.

Os principais componentes do leite sdo a agua, carboidratos, lipidios,
proteinas, sais minerais e vitaminas, onde o0s elementos sdlidos representam
aproximadamente 12 a 13% do leite e a agua, aproximadamente 87% (Tab. 1)
(ANTUNES, 2003). O leite €, portanto, um alimento de grande importancia na

alimentacdo humana devido o seu elevado valor nutricional.

Tabela 1: Composicao do leite.

COMPONENTES PRINCIPAIS COMPOSIGAO MEDIA
Agua 87,0%
Sélidos Totais 13,0%
Gordura 3,9%
Proteinas 3,4%
Lactose 4,8%
Minerais 0,8%

Fonte: Adaptado de ANTUNES, 2003.

O componente que existe no leite em maior quantidade é a agua, onde se
encontram dissolvidos, suspensos ou emulsionados o0s demais componentes

(carboidratos, lipidios, sais minerais, vitaminas e proteinas) (PEREIRA et al., 2001).
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A lactose, sendo o principal carboidrato do leite, é responsavel pelo gosto
adocicado. Sua concentracdo no leite € de aproximadamente 5%, sendo um dos
elementos mais estaveis do leite. Além da lactose, podem ser encontrados no leite
outros carboidratos, como a glicose e a galactose, mas em pequenas quantidades
(GONZALEZ, 2001).

A gordura do leite esta presente na forma de pequenos glébulos, suspensos
na fase aquosa. Cada globulo € envolvido por uma camada formada por um
componente da gordura denominado fosfolipidio, que forma uma membrana impedindo
a unido de todos os glébulos. O componente lipidico do leite € formado por uma
complexa mistura, sendo os trigliceridios os mais importantes e mais abundantes
lipidios, cuja concentragéo € de 98% em relacédo aos outros lipidios que existem no
leite (GONZALEZ, 2001). A gordura é o constituinte que mais sofre variagdes em razéo
da alimentacéao, raca, estagdo do ano e periodo de lactagdo, podendo variar de 3,5 e
5,3% (PEREIRA et al., 2001).

Os principais minerais encontrados no leite sdo calcio e o fésforo, e em
menor quantidade potassio, cloro, magnésio e sodio. A agao fisioldgica dos diferentes
sais do leite é importante, principalmente do fosfato de calcio, na formacao de ossos e
dentes. O leite € uma fonte excelente da maioria dos sais minerais necessarios para o
desenvolvimento dos individuos (EMBRAPA, 2008).

O leite € uma importante fonte de vitaminas, onde se pode encontrar todas
as vitaminas conhecidas, apesar de estarem em concentracbes muito baixas
(PEREIRA et al., 2001). As vitaminas A, D, E e K estdo associadas com a gordura,
enquanto outras associam-se com a parte aquosa. Dentre as ultimas, estdo as do
complexo B e a vitamina C. A concentragao das vitaminas lipossoluveis é dependente
da alimentagao do gado, exceto a vitamina K. Essa, como as vitaminas hidrossoluveis,
é sintetizada no trato digestivo dos ruminantes (PEREIRA et al., 2001).

As proteinas do leite representam entre 3 a 4% dos sdélidos encontrados no
leite, e sdo elas juntamente com os glébulos de gordura que dao ao leite a cor
esbranquigada opaca. O leite contém dois grandes grupos protéicos, as caseinas e as
proteinas do soro, que diferem estrutural e funcionalmente. A fracdo caseica compde

aproximadamente 80% do total das proteinas do leite de vaca, e atua como carreadora
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de minerais como calcio, zinco, cobre, ferro e ions fosfato. A importancia industrial da
caseina esta principalmente na fabricacédo do queijo (EMBRAPA, 2008). As proteinas
do soro correspondem a 20% do total protéico do leite de vaca, e representam uma
excelente fonte de proteinas com importante atividade biolégica e de alto valor
nutricional devido serem ricas em aminoacidos essenciais. Dos 20% das proteinas do
soro, 70 - 80% correspondem as proteinas a-lactoalbumina e B-lactoglobulinas. A outra
parte € composta imunoglobulinas (lgs), glicomacropeptideos, albumina do soro,
lactoferrina, lactoperoxidase e algumas enzimas (Tab. 2) (ANTUNES, 2003;
KORHONEN et al., 1998).

Tabela 2: Proteinas do leite bovino.

COMPONENTES % TOTAL % SORO
Caseinas 80 -
Caseinas a1 36 -
Caseinas a 2 9 -
B-Caseina 21 -
k-Caseina 12 -
A -Caseina 4 -
Soro 20 -
B-Lactoglobulina 10 50
a-Lactalbumina 4 20
Imunoglobulinas 2 10
Albumina do Soro 1 5
Lactoferrina - 1-2
Lactoperoxidase - 0,2
Lisozima - 0,1

Fonte: Adaptado de ANTUNES, 2003.
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3.1.2 - Processamento

No Brasil, até o inicio do século XX, o leite era consumido sem nenhum tipo
de tratamento podendo, por isso, causar uma série de doengas aos consumidores. O
transporte do leite que era feito pelos escravos, em latdes, passou a ser feito pelos
vaqueiros que o produziam nas periferias das cidades. Entregue diretamente ao
consumidor, tinha um curtissimo prazo de validade.

Mesmo com o crescimento das cidades, no inicio do século XX, e com o
distanciamento dos produtores de leite, da zona urbana consumidora, o leite ainda era
entregue de porta em porta, transportado em latdes, trazidos pelas carrocinhas
puxadas por cavalos (ALVES, 2001).

A partir da década de 20, algumas industrias para beneficiamento e
distribuicdo de leite comegam a surgir, oferecendo aos consumidores leite tratado pelo
processo de pasteurizagdo lenta (30 minutos a temperatura maior que 60 °C),
tecnologia que surgia no pais. O leite era engarrafado em frascos de vidro retornaveis.
Tal avango proporcionava ao consumidor um produto seguro, com prazo de validade
maior do que o leite entregue pelos vaqueiros (ALVES, 2001).

As primeiras empresas processadoras de leite dedicavam-se a producéo de
queijo, com tecnologia bem rudimentar. Em 1918 surge no Brasil a primeira fabrica de
leite em pd, sendo o produto comercializado principalmente para outras industrias
como insumo ou ingrediente. Em 1920, inicia-se a produgao de leite condensado.
(MEIRELES, 1983)

Durante muito tempo, mesmo nas grandes cidades como Sao Paulo, o leite
pasteurizado era ofertado simultaneamente ao leite sem nenhum tipo de tratamento.
Somente em 1939 o governo do Estado de Sdo Paulo decreta que todo o leite
distribuido a populagdo deveria ser obrigatoriamente pasteurizado. Neste mesmo
decreto sdo definidos, pela primeira vez, os tipos de leite pasteurizado: A, B e C. Esta
determinagdo posteriormente seria estendida a todo pais com a publicacdo do
Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA), em 1952 (ALVES, 2001).
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Em 1940, outras exigéncias passam a ser feitas na comercializagao do leite
pasteurizado. As garrafas de vidro deveriam possuir fecho inviolavel, além de trazer a
marca da empresa e a data de validade. O consumidor passa a ter acesso ao leite com
padréo conhecido e maior confiabilidade(ALVES, 2001).

Apos 1940 a pasteurizagao lenta passa a ser substituida pela pasteurizagao
rapida (HTST - alta temperatura em curto tempo) que consiste em elevar a temperatura
do leite de 72 a 76 °C por 15 a 20 segundos, seguida de rapido resfriamento. A maior
rapidez do processo veio facilitar as operacdes industriais. Este avanco, que levou ao
aumento da produtividade das empresas, poderia significar uma melhoria na
lucratividade das mesmas. Entretanto, a intervengao do governo no setor, a partir de
1945, modificaria este quadro (MEIRELES, 1983).

O tabelamento do leite iniciado em 1945 no Rio de Janeiro, que se estendeu
a todo pais desde entdo, durou quase cinquenta anos. Todavia, ao contrario do
propodsito declarado pelo governo federal, o tabelamento que fixava pregos e margens
ao produtor, usina e consumidor ndo estimulou a producao de leite, nem tampouco a
regularizagdo do abastecimento, mas acabou inibindo o desenvolvimento do setor. As
margens estreitas das usinas n&o impediram, no entanto, que ocorresse algum
desenvolvimento tecnolégico. Na década de 60 uma nova tecnologia é langada no
mercado de leite fluido: a embalagem descartavel. A primeira tentativa foi a embalagem
cartonada revestida de polietileno em formato tetraédrico, principalmente para o leite
tipo B. Mas € no final dos anos 60 que as embalagens descartaveis ganham destaque
no setor de leite fluido, com o lancamento do leite tipo C em sacos de polietileno
(MEIRELES, 1983).

Nos anos 70 todo o leite pasteurizado passa a ser envasado em embalagens
descartaveis. Consumidores e industrias ganham com a reducdo das operagdes de
recolhimento e higienizacdo das embalagens retornaveis. Além disso, o segmento das
industrializadoras passa por um processo de grandes inovagdes, como o langamento
dos iogurtes e sobremesas lacteas em embalagens descartaveis e bastante atrativas.

Em 1972, é lancado no Brasil o leite submetido a um novo tipo de tratamento
térmico: a ultra pasteurizacédo. Neste processo, a temperatura do leite é elevada a 130—

150 °C por 2 a 4 segundos. Como resultado elimina-se do leite ndao apenas os
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microrganismos patogénicos, mas todos aqueles também responsaveis pela
deterioracéo do produto. O consumidor passa a ter acesso a um produto seguro, com
extenso prazo de validade e que pode ser armazenado a temperatura ambiente
(MEIRELES, 1983).

Embora a ultra pasteurizacédo tenha sido desenvolvida nos EUA e Europa
nas décadas de 40 e 50, somente apds o desenvolvimento da embalagem asséptica,
na década de 60, na Suécia, que a comercializagdo do leite longa vida (UHT) torna-se
viavel. O leite longa vida mostrou-se um produto bastante adequado as condi¢des
brasileiras, uma vez que sua comercializacdo nao requer sistemas de distribuicao
refrigerados. Posteriormente seria desenvolvida também a tecnologia de reciclagem
total da embalagem cartonada asséptica, possibilitando minimizar os impactos

negativos da embalagem ao meio ambiente (ALVES, 2001).

3.2—-0 SORO DO LEITE

O soro do leite € oriundo da fabricagdo de queijos, a partir da separagao da
caseina. Enquanto as caseinas sofrem coagulagéo, as proteinas do soro permanecem
soluveis. O soro do leite €& composto basicamente por -lactoglobulina, a-
lactoalbumina, soro albumina, lactoferrina, imunoglobulinas, lactoperoxidase,
glicomacropeptideos, lactose e minerais (FARREL et al., 2004). Dentre as mais
variadas e ainda pouco estudadas funcionalidades das proteinas do soro podemos
destacar algumas como: atividade antioxidante, atividade antibactericida e antiviral,
modulagéo da atividade do sistema imune (MARSHALL, 2004), como pode ser visto na
tabela 3.
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Tabela 3: Fungoes das Proteinas do soro do leite.

COMPONENTE DO SORO DO LEITE % NO SORO FUNGOES

B-Lactoglobulina 50-55% Fonte de aminoacidos esséncias de cadeia

ramificada (leucina, isoleucina e valina)

a-Lactalbumina 20-25% Fonte de aminoacidos esséncias de cadeia
ramificada

Imunoglogulinas 10-15% Imunomoduladoras

Lactoferrina 1-2% Antioxidante, antibacteriana, antiviral,
antifingica.

Lactoperoxidase 0.5% Antibacteriana

BSA 5-10% Fonte de aminoacidos esséncias

Glicomacropeptideos 10-15% Fonte de aminoacidos essenciais de

cadeia ramificada

Fonte: Adaptado de MARSHALL, 2004.

Nos ultimos anos os constituintes do leite tém sido reconhecidos como
alimentos funcionais, sugerindo que seu uso teria um efeito direto e mensuravel em
beneficios para a saude (RICHARDS, 2002). Durante muito tempo o soro do leite foi
considerado um subproduto da fabricacdo do leite, e era descartado pela industria de
laticinios (MACHADO, 2002). Além de um grande desperdicio, ja que este soro €&
riquissimo em proteinas e lactose, se ndo for adequadamente tratado, o descarte deste
soro representa para o0 meio ambiente um possivel agente poluidor.

A descoberta das aplicagdes nutricionais e funcionais das proteinas do soro
do leite e as novas técnicas aplicadas ao estudo do soro e de seus componentes tém
crescido exponencialmente nos ultimos dez anos e tem levado a descoberta de varias
aplicagbes para este grupo de proteinas. Pesquisas tém demonstrado os beneficios do
uso das proteinas do soro em produtos lacteos e embutidos de carne contribuindo para
o aumento do sabor, textura, diminuicdo de sinerese, como emulsificantes,
antioxidantes e bactericida aumentando assim o tempo de vida de prateleira dos
produtos (ANTUNES, 2003).

As novas tecnologias multifuncionais e nutracéuticas aplicadas ao soro do
leite ja vém sendo utilizadas nos Estados Unidos e na Europa, entretanto no Brasil a

sua utilizacdo ainda é subestimada. O Brasil, em 2004, produziu 450 mil toneladas de
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queijo, e isto significa que mais de quatro milhdes de toneladas de soro do leite foi
descartado (ANTUNES, 2003). Analisando a situacdo econbmica e a tendéncia de
ascensdo da industria de laticinios nacional, tornam-se extremamente necessarias
pesquisas que visem a otimizagcdo do uso do soro do leite, uma vez que estes estudos
terdo um importante impacto social e econémico. Desse modo, surge a necessidade de

um estudo mais aprofundado sobre a estrutura/fungédo das proteinas que o compdem.

3.3 — ALACTOFERRINA BOVINA

A estrutura tridimensional da Lf foi determinada em 1997 por Moore e
colaboradores, utilizando-se cristalografia por difragcdo de raios-x, como sendo
composta por uma unica cadeia polipeptidica de 76 kDa. O mondmero pode ser
dividido em dois lobos (C e N) que sdo unidos por uma a-hélice. Cada lobo pode ser
dividido em dois dominios (C1/C2 e N1/N2). A molécula possui dois sitios de ligacao
para ferro, sendo afinidade da Lf por esse metal € 260 vezes maior do que a

transferrina, proteina transportadora de ferro no sangue (BAKER et al., 1994) (Fig. 1).
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Figura 1: Representagao esquematica da estrutura 3D da lactoferrina bovina.
O lobo N e o lobo C sado conectados pela a-hélice mostrada em laranja. Em vermelho estao
destacados os aminoacidos que formam o sitio de ligagao para ferro. Essa estrutura foi
desenhada para este trabalho utilizando-se o software MolMol (KORADI et al., 1996) a
partir de dados cristalograficos depositados no “Protein Data Bank” sob o n°® 1BLF (MOORE
et al., 1997).

Uma vez que a Lf possui inumeras fung¢des bioldgicas ja descritas é
necessario um melhor entendimento sobre sua dinamica estrutural, a fim de que seja
possivel correlaciona-la com cada uma de suas fungdes (BAKER; BAKER, 2008). A
flexibilidade e dinamica da estrutura da Lf dependem diretamente de sua capacidade
em ligar ions ferro. Apesar de a Lf ter a capacidade de ligar varios ions metalicos, tais
como manganés, cobre, cobalto e zinco, nenhum deles liga-se a Lf com tanta afinidade
quanto o ferro (BAKER, 1994b). A Lf possui dois sitios de ligagao para ferro, sendo um
em cada lobo. Tanto no lobo N quanto no C, a ligacédo desse ion é coordenada por
quatro aminoacidos (duas Tyr, uma Asp e uma His) (MOORE et al., 1997). O sitio de
ferro no lobo C encontra-se menos exposto e, como consequéncia, a ligagao desse ion
nesse sitio é comparativamente mais estavel do que no lobo N (SGARBIERI, 2005).
Em sua forma apo, ou seja, sem a ligagdo de Fe3*, o sitio de ligagdo permanece em

sua conformagdo mais aberta, enquanto que a ligagdo do ion ferro (forma holo)
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proporciona uma mudancga que leva a uma conformacao fechada. Estudos estruturais
ja realizados demonstraram algumas conclusdes sobre a dinamica conformacional da
Lf. A auséncia do ion ferro leva a Lf a uma conformagao mais aberta na regido do sitio
de ligacdo, sendo que essa conformagdo torna a proteina menos estavel e mais
susceptivel a protedlise e desnaturacéo térmica (BALI; AISEN, 1991). Por outro lado, a
ligacao de ferro leva a proteina a uma conformacé&o fechada o que aumenta sua rigidez
e consequentemente a estabilidade frente a desnaturagao térmica (GERSTEIN et al.,
1993). A liberacao de ions ferro da Lf depende da desestabilizagdo da forma fechada
(holo) e esta desestabilizagdo pode ser causada por abaixamento de pH ou a utilizagao
de agentes quelantes (BALI; AISEN, 1991). E importante salientar que as mudancas
conformacionais que diferenciam a forma apo da forma holo devem-se simplesmente a
pequenas mudangas conformacionais nos dominios da Lf (ANDERSON et al., 1990;
GERSTEIN et al., 1993).

Proteinas e peptideos antimicrobianos s&o sintetizados por uma grande de
variedade de organismos com o objetivo de atuarem como a primeira linha de defesa
contra infeccbes e sao encontrados em diversos fluidos corporais. Das mais
abundantes podemos citar a lisozima, colectina e lactoferrina (JENSSEN et al., 2008).
A lactoferrina é considerada como uma importante molécula do sistema de defesa de
recém-natos. Uma das primeiras atividades antimicrobianas descobertas para a
lactoferrina foi sua habilidade em sequestrar ferro do meio tornando-o indisponivel para
as bactérias (BULLEN; ROGERS; LEIGH, 1972; ARNOLD; COLE; MCGHEE, 1977).
Essa descoberta levou-se acreditar, durante muito tempo, que esse era O unico
mecanismo de acao antimicrobiana da Lf. Diversos estudos demonstravam que a apo-
Lf possuia atividade antimicrobiana e que essa atividade era reduzida quando a Lf era
saturada por ferro (ARNOLD; BREWER; GAUTHIER, 1980; YAMAUCHI et al., 1993).
Somente um ano mais tarde, Arnold e colaboradores verificaram o efeito bactericida da
Lf sobre o Streptococcus mutans e a hipdtese levantada era que a Lf estaria
interagindo diretamente com a superficie celular da bactéria (ARNOLD et al., 1981).

Experimentos de cristalografia por difragdo de raios-x da Lf mostraram que a
proteina possui regides catidnicas em sua superficie o que facilita sua interagdo com o

lipideo A, que é um componente dos lipopolissacarideos (LPS) da membrana de
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bactérias Gram-negativas. Essa interagao ocasiona dano a parede celular bacteriana,
modificando sua permeabilidade, levando a liberagdo da por¢céo LPS e o conseqlente
colapso da bactéria (APPELMELK et al., 1994; ELISSON et al., 1988). Devido esses
danos causados pela Lf na membrana da bactéria, a Lf € capaz de aumentar o efeito
de drogas comerciais como a rifampicina (ELISSON et al., 1988). Outros estudos
combinam a Lf a terapias padréo contra infecgdes bacterianas a fim de diminuir o
tempo de recuperagao e minimizar os efeitos colaterais do tratamento pela diminuicao
da dosagem dos antibioticos (DE BORTOLI et al., 2007).

Interessante notar que a importancia do ferro para o crescimento bacteriano,
combinado com a capacidade de elementos do hospedeiro em sequestrar esse ferro,
levaram algumas cepas bacterianas a desenvolverem estratégias de anular esse efeito.
Sob condigdes de privacao de ferro, algumas bactérias Gram-negativas desenvolveram
um mecanismo de obter ferro a partir da Lf saturada por esse ion. Esse mecanismo
envolve a interacdo da Lf com receptores localizados na superficie bacteriana (LEWIS
et al., 1998). Além disso, muitos estudos tém mostrado o efeito da Lf contra diversos
virus tais como rotavirus, herpes virus e HIV. A Lf previne a entrada dos virus na célula
por bloquear os receptores celulares ou pela interacdo direta com as particulas virais
(HARMSEN et al., 1995; VAN DER STRATE et al., 2001).

3.4 — ALTA PRESSAO HIDROSTATICA E BAIXA TEMPERATURA NAS PROTEINAS

‘A industria de alimentos prepara-se para o futuro. O crescimento da
populacdo mundial, os novos mercados dos paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, habitos de consumo dos paises industrializados, sado exigéncias
crescentes. Para a industria de alimentos € importante oferecer produtos, cada vez
mais, de alto valor nutritivo e igualmente seguro e saudavel, onde a produgéo possa
ser compativel e segura para o meio ambiente”. Esta citacdo foi feita em 1994 em
Colénia-Alemanha por ERNST REIMERDES cientista da empresa suica Nestlé, no
.Food Tec. Congress. da Associagdo de Agricultura da Alemanha (Landwirtschafts-

Gesselschaft, DLG). Com este objetivo € que novas técnicas estdo sendo
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desenvolvidas e/ou aperfeicoadas, e, em geral, tem mostrado resultados
surpreendentes, principalmente para produtos naturais que néo sofrem alteracdes
significativas quando comparadas com métodos térmicos convencionais. Estas novas
técnicas, a maioria ainda em fase experimental, deverao trazer uma certa tranquilidade
as exigéncias atuais. Os alimentos deverao ser processados, por exemplo, através de
choques térmicos, radiagdes ultravioleta, ultra-som, impulso elétrico, campos
magneéticos e altas pressdes. Este ultimo processo que tem, recentemente, atraido o
interesse de cientistas. (COELHO, 2002)

Hite e Bridgman foram os primeiros a escrever sobre a aplicagdo da alta
pressao hidrostatica em biomoléculas. Isto foi em 1899 quando Hite, um quimico da
estacdo experimental agricola de Morgamtown, W. V. - USA, desenvolveu um
equipamento capaz de produzir pressdes da ordem de 100.000 psi (em torno de 680
MPa) submetendo varios alimentos e bebidas a alta pressdao. Em 1914 Bridgam fez a
primeira observacéao sistematica do efeito da pressdo em proteina (HEREMANS, 1978).
Ele observou que a aparéncia da albumina do ovo submetida a 7500 bar (~750 MPa)
era semelhante ao seu cozimento a 100 °C, e que o efeito era irreversivel. Isto levou a
uma excepcional contribuicdo para a influéncia da pressdo em biomoléculas nos
ultimos 50 anos, incluindo ai os alimentos (MERTENS e DEPLACE, 1993.)

A utilizacdo de elevadas pressdes hidrostaticas no processamento de
alimentos que possuem agua na sua composi¢ao, como por exemplo o leite, o suco de
frutas e a carne conduz a uma total ou, no minimo, parcial desativagdo dos
microrganismos, assim como de enzimas. Além do que, o processamento com
pressdes altas pode provocar mudangas na estrutura das principais substancias, como
por exemplo as proteinas, os lipideos assim como os polissacarideos, provocando
mudancas nas propriedades fisicas destes alimentos, como a viscosidade, a
consisténcia e as alteragbes sol-gel. Sabe-se também que o processamento em altas
pressdes pode provocar mudangas no equilibrio de dissociacdo da agua, dos sais, dos
acidos e de outras moléculas, dependendo, de alguma forma, do valor da presséo, da
temperatura, assim como do tempo de duracdo da pressdo utilizada, onde as

mudangas podem ser tanto reversiveis como irreversiveis (COELHO,2002).
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Para as alteracdes ocorridas devido a alta pressao hidrostatica, alteracdes
estas tanto fisica quanto quimica, € valido o principio de Le-Chatelier, principio este
que estabelece que, quando um sistema em estado de equilibrio dinamico for
perturbado por alguma for¢a externa, o sistema sera deslocado para uma nova posi¢ao
de equilibrio para minimizar o efeito desta forga, que podera ser uma reducéo do
volume causado pelo aumento da pressdo ou vice versa. O efeito da presséao
desempenha um importante papel na mudangca da estrutura da agua e, por
consequéncia, na configuragao de bio-macromoléculas (proteinas e polissacarideos),
sendo decisivo no surgimento de varios tipos de ligagdes nao covalentes (pontes de
hidrogénio, interagdes eletrostaticas e hidrofobas). Sob alta pressdo tem-se também o
deslocamento da temperatura de mudancga de fase, como por exemplo a elevagao do
ponto de fusédo dos lipideos (equagao de Clausius-Clapeyron). O processamento em
alta pressdo, que na maioria dos casos acontece na temperatura ambiente, algumas
vezes também em temperaturas até -20 °C ou, ainda, em temperaturas moderadas de
no maximo 40 ou até mesmo 60 °C. Desta forma, tem-se uma alternativa aos
processos de tratamento térmico para alimentos, cujo objetivo € tornar o alimento mais
duravel ou processar uma mudanga com o objetivo de conseguir uma determinada
qualidade fisica. (COELHO, 2002)

A pressao hidrostatica é uma ferramenta poderosa para estudar o
enovelamento de proteinas bem como sua dindmica e a estabilidade. Recentemente,
as técnicas da pressao abriram um caminho importante para ajudar a compreensao de
como os polipeptidios enovelam-se. Os estudos cinéticos sob pressao proporcionam
uma detalhada avaliacdo e compreensdo do processo de enovelamento protéico. A
utilizagdo de altas pressdes hidrostaticas tem inumeras vantagens sobre outros
métodos, pois além de promover mudancgas estruturais menos drasticas, ndo alteram
quimicamente a amostra, o que seria altamente indesejavel, pois a pressao apenas
altera o volume do sistema. Esta caracteristica contrasta com as perturbagdes da alta
temperatura e os agentes desnaturantes, cujos efeitos dependem dos varios fatores.
Um aumento na temperatura produz mudangas simultdneas na energia e no volume

total.
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Diversos estudos tém mostrado que um grande numero de proteinas exibe
sensibilidade ao frio (PRIVALOV, 1986). Entretanto, a maioria delas s6 sofre
desnaturagdo em temperaturas negativas, quando a agua nao se encontra mais no
estado liquido. A pressao permite que se alcancem temperaturas abaixo de zero sem
haver congelamento, uma vez que sob pressdo o comportamento fisico da agua é
diferente daquele a pressdo atmosférica (FOGUEL & SILVA, 1994; OLIVEIRA et al.,
1999 a, b).

Ligacdes covalentes sdo pouco afetadas por pressao. O principal efeito da
alta pressao € realizar mudangas nas interagdes hidrofébicas e eletrostaticas. Estas
tém consequéncias importantes nas estruturas secundarias e terciarias das proteinas.
A alta pressao nas proteinas pode conduzir a mudangas conformacionais significativas,
as quais ao mesmo tempo podem afetar a sua funcionalidade (KAJIYAMA et al., 1995).
Em pressdes suficientemente altas, proteinas vao se desenovelar completa ou
parcialmente, e em altas concentra¢des elas vao precipitar ou agregar (GRANT et al.,
2000).

Quando uma solugao de proteina é pressurizada, a proteina € desnaturada
reversivel ou irreversivel dependendo da natureza da proteina e da pressao aplicada.
Isto acontece por causa das ligagdes nao covalentes (ponte de hidrogénio, ligagbes
ibnicas e ligagdes hidrofdbicas) que sédo destruidas ou formadas, correspondendo a
diminui¢gao no volume do sistema (PROCESSING, 2006).

No leite, a desnaturacdo de importantes proteinas do soro de leite, a-
lactalbumina e B-lactoglobulina é observada em pressdées >58 ou >14 kpsi,
respectivamente. A maior estabilidade a alta presséo tanto da a-lactalbumina como da
B-lactoglobulina tem sido relacionada com a estrutura molecular mais rigida devido ao
fato de que elas possuem um numero razoavel de pontes de enxofre (HUPPERTZ et
al., 2005).

A bomba de alta pressao (Fig. 2a) foi descrita por Paladini e Weber em 1981 e
foi construida pela ISS Inc. (Champaign, IL) (PALADINI & WEBER, 1981). A bomba ¢é
feita em aco vascomax especialmente elaborado para esta utilizacdo. Nela estédo

localizadas trés janelas 6ticas de quartzo ou safira, que permitem que a luz chegue até
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a amostra e que a fluorescéncia emitida seja coletada num angulo de 90° C, permitindo
que o monitoramento da fluorescéncia emitida seja feito antes, durante e depois da
aplicagao da presséo. Além das janelas, a bomba possui também uma entrada superior
onde é acoplado um tubo flexivel que a conecta ao gerador de pressdo. A amostra &
colocada em uma pequena cubeta de quartzo de aproximadamente 4 cm em formato
de uma garrafa, a qual fica presa a um suporte no interior da bomba para ndo permitir
movimentos da cubeta durante a aplicacdo da pressao. Esta cubeta é fechada na sua
extremidade por um tubo flexivel de polietileno que tem por objetivo equalizar a
pressao entre o meio hidrostatico (utilizamos etanol absoluto por possuir um indice de
refragdo muito proximo ao do quartzo) e a amostra que encontra-se no interior da
cubeta. A bomba também suporta diferentes temperaturas com a adicado de um banho-
maria circulatorio (Fisher Scientific), usando gas nitrogénio para evitar a condensagao
de agua na superficie 6tica. O segundo constituinte do sistema de pressao é o gerador
de presséao propriamente dito (Fig. 2b). Ele é composto por um pistdo que é operado
manualmente e que tem por objetivo comprimir o etanol no interior da tubulagéo, por
duas valvulas que controlam o fluxo de etanol no tubo que é conectado a bomba e
finalmente de um mandmetro que € capaz de acompanhar a pressdo gerada no

sistema.



Figura 2 — Sistema de alta pressao hidrostatica.
llustragdo dos componentes do sistema de alta pressdo. (A) Bomba de pressdo e as suas janelas
opticas. (B) Componentes do gerador de pressao: (A) reservatério de etanol; (B) valvula que controla a
saida do etanol para o gerador de presséo; (C) gerador manual de pressao; (D) valvula que controla a
saida do etanol do gerador de pressdo para a bomba de pressdo; (E) bomba de pressdo onde é
colocada a amostra; (F) mandmetro que afere a presséo aplicada na amostra.

3.5 - A UTILIZAGAO DA ALTA PRESSAO HIDROSTATICA NA INDUSTRIA

Em geral, o processamento de alimentos sob pressdes entre 29 e 87 kpsi
(método hidrostatico) inativa leveduras, fungos e a maioria das células vegetativas de
bactérias incluindo a maioria dos patdégenos infecciosos presentes nos alimentos;
esporos de bactérias e fungos ndo sao inativados por pressdes de até 145 kpsi
(GOULD, 1996; SMELT, 1998).

No processamento isostatico, o produto € embalado em garrafa ou bolsa
plastica e colocado no interior do vaso de pressdao para ser processado. O
processamento de produtos liquidos pode ser realizado através de um sistema semi-
continuo (fora da embalagem) utilizando trés vasos de pressdao e um sistema de
valvulas automaticas, de modo que na primeira camara a pressao do produto é
aumentada até a pressao de processo, quando é liberado; na segunda camara o
produto fica sob a pressdo e tempo especificados para o processo; € na terceira
camara o produto é descomprimido e encaminhado para envase asséptico.

A alta pressao hidrostatica (HHP), tecnologia nao-térmica, apresenta grande

potencial de uso no processamento de alimentos. Sua aplicagdo pode estender a vida
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util dos alimentos e promover alteragbes desejaveis na textura com a vantagem de
manter sua cor, sabor e valor nutritivo. Além disto, € reconhecida a eficiéncia desse
tratamento sobre os microrganismos (SANGRONIS et al., 1997).

O primeiro produto processado por HHP foi introduzido no mercado japonés
em 1990 e, gradualmente, outros alimentos processados por essa técnica surgiram em
outros paises. No mercado americano foi langada com sucesso a pasta de abacate
tratada por pressao (Guacamole) (CAMPOS, DOUSUALDO e CRISTIANINI, 2003). Na
Franga, sucos de laranja e uva processados por HHP estdo disponiveis no mercado.
De acordo com SAN MARTIN, BARBOSA-CANOVAS e SWANSON (2002), a vida-de-
prateleira de sucos de frutas nao-tratados foi estendida de 5 a 8 dias para
aproximadamente trés semanas quando pressurizados e mantidos estocados sob
refrigeragdo. Como os sucos de frutas apresentam baixo pH e caracteristicas
sensoriais que sao degradadas quando submetidas ao tratamento térmico, esses
produtos sdo indicados para preservagao pelo tratamento por HHP (CAMPOS,
DOUSUALDO e CRISTIANINI, 2003).

O uso mais frequente da HHP no processamento de alimentos tem sido a
esterilizacdo comercial, com consequente prolongamento da vida-de-prateleira. Essa
tecnologia permite varias aplicagbes para a industria de alimentos como, desnaturagéo
de proteinas e enzimas, redugdo da temperatura de congelamento e de
descongelamento, extracdo de substancias organicas e controle de rea¢des quimicas e
sinteses orgéanicas (VARDAG, DIERKES e KORNER, 1995). O processamento por alta
pressdo também pode induzir mudancas relevantes na textura dos alimentos
(resultantes da redugdo no volume e de mudangas no pH) e na constante de
solubilidade de seus componentes (WILLIANS, 1994). A preservagao de vitaminas e
compostos responsaveis pelo aroma e sabor se deve ao fato da HHP destruir liga¢des
ibnicas, hidrofobicas e de hidrogénio dos alimentos, sem afetar as ligagdes covalentes.
Somente ligagbes responsaveis pela estabilizacdo de estruturas tridimensionais de
moléculas como proteinas e polissacarideos sao alteradas (ALPAS e BOZOGLU, 2003;
ROSENTHAL e SILVA, 1997).

Os primeiros estudos que avaliaram o efeito da pressao hidrostatica sobre

microrganismos em alimentos foram realizados na Franga, por CERTES, em 1884, e
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nos Estados Unidos, por HITE, entre 1899 e 1914. A partir de entdo, outros
pesquisadores tém se dedicado ao estudo da HHP em alimentos (CHEFTEL, 1995). O
tratamento de HHP pode garantir a destruicdo de até 8 ciclos logaritmicos de células
bacterianas, sem alterar o sabor e o valor nutricional dos alimentos (DOGAN e
ERKMEN, 2004; KALCHAYANAND et al., 1998).

A HHP produz alteragdes morfoldgicas, bioquimicas e genéticas que ocorrem
na membrana e na parede celular dos microrganismos (SANGRONIS et al., 1997).
Além disso, aumenta a permeabilidade da célula, inibe reagdes energéticas e
desnatura enzimas essenciais ao crescimento e a reprodugdo de microrganismos
(CALDERON-MIRANDA et al., 1998). Embora muitos estudos abordem o efeito da
HHP sobre os microrganismos, as causas da inativagao microbiana sdo ainda pouco
compreendidas (CHEFTEL, 1995). Varias mudangas morfologicas sdo observadas com
0 aumento da pressao como compressao de vacuolos gasosos, alongamento da célula,
separacdo da membrana da parede celular, contragao da parede celular com formacgéao
de poros, modificagbes no citoesqueleto, modificagdes no nucleo e em organelas
intracelulares, coagulagdo de proteinas citoplasmaticas e liberagdo dos constituintes
intracelulares para o meio extracelular, entre outros (CAMPOS, DOUSUALDO e
CRISTIANINI, 2003).

Uma hipétese para inativagdo microbiana por HHP esta ligada a redugéo da
atividade da ATPase, dependente de sodio e potassio, localizada na capa de
fosfolipidios da membrana celular e envolvida no transporte ativo através da
membrana. Desta forma, a ATPase torna-se incapaz de manter o fluxo de prétons
provocando redugédo do pH interno e causando a morte celular (CHEFTEL, 1995). As
moléculas de DNA sao mais estaveis a HHP do que as proteinas devido ao fato da alta
pressao favorecer as pontes de hidrogénio, principal responsavel pela estrutura dos
acidos nucléicos. Contudo, o processo de replicagcao e transcricdo do DNA ¢ inibido
quando as células sdo submetidas a HHP pela inativagcdo das enzimas envolvidas
nesses processos (BARBOSA-CANOVAS et al., 1999).

Apesar do tratamento por HHP em alimentos ter apresentado grande
evolucdo, constituindo alternativa pratica ao tratamento térmico, seu custo ainda é

elevado (COELHO, 2002). Com o desenvolvimento tecnoldgico, a perspectiva € de que
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esses custos se tornem mais acessiveis possibilitando o surgimento no mercado de
maior numero de produtos submetidos a esse tratamento (SMELT, 1998). Desta forma,

a HHP apresenta grande potencial de utilizagdo na industria (DELIZA et al., 2005).

3.6 - ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A espectroscopia de fluorescéncia permite estudar a dindmica de proteinas
ou mesmo de complexos protéicos, uma vez que ambas ocorrem em escalas de tempo
muito préximas. E possivel acompanhar a emissdo de fluorescéncia dos triptofanos,
por serem moléculas hidrofébicas muito sensiveis a qualquer mudancga de polaridade
do meio.

A mudanga na emissao de fluorescéncia dos triptofanos, quando excitados
em um determinado comprimento de onda, reflete nada mais que as mudangas de
polaridade do meio em que eles se encontram. Entdo, € possivel acompanhar a
desnaturacao protéica quando a mesma € submetida a perturbagcdes quimicas ou
fisicas, pela mudanga no espectro de emissao de fluorescéncia do triptofano, ou seja,
por mudangas no centro de massa do espectro para comprimentos de onda maiores.
Em ambientes apolares, ou seja, com pouco acesso ao solvente, os triptofanos emitem
fluorescéncia em comprimentos de onda menores (em torno de 330 nm) e, portanto,
mais energéticos. A medida que a proteina vai expondo seus triptofanos para o meio
aquoso, estes passam entdo a emitir em comprimentos de onda maiores € menos
energéticos, uma vez que parte dessa energia € gasta para ocorrer uma reorientagéo
das moléculas do solvente (Fig.3) (LAKOWICZ, 1983). A bLf possui treze triptofanos
em sua estrutura sendo que os mesmos encontram-se pouco acessiveis ao solvente, o
que proporciona uma excelente abordagem para monitoramento das mudancgas

conformacionais. (Fig. 4).
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Figura 3: Espectro de emissao de fluorescéncia do triptofano.
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Figura 4: Percentual de exposicao dos triptofanos presentes na estrutura da

lactoferrina bovina.
Os triptofanos estdo evidenciados na estrutura da bLf e a escala a direita mostra o seu grau de
exposicdo ao solvente. Essa estrutura foi desenhada utilizando-se o software MolMol (KORADI et al.,
1996) a partir de dados cristalograficos depositados no “Protein Data Bank” sob o n°® 1BLF (MOORE et
al., 1997).
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3.7 - DICROISMO CIRCULAR

O dicroismo circular (CD) € uma técnica que se apresenta como ideal para o
estudo de moléculas quirais em solugao, pois é a unica técnica com sensibilidade para
detectar mudangas nestes sistemas assimétricos (KELLY; PRICE, 1997).
Macromoléculas bioldgicas, tais como proteinas, carboidratos e acidos nucléicos, sao
compostos de muitas unidades opticamente ativas que exibem sinal de CD. Moléculas
opticamente ativas interagem com a luz polarizada e provocam alteragédo na
polarizagao da luz incidente. A técnica de CD detecta essa alteracao através da medida
da diferenca da absorcao da luz circularmente polarizada a direita e a esquerda apos
esta passar através da amostra (KELLY; PRICE, 1997).

O espectro de CD de proteinas pode fornecer dados sobre a composicédo da
estrutura secundaria das proteinas e, quando combinada com outras técnicas
estruturais, pode ter um importante papel no estudo do enovelamento e
desenovelamento protéico (desnaturagdo). As mudangas na estrutura secundaria das
proteinas podem ser avaliadas pela emissdo em comprimentos de onda entre 190 e
240 nm (faixa espectral do UV-distante). Foram descritos espectros de CD distintos
para a-hélice, folhas B, estruturas randémicas entre outras (Fig. 5) (KELLY; PRICE,
1997). Essa ferramenta permite estudar a dindmica do enovelamento da estrutura

secundaria de proteinas em solugéo.
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Figura 5: Espectros de dicroismo circular de componentes da estrutura
secundaria de proteinas. (KELLY; PRICE, 1997)
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4 - METODOLOGIA

4.1 - PRESSAO HIDROSTATICA E TERMODINAMICA

Os efeitos da pressao hidrostatica sobre a energia livre de Gibbs e sobre a
constante de equilibrio nos processos de dissociacdo e desnaturacdo das proteinas
dependem exclusivamente da variagdo de volume (AV), conforme expresso na

equacao:
Ka(p) = Kao €Xxp (p AV/RT) (1)

onde Kq4(p) e Kgo sé0 as constantes de equilibrio de associagdo a presséo (p) e a
pressao atmosférica, respectivamente e AV é a variagdo de volume de associagao. RT
€ a constante universal dos gases vezes a temperatura. Conforme observado nesta
férmula, o emprego de pressao apenas altera a constante de dissociagao da reagdo em

funcao da variagdo de volume e de nenhum outro parametro termodinamico adicional.

Introduzindo-se o grau de dissociagao a pressao p (ap), podemos deduzir a
equagao geral para os processos de dissociacdo e desnaturagdo (SILVA & WEBER,
1993):

In (0ip"1-0,p) = p (AVIRT) # In (Kgo/n"C™™) (2)

onde C é a concentracdo total de proteina, n € o numero de subunidades e a, 0 grau
de dissociacdo ou desnaturagdo em cada pressdo, calculado a partir dos dados

experimentais obtidos a medida que a pressao é aumentada.

Apesar da aparente complexidade desta equacgao, esta € uma tipica equacao
de reta (y=ax+b), onde a variagdo de volume (AV) é obtida a partir do coeficiente
angular da reta e a constante de equilibrio a pressao atmosférica (Kq4o) € obtida a partir

do intercepto no eixo das ordenadas (por extrapolagao).
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Nos processos de desnaturagdo, a ordem da reagéo (n) é igual a 1 e o

equilibrio ndo depende da concentracdo da amostra. Nos processos de dissociacao

(n>1), o grau de dissociagao (a) depende da concentragdo da amostra.

A pressao era aumentada em intervalos de 3 em 3 kpsi sendo a amostra
incubada por 10 minutos em cada pressdo. Os experimentos foram realizados com a
bLf na concentragao final de 100 pg/ml diluida em tampao 25 mM de Tris 25 mM, 150
mM de NaCl, pH 7,5.

4.2 - MEDIDAS ESPECTROSCOPICAS

4.2.1 - Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram registrados em um espectrofluorimetro
modelo ISSK2 (ISS Inc., Champaign, IL). Os experimentos foram realizados com a bLf
na concentracao final de 100 pg/ml diluida em tampao 25 mM de Tris 25 mM, 150 mM
de NaCl, pH 7,5. Nas curvas de uréia as amostras foram incubadas “overnight” em
cada concentragdo. A espectroscopia de fluorescéncia permite estudar a dinAmica de
proteinas ou mesmo de complexos protéicos, uma vez que ambas ocorrem em escalas

de tempo muito proximas.

O centro de massa espectral <v>, que € obtido pela emissao de
fluorescéncia do triptofano, é diretamente proporcional a energia de emissdo e pode

ser calculado conforme a equacé&o abaixo:
<0>=20i.Fi/2Fi (3)

onde F; é a fluorescéncia emitida em um determinado numero de onda v; , sendo o

somatorio realizado a partir de uma grande quantidade de valores F.
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4.2.2 - Dicroismo Circular no UV-distante

Os espectros de CD sao obtidos em um espectropolarimetro Jasco modelo J-

715 1505 (Jasco Corporation, Tokyo, Japan). Os espectros séo obtidos usando uma

cubeta de quartzo de 0.1 cm de caminho 6tico e analisados na regido de 190 a 300 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido recentes descobertas a cerca das fungdes bioldgicas da lactoferrina,
um melhor entendimento sobre suas caracteristicas estruturais é necessario para sua
potencial utilizagdo como componente bioativo. Uma vez que novos meétodos de
esterilizacdo comercial do leite, como a alta pressao, tém sido cada vez mais utilizados,
€ fundamental avaliar o efeito desse método na estrutura da bLf. Nesse trabalho, o
objetivo foi avaliar os efeitos da alta pressao, baixa temperatura e uréia na estrutura da
bLf a fim de entender um pouco melhor seu processo de desnaturacido. Esses efeitos
foram analisados utilizando-se dicroismo circular e espectroscopia de fluorescéncia.

A uréia € um potente agente desnaturante de proteinas que age em sua
estrutura terciaria pelo rompimento de pontes de hidrogénio, intera¢des hidrofébicas e
interagdes eletrostaticas. A fim de caracterizar o ponto final da desnaturagéo da bLf,
foram realizados alguns experimentos onde foi utilizado concentragbes crescentes de
uréia (1-8M). As amostras foram incubadas “overnight” em cada concentragao de uréia.
Foi monitorado inicialmente a estrutura terciaria da bLf através da analise das
mudancgas na emissao de fluorescéncia dos triptofanos presentes em sua estrutura e
também sua estrutura secundaria através de dicroismo circular (CD). Foi possivel
verificar que, apenas a partir de 3M de uréia, a estrutura da bLf comeca a sofrer
mudancgas significativas. Essas mudangas podem ser acompanhadas através dos
espectros de emissao do triptofano, que mostram o desvio do espectro de emissao de
fluorescéncia do triptofano para comprimentos de onda maiores, portanto de menor
energia, que refletem a exposicao destes residuos para ambientes polares. Essa
diferenca entre o estado nativo e estado totalmente desenovelado pode ser observada
através do desvio do pico maximo de emissao de fluorescéncia dos triptofanos de 320
para 350 nm (Fig. 6a). O centro de massa nada mais € que a traducdo desse desvio
para valores numeéricos. Sendo assim, os valores de centro de massa sao
inversamente proporcionais aos valores do espectro de emissédo de fluorescéncia dos
triptofanos, expressos em nanémetros. Entao, foi possivel observar que a partir de 5M
de uréia o processo de desnaturacdo ja se encontra em seu ponto final (1.100 cm™).

(Fig. 6b). Essa diferenca reflete uma mudanga no ambiente dos triptofanos uma vez
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que eles sao expostos a medida que a proteina vai sendo desnaturada pela acao da
uréia.

O dicroismo circular é uma técnica amplamente empregada na analise de
proteinas devido a sua capacidade de detectar o grau de rotagdo das cadeias
peptidicas que vao dar origem a estruturas como a-hélices, folhas B, “random coil” e etc
(GORE, 2000). As a-hélices se caracterizam por apresentarem dois picos negativos,
um em 220 nm e outro em 208 nm, e por ter um maior grau de elipticidade que os
outros padrbes de enovelamento. As folhas [ possuem caracteristicas menos
marcantes devido a elas serem menos soluveis em solventes com uma boa
transmissédo de U.V. Estas estruturas apresentam um pico negativo proximo a 216 nm
e um pico positivo em aproximadamente 195 nm. Ao analisar, através de técnicas de
(CD) o efeito da uréia na estrutura secundaria da bLf, foi verificado que ela é afetada de
uma maneira muito mais gradual quando comparado com as mudangas na estrutura

terciaria (Fig. 7).
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Figura 6: Efeito da uréia na lactoferrina bovina acompanhada pelas mudangas no

microambiente dos triptofanos.

O efeito da uréia na estrutura terciaria da bLf foi monitorada pelas mudangas nos valores
de centro de massa da emisséo de fluorescéncia dos triptofanos presentes na estrutura da
proteina. Em A, observam-se os espectros de emissado de fluorescéncia dos triptofanos.
Em B, pode-se verificar os pontos da desnaturagéo por uréia da bLf. A concentracgéao final
utilizada foi de 100 pg/mL e os dados foram obtidos em tampé&o Tris 25 mM, NaCl 150 mM
(pH 7,5). A amostra foi excitada em 280 nm e a emiss&o de fluorescéncia foi varrida de 300
a 420 nm. Esses dados representam a média de trés experimentos independentes.
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Figura 7: Efeito da uréia na estrutura secundaria da lactoferrina bovina

acompanhada por dicroismo circular

Mudangas na estrutura secundaria da lactoferrina pela adigdo de uréia foram monitoradas
por dicroismo circular. A amostra foi diluida para a concentragéo final de 200 ug/mL e os
espectros foram obtidos em tampao Tris 25 mM, NaCl 150 mM (pH 7,5), usando uma
cubeta de quartzo de 0,1 cm de caminho o6tico. Esses dados representam a média de trés
experimentos independentes.
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Estudos recentes a cerca do efeito da pressdo em macromoléculas tem
elucidado varias questdes sobre as interacbes proteina-proteina, proteina-acido
nucléico bem como particulas virais. (SILVA; FOGUEL; ROYER, 2001; FOGUEL;
SILVA, 2004). A alta pressao hidrostatica causa mudangas menos drasticas quando
comparada a desnaturagao por uréia e permite que sejam investigados os diferentes
estados de enovelamento das proteinas (SILVA; FOGUEL; ROYER, 2001). Uma das
vantagens desse método é que ele nao interfere quimicamente na amostra uma vez
que as mudancas sao causadas exclusivamente pelas mudancas no volume do
sistema. Nesta dissertacdo nés submetemos a bLf a pressdes de até 42 kpsi. Nossos
resultados mostram que a bLf mostrou-se relativamente estavel a pressdes de até 20
kpsi. ApoOs isto a estrutura da bLf foi afetada pela pressdo onde o desvio total nos
valores de centro de massa foi de cerca de 450 cm™ (Fig. 8a). Cabe ressaltar que essa
mudancga estrutural foi parcialmente reversivel quando a amostra foi novamente
colocada a pressao atmosférica. Essas diferengas podem também ser percebidas ao
analisarmos os espectros de emissao de fluorescéncia do triptofano (Fig. 8b).

Uma vez que, durante o experimento anterior a pressao foi aplicada
gradualmente e o tempo de incubagao em cada pressao era de 10 minutos, decidimos
verificar a influéncia do tempo na desnaturacdo da bLf por pressdo. Realizamos entao
experimentos onde a pressdo era aumentada para 42 kpsi e a desnaturagdo
acompanhada, através dos valores de centro de massa, por até 140 minutos (Fig. 9).
Pudemos observar que, quando a presséao era aplicada rapidamente, o desvio no valor
do centro de massa era de apenas 200 cm™, contra os 450 cm™ quando a pressao era
aumentada gradualmente. Verificamos também um retorno parcial da estrutura da
proteina através dos valores de centro de massa. Esse resultado mostrou claramente

que o processo de desnaturacao por pressao foi dependente de tempo.
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Figura 8: Efeito da pressao na lactoferrina bovina acompanhada pelas mudangas

no microambiente dos triptofanos.

O efeito da presséo na estrutura da bLf foi monitorada pelas mudangas nos valores de
centro de massa da emissdo de fluorescéncia dos triptofanos presentes na estrutura da
proteina. Em A, pode-se verificar os pontos da desnaturagdo por uréia da bLf. Em B,
observam-se os espectros de emissdo de fluorescéncia dos triptofanos. A concentragao
final utilizada foi de 100 pg/mL e os dados foram obtidos em tamp&o Tris 25 mM, NaCl 150
mM (pH 7,5). Outras condi¢des ver figura 7.
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Figura 9: Efeito do tempo na desnaturagao por pressao da lactoferrina bovina

acompanhada pelas mudangas no microambiente dos triptofanos.

O efeito do tempo na desnaturagdo por pressdo da estrutura da bLf foi monitorada pelas
mudangas nos valores de centro de massa da emissao de fluorescéncia dos triptofanos
presentes na estrutura da proteina. A concentragao final utilizada foi de 100 yg/mL e os
dados foram obtidos em tampéo Tris 25 mM, NaCl 150 mM (pH 7,5). Outras condig¢des ver
figura 7.
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Como descrito previamente para algumas proteinas, a pressao pode nao ser
capaz de causar a completa desnaturagcédo devido a pequena mudanga na variagao de
volume. A fim de tentar obter a completa desnaturacao, faz-se necessario combinar a
pressdo com agentes desnaturantes e/ou baixa temperatura. (SILVA et al., 1996;
SILVA; FOGUEL; ROYER, 2001). Em nosso caso, combinamos inicialmente a presséo
a concentragdes sub-desnaturantes de uréia. Decidimos utilizar 2M de uréia uma vez
que nessa concentragdo a bLf ndo sofre nenhuma mudanga significativa em sua
estrutura. Nossos resultados mostraram que a pressao, em presenca de uréia, foi muito
mais efetiva para provocar a desnaturagao da bLf. Podemos observar que a variagao
total no valor de centro de massa foi de 750 cm™, maior, portanto, do que os 450 cm’
da bLf sem a presenca de uréia (Fig. 10).

Verificamos também se o tempo de incubacdo teria influéncia na
desnaturagao por pressdao combinada a concentragdes sub-desnaturantes de uréia da
bLf. Realizamos experimentos onde a bLf foi pressurizada gradualmente em presenca
de 2M de uréia e em seguida acompanhamos as mudangas no centro de massa
durante 30 minutos. Observamos que ndo ocorreram mudangas significativas, o que
significa que a desnaturagédo por pressao combinada com uréia ndo € um processo
dependente de tempo (Fig. 11).

Uma vez que a somente a pressao nao foi capaz de causar a desnaturagao
da bLf, decidimos utilizar também temperaturas abaixo de 0 °C para tentar promover a
desnaturacao total da proteina através de métodos fisicos. Ja foi verificado que um
grande numero de proteinas e virus sofre desnaturagao/inativagao pela diminuigdo da
temperatura (SILVA et al. 1996; PRIVALOV et al. 1986; SILVA et al. 2002). Em
pressbes acima de 30 kpsi, o ponto de congelamento da agua muda para
aproximadamente -20 °C, o que nos permitiu analisar a amostra ainda em estado
liquido até -10 °C. Nossos resultados mostram que o abaixamento de temperatura até -
10 °C néo foi capaz de causar mudancgas significativas na estrutura da bLf uma vez que
0 processo de desnaturagcdo por pressao apresenta uma dependéncia de tempo. A
diminui¢ao do valor de centro massa foi exatamente o mesmo do atingido quando a bLf

foi submetida a gradualmente pressao (Fig. 12).
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Figura 10: Efeito da pressao combinada a uréia na lactoferrina bovina

acompanhada pelas mudangas no microambiente dos triptofanos.

O efeito da pressdo combinada a 2M de uréia na estrutura da bLf foi monitorada pelas
mudangas nos valores de centro de massa da emissao de fluorescéncia dos triptofanos
presentes na estrutura da proteina. A concentragao final utilizada foi de 100 ug/mL e os
dados foram obtidos em tampéo Tris 25 mM, NaCl 150 mM (pH 7,5). Outras condi¢des ver
figura 7.
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Figura 11: Efeito do tempo na desnaturagao por pressiao combinada a uréia da
lactoferrina bovina acompanhada pelas mudan¢as no microambiente dos

triptofanos.

O efeito do tempo na desnaturagao por pressdo combinada com 2M de urpeia da estrutura
da bLf foi monitorada pelas mudangas nos valores de centro de massa da emissédo de
fluorescéncia dos triptofanos presentes na estrutura da proteina. A concentragao final
utilizada foi de 100 ug/mL e os dados foram obtidos em tampao Tris 25 mM, NaCl 150 mM
(pH 7,5). Outras condi¢des ver figura 7.
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Figura 12: Efeito da baixa temperatura na lactoferrina bovina acompanhada pelas

mudang¢as no microambiente dos triptofanos.

O efeito da baixa temperatura na estrutura da bLf foi monitorada pelas mudangas nos
valores de centro de massa da emissdo de fluorescéncia dos triptofanos presentes na
estrutura da proteina. A concentragao final utilizada foi de 100 uyg/mL e os dados foram
obtidos em tampao Tris 25 mM, NaCl 150 mM (pH 7,5). Outras condigdes ver figura 7.
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6 — CONCLUSAO

Altas pressdes estdo sendo utilizadas no setor alimenticio para a inativagao
de microrganismos. Alimentos pasteurizados por meio de altas pressbes ja estao
sendo comercializados no Japao. Ha um grande interesse neste processo também na
Europa e nos Estados Unidos. Apesar do tratamento com alta pressdo no setor de
alimentos nos ultimos anos ter mostrado uma dindmica e ja ter alcangado maturidade,
como uma alternativa pratica ao costumeiro tratamento térmico, ainda tem um custo
muito elevado. No momento, fica dificil fazer um progndstico do uso desta tecnologia
de uma forma mais abrangente no setor de alimentos.Entretanto é sabido que a sua
viabilidade acontece somente na substituicdo de alimentos que justifique um
investimento e que tenha sentido econédmico, como no caso de produtos especificos e
de maior qualidade, mesmo que com elevados custos. No geral, faz-se necessario a
conducgao de pesquisas que viabilizardo novas aplicagées. No entanto € possivel listar
algumas aplicagbes mais comuns, mesmo que em fase experimental.(COELHO, 2002).

O desenvolvimento de equipamentos de alta pressdao com maior capacidade,
mais automatizado, com melhor controle de temperatura, melhor sanitizagdo, mais
resistente e de baixo custo constitui um pré- requisito para transferir para a pratica
industrial toda esta potencialidade de aplicagado da pressdo no campo da tecnologia de
alimentos. Embalagens mais adequadas séo também necessarias tanto para alimentos
so6lidos como liquidos (COELHO, 2002).

A alta pressao tem sido cada vez mais utilizada para o estudo dos processos
de enovelamento/desenovelamento de proteinas e oligbmeros protéicos. Mais
recentemente, sua utilizacdo como uma forma de esterilizagdo comercial de alimentos
tem aumento bastante. Sua grande vantagem em relagdo aos métodos tradicionais é
que seus efeitos ocorrem exclusivamente pela variagdo de volume do sistema, nao
interferindo assim quimicamente na amostra. Dessa forma, a alta pressao permite uma
esterilizacdo segura mantendo as caracteristicas sensoriais do produto. Uma vez que a
bLf € uma das proteinas mais importantes do leite, pelo seu papel biolégico, é
fundamental o claro entendimento dos efeitos da alta pressao e baixas temperaturas

nessa proteina.
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Podemos concluir entdo que, 5M de uréia sado suficientes para acessar o
estado totalmente desenovelado (desnaturacédo) da bLf enquanto que a alta presséo,
mesmo combinada a temperaturas de até -10 °C, ndo foi capaz de levar a
desnaturagao da total da proteina. Observamos também que, quando a pressao era
aplicada de forma gradual, seu efeito era mais pronunciado quando comparada a
aplicagdo rapida da pressdo. Efeito similar a aplicagdo gradual da pressao so era
obtido quando a pressao era aumentada rapidamente e a bLf mantida sob pressao por
duas horas. Esses resultados mostraram entdo que o efeito da pressdo na bLf é
dependente de tempo. Verificamos também que, a alta pressdao combinada com
concentragdes subdesnaturantes de uréia (2M), eram capazes de causar mudangas
mais drasticas na estrutura da bLf.

Acreditamos que esse estudo é de grande importancia para o entendimento
dos efeitos da pressdao na bLf e assim poder potencializar sua utilizagdo como

componente bioativo em alimentos.
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n®. de matricula 2319501311, sob o titulo "Modificagbes na estrutura tridimensional da
lactoferrina bovina induzidas por alta pressdo”. Os trabalhos foram abertos pelo (a)
presidente da banca. A seguir foi dada a palavra a(o0) estudante para apresentacio do
trabalho. Cada examinador(a) argliu o(a) mestrando(a), com tempos iguais de
arglicdo e resposta. Terminadas as argligdes, procedeu-se o julgamento do trabalho,
concluindo a Banca Examinadora por sua APROVACAO. Nada mais havendo a tratar,
fol lavrada a presente ata, que vai assinada pelos membros.

Londrina, 13 de feversiro de 2009,

Examinadores: \
Prof. Dr. Rafael Braga Gongalves é‘\

R

Prof®, Dr?. Waleska Dias Schwarcz Wodwla,  Sdhiumne 2

Prof®. Dr®. Maria Antonia P. C. Celligoi Gl Cliecasiel sl
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