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RESUMO 

O leite bovino contém proteínas que são consideradas antigênicas e capazes de 

induzir algum tipo de resposta imunológica, dentre elas destaca-se a β-lactoglobulina 

(β-Lg). A utilização da enzima transglutaminase (TG), que catalisa reações de 

ligação ε-(γ-glutamina)lisil inter ou intramoleculares, incorporação de aminas e  

desaminação tem demonstrado eficiência em alterar o potencial antigênico de 

alimentos. O presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito da reação de 

polimerização induzida pela TG na atividade antigênica da β-Lg e sua 

digestibilidade, na presença dos agentes redutores glutationa (GSH) e ácido 

ascórbico (AA). As modificações da β-Lg com a TG na presença dos agentes 

redutores foram realizadas através de experimentos fatoriais 22 nos quais as 

variáveis independentes foram a relação enzima:substrato (E/S) (0 – 51,6 U TG g -1 

de proteína)  e concentração dos agentes redutores, [GSH] (0 - 0,67 mmol/L) ou [AA] 

(0- 0,02 mol/L) e as variáveis dependentes foram grau de polimerização e 

concentração de IgE. A polimerização foi avaliada por eletroforese em gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE), e grau de polimerização (GP) através da determinação 

de lisinas livres. A avaliação da antigenicidade foi feita por ELISA, utilizando soro de 

camundongos BALB/c sensibilizados com β-Lg na forma nativa. A resistência das 

amostras à ação da pepsina foi avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida na 

presença de SDS e tricina (SDSPAGE/Tricina). Os tratamentos realizados com TG e 

GSH apresentaram polímeros de alta massa molar (MM > 97,4 kDa), exceto para a 

condição do ensaio 5 (0,34 mmol/L GSH), que não utilizou TG.  Os tratamentos com 

TG e AA também apresentaram polímeros de alta massa molar (MM > 97,4 kDa), 

exceto para a condição do ensaio 2 (44,1 U de TG g -1 e 0,003 mol/L de AA) e 

ensaio 5 (0,01 mol/L AA, que não utilizou TG). O GP foi maior para as amostras 

tratadas com TG na presença de agentes redutores, quando comparadas às 

amostras tratadas somente com TG ou agente redutor. Os resultados mostraram 

que a presença dos agentes redutores levou ao aumento da polimerização pela TG 

ao desnaturar a proteína levando à maior exposição dos aminoácidos lisina e 

glutamina. Não houve diminuição na antigenicidade da β-Lg tratada com TG na 

presença de GSH ou AA, porém houve aumento da antigenicidade de algumas 

amostras obtidas sob algumas das condições dos ensaios realizados com os 
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agentes redutores quando comparadas à β-Lg.  Os tratamentos realizados com TG 

na presença dos agentes redutores não aumentaram a digestibilidade da β-Lg pela 

pepsina. Os digeridos das amostras obtidas sob as condições relativas aos níveis 

extremos do planejamento experimental (±1,41) e o ponto central, foram avaliados 

quanto à sua antigenicidade. Os resultados mostraram que não houve diminuição da 

antigenicidade da β-Lg tratada com TG e GSH ou TG e AA., quando comparadas à 

β-Lg. A polimerização com TG na presença de agentes redutores GSH e AA não foi 

capaz de modificar a antigenicidade das amostras digeridas, sugerindo que não 

houve modificações na proteína capazes de aumentar sua digestibilidade pela 

pepsina ou modificar regiões de epítopos. 

 

Palavras chave: Proteínas do soro de leite; Agentes redutores; Transglutaminase; 

Digestibilidade in vitro; Antigenicidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 



vii 

 

ABSTRACT 
 

Cow’s milk contains proteins which are considered antigenic and able to lead to 

immune response, among them β-lactoglobulin (β-Lg) is the most important. The 

transglutaminase (TG) is the only enzyme commercially used that catalyses inter or 

intramolecular cross linking reaction in various proteins and demonstrates efficiency 

to alter the antigenic potential of food. The current work aimed at studying the effect 

of the reaction of induced polymerization by TG in presence of the reducing agents 

glutathione (GSH) as well as ascorbic acid (AA) in the antigenic activity of β-Lg and 

its digestibility. The modifications in β-Lg induced by TG in presence of reducing 

agents were carried out using factorial experiments 22, in which the independent 

variables were the enzyme:substrate ratio (E/S) (0 – 51,6 U TG g -1) and 

concentration of reducing agents, [GSH] (0 - 0,67 mmol/L) or [AA] (0- 0,02 mol/L), 

and the dependent variables were the polymerization degree and concentration of  

IgE. Polymerization was assessed by electrophoresis in polyacrylamide gel (SDS-

PAGE), and the polymerization degree (PD) was determined by the free lysine 

content. The assessment of antigenicity was by ELISA assay, using serum of  

BALB/c mice sensitized with native β-Lg. The resistance of the samples to the action 

of pepsin was evaluated by electrophoresis in polyacrylamide gel in presence of SDS 

and tricine (SDSPAGE/Tricine). The treatments using TG and GSH showed high 

molecular weight polymers (MM > 97,4kDa), except for a test condition 5 (0,34 

mmol/L GSH), where  TG was not used.  The treatments with TG and AA also 

showed polymers of high molecular weight (MM > 97,4kDa), except for the test 

condition 2 (44,1 U TG g -1 and 0,003 mol/L of AA) and test 5 (0,01 mol/L AA, 

without TG). The PD was higher in the samples treated with TG in presence of 

reducing agents, when compared to samples treated only with TG or reducing 

agents. The results showed that the presence of reducing agents led to the increase 

of polymerization by TG since they denature the protein, leading to increased 

exposure of the amino acids glutamine and lysine, substrate for TG. The results 

showed that there was no reduction in the antigenicity of β-Lg treated with TG in 

presence of GSH or AA, however an increase in the antigenicity of some modified 

samples was observed when compared to the native β-Lg. . The treatments carried 

out with TG and reducing agents did not increase the digestibility of the β-Lg by 
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pepsin. The antigenicity of the digested from the samples obtained under the 

conditions of the extreme levels of experimental planning (±1,41) and at the central 

point were assessed. The results showed that after digestion with pepsin there was 

no decrease of the antigenicity of β-Lg treated with TG in the presence of GSH or AA 

as  compared to digested β-Lg. Polymerization with TG in the presence of reducing 

agents was not able to alter the antigenicity of the samples, which suggests that 

there were no modifications in the protein that would be able to increase its 

digestibility by pepsin as well as the epitopes regions of the β-Lg. 

 

Key words: Whey Proteins; Reducing agents; Transglutaminase; Digestibility  in 

vitro; Antigenicity. 
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1. Introdução 

Alergia alimentar é caracterizada por resposta imunológica anormal a algum 

componente de alimento. Representa problema importante de saúde, especialmente 

em países industrializados, onde se estima que afeta de 1 a 2% da população adulta 

e até 8% das crianças com idade abaixo de três anos (HELM e BURKS, 2000). 

Diversos alimentos podem causar algum tipo de reação alérgica, sendo mais 

frequentemente citados a soja, o trigo, o ovo, o peixe, alguns cereais e o leite 

bovino. As proteínas presentes nestes alimentos são os principais componentes 

responsáveis pelas reações alérgicas (CLARE, GHARST e SANDERS, 2007; 

BURKS e BALLMER-WEBER, 2006). 

Segundo Yoshino et al. (2004), as proteínas alergênicas apresentam as 

seguintes características: resistência às enzimas digestivas, estabilidade térmica 

e/ou presença de epítopos na sua estrutura.  As enzimas do trato gastrointestinal 

degradam proteínas dos alimentos formando principalmente peptídeos. Algumas 

delas, no entanto, resistem ao processo de digestão e podem ser absorvidas pelo 

epitélio na sua forma intacta e imunologicamente ativa, sensibilizando o sistema 

imune da mucosa intestinal (BANON et al., 2002; YOSHINO et al., 2004). Por essa 

razão, a digestibilidade e permeabilidade intestinal podem influenciar no potencial 

alergênico das proteínas (MORENO, 2007). Desta forma, a resistência à digestão 

com pepsina, utilizando um fluido similar ao fluido gástrico (SFG), vem sendo 

considerada um dos critérios para avaliar o potencial alergênico de novas proteínas 

(MORENO, 2007). 

O leite bovino é um alimento com grande potencial de causar alergias, por 

possuir proteínas altamente alergênicas, dentre elas estão as proteínas do soro, a β-

Lactoglobulina (β-Lg), α-Lactoalbumina (α-La), soroalbumina (BSA), lactoferrina (LF). 

A β-Lg é considerada o alérgeno dominante das proteínas do soro e a α-Lg, BSA e 

LF em menor proporção (MONACI et al., 2006; BALL et al., 1994). 
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Diversos processos têm sido estudados com o objetivo de diminuir a 

antigenicidade de proteínas alimentares (MONACI et al., 2006). Entre eles, a 

utilização da enzima transglutaminase (TG), que catalisa reações de ligação ε-(γ-

glutamina)lisil inter ou intramoleculares, incorporação de aminas e desaminação 

(MOTOKI e SEGURO, 1998; SHARMA et al., 2001, JONG e KOPPELMAN, 2002; 

FORT et al., 2007), apresentou resultados positivos na redução da antigenicidade de 

proteínas da soja  (BABIKER et. al. 1998) e trigo (WATANABE et al., 1994. Villas- 

Boas et al. (2010) verificaram diminuição da antigenicidade da β-Lg quando 

polimerizada com TG na presença de Cys. O tratamento combinado de hidrólise das 

proteínas do soro com Alcalase com polimerização com TG reduziu a 

imunoreatividade das proteínas, principalmente da β-Lg, quando comparado à 

proteína somente hidrolisada ou polimerizada (WRÓBLEWSKA et al., 2008). 

 As proteínas do soro do leite, em sua estrutura nativa, são de difícil acesso 

para a ação da TG, devido à sua estrutura globular estabilizada por pontes 

dissulfeto, que limitam a exposição dos aminoácidos glutamina e lisina para a 

formação de ligações cruzadas (Bönisch et. al 2007). A desnaturação térmica ou 

química de proteínas globulares é um passo importante para a reação de 

polimerização, por melhorar o acesso da TG aos resíduos de glutamina e lisina 

(SHARMA, ZAKORA e QVIST, 2002). 

 O uso de agentes redutores como ditiotreitol (DDT) aumenta a reatividade, 

principalmente da β-Lg, pela clivagem das pontes dissulfídicas, levando ao 

desdobramento das proteínas e maior exposição dos sítios de ligação da enzima 

(JONG e KOPPELMAN, 2002; LEE et al., 2001). Como o DDT não pode ser utilizado 

na produção de alimentos, alternativas para aumentar a reatividade da β-Lg por 

outros agentes redutores são investigadas. Faergemand, Otte e Qvist (1997) 

indicaram o aminoácido císteina (Cys) como possível substituto do DTT como 

agente redutor para propiciar a polimerização da β-Lg por TG. A glutationa (γ-

glutamilcisteinaglicina, GSH) aumentou em 20-30% a polimerização de caseína 

induzida por TG (BONISCH, LAUBER e KULOZIK, 2007). A utilização do ácido 

ascórbico (AA) foi benéfica à formação de surimi por reduzir as pontes dissulfeto das 

proteínas miofibrilares, possibilitando maior acesso da TG endógena aos 
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aminoácidos glutamina e lisina (SOOTTAWAT, CHUTIMAN e WONNOP, 2005). 

Miwa et. al (2002) observaram que a adição dos agentes redutores GSH e AA 

juntamente com a TG  aumenta a polimerização e altera as propriedades físicas do 

leite e de produtos lácteos. 

Embora tratamentos físicos, químicos e enzimáticos venham sendo utilizados 

para reduzir o potencial antigênico das proteínas do soro de leite, o efeito da ação 

da TG na presença de agentes redutores na antigenicidade e digestibilidade das 

proteínas do leite, em especial da β-Lg foi pouco estudado. 

Assim o presente trabalho teve como objetivo estudar a polimerização da β-Lg 

na presença dos agentes redutores GSH e AA e seu efeito na antigenicidade e 

digestibilidade da proteína. 
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2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo Geral 

Estudar o efeito da reação de polimerização induzida pela TG na presença 

dos agentes redutores GSH e AA, sobre a atividade antigênica da β-Lg.  

 

2.2  Objetivos Específicos 

•  Estudar o efeito dos agentes redutores GSH e AA na polimerização da β-Lg 

pela TG utilizando a Metodologia de Superfície de Resposta. 

 

•  Obter e caracterizar a β-Lg polimerizada pela TG na presença dos agentes 

redutores GSH e AA. 

 

•  Avaliar o potencial antigênico das proteínas modificadas pela suscetibilidade 

à digestão com pepsina e pelos testes imunoquímicos, Enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA). 
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3.1 Proteínas do soro leite 

O leite de vaca constitui uma das principais fontes de proteínas na 

alimentação de humanos de todas as idades, é composto por aproximadamente 

3,5% de proteínas, sendo 2,9% caseína e 0,6% proteínas de soro (SGARBIERI, 

1996). A caseína pode ser definida de maneira simplificada como a proteína 

precipitada por acidificação do leite desnatado em  pH 4,6 a 20 ºC,  e o líquido 

remanescente recebe o nome de soro do leite, que contém cerca de 20% das 

proteínas do leite. A α-lactoalbumina (α-La) e a β-Lg perfazem 70-80% das proteínas 

do soro. Além dessas, são encontradas a soroalbumina (BSA), lactoferrina (LF), 

imunoglobulinas, proteose-peptonas, transferrina e enzimas (SGARBIERI, 1996). 

As proteínas do soro do leite bovino são de grande importância na 

alimentação humana por serem uma fonte rica em aminoácidos indispensáveis, de 

elevada digestibilidade e apresentarem ações fisiológicas específicas, como 

antioxidante, antitumoral, antihipertensiva, protetora de mucosa gástrica contra 

agentes ulcerogênicos, virais e bacterianos (SGARBIERI, 2004). Na indústria de 

alimentos são utilizadas na formulação de produtos por suas propriedades 

funcionais (espumante, emulsificante, geleificante, formação de fibras), 

(SGARBIERI, 1996; MARSHAL e HARPER, 1988; PAGNO et.al, 2009). 

A β-Lg foi a primeira proteína do leite a ser cristalizada e a designação β é 

derivada do fato de aparecer como segunda banda no perfil de ultracentrifugação do 

soro do leite e representa 50 % do total de proteínas do soro do leite. (SGARBIERI, 

1996; MONACI et. al., 2006). É uma proteína globular, constituída por 162 

aminoácidos, contém um grupo sulfidrila livre (-SH) e duas pontes dissulfeto 

intramoleculares (-S-S-), ligando a Cys66 – Cys160 e Cys106 – Cys119, o que contribui 

significativamente para a sua estabilidade, além de um grupo tiol (-SH) Cys121, 

importante devido a sua habilidade em participar na formação intermolecular ou 

intramolecular de pontes dissulfeto. A estrutura cristalina mostra que o monômero 

(Figura 1) (MM ~ 18,4 kDa) consiste predominantemente de folhas-β (50%) e uma 
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pequena porção de α-hélice (15%), estruturas ao acaso (15%) e estruturas em volta 

ou turns (20%) (PAPIZ et al., 1986; MONACO et al., 1987; BROWNLOW et al., 

1997). A β-Lg pode acomodar pequenas moléculas hidrofóbicas em seu interior, 

devido à organização de sua estrutura terciária possuir oito folhas-β antiparalelas 

que se arranjam formando uma espécie de cálice, caracterizando a β-Lg como um 

membro da família das lipocalinas, que compreende as proteínas com função de 

transporte (ROUVINEN et al., 1999). 

 

Figura 1. Estrutura tridimensional da  β-Lg, mostrando a posição das pontes dissulfeto e do 

grupo tiol (Eissa et al., 2006). 

Em pH 5,1 a 6,7, a β-Lg se apresenta como um dímero estável constituído de 

duas unidades esféricas, devido à interação eletrostática entre aspartato (Asp130) e 

ácido glutâmico (Glu134) de um determinado monômero e o resíduo lisina de outro 

monômero (SAWYER et al., 2002; SGARBIERI, 1996). Em pH menor que 3,0 ou 

maior que 8,0, os dímeros se dissociam em monômeros. A β-Lg sofre desnaturação 

térmica pelo aquecimento a temperaturas superiores a 60 ºC. A 95 ºC há completa 

desnaturação da β-Lg, que sofre extensa transformação conformacional, com 

exposição de grupos nucleofílicos altamente reativos e de áreas hidrofóbicas 

(SGARBIERI, 1996).  
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Já foram identificadas onze variantes genéticas da β-Lg, sendo as variantes A 

e B as principais. Elas se diferem apenas nas posições 64 (Asp→Gly) e (Val→Ala) 

(GANAI et al., 2009). 

3.2 Antigenicidade das proteínas do soro de leite 

Proteínas que produzem resposta imune específica, tais como produção de 

anticorpos ou imunidade mediada por células, são denominadas antígeno ou 

alérgeno. As reações alérgicas ocorrem quando um indivíduo que produziu 

imunoglobulinas em resposta a um antígeno inócuo, ou alérgeno, encontra 

subsequentemente o mesmo alérgeno (ABBAS e LICHTMAN, 1995). Epítopo ou 

determinante antigênico, seqüência de aminoácidos que se liga aos anticorpos, 

apresentam duas formas: “contínuo” ou “linear”, quando os aminoácidos estão em 

seqüência na estrutura primária, podem ser inacessíveis na conformação nativa e 

aparecer somente quando a proteína é desnaturada e “conformacional”, onde vários 

aminoácidos estão muito próximos devido à estrutura tridimensional da proteína 

(BALL et al., 1994; ABBAS e LICHTMAN, 2005). A capacidade de um antígeno 

estimular a produção de anticorpos é denominada imunogenicidade, enquanto que a 

capacidade de um antígeno interagir com um anticorpo ou células do sistema imune 

é denominada antigenicidade (CORDLE et al., 1994). 

Diversos alimentos podem causar algum tipo de reação alérgica, sendo os 

mais frequentemente citados a soja, o trigo, o ovo, o peixe, alguns cereais e o leite 

bovino. As proteínas presentes nestes alimentos são os principais componentes 

responsáveis pelas reações alérgicas (CLARE, GHARST e SANDERS, 2007). As 

reações alérgicas alimentares são mediadas principalmente por imunoglobulinas E 

(IgE), outras reações que envolvem outras classes de imunoglobulinas, complexos 

imunes e/ou mecanismos mediados por células, também podem ocorrer. (ABBAS e 

LICHTMAN, 2005; WALL, 2004). Os sintomas da alergia alimentar incluem náuseas, 

vômitos, dor abdominal, flatulência, diarréia, urticária e crise de asma. A situação 

mais grave de alergia a alimentos é o choque anafilático (BUCK, HATTERSLEY e 

KIMBER, 2010). O leite bovino contém várias proteínas que são consideradas 

antigênicas e capazes de induzir algum tipo de resposta imunológica. Em estudo 

realizado com pacientes alérgicos, foi verificado que as proteínas mais abundantes 
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no leite caseína, β-Lg e α-La são as mais antigênicas, enquanto que BSA e LF, 

encontradas em menor quantidade, são menos antigênicas (REDDY, KELLA e  

KINSELLA, 1988; MONACI et al., 2006).  

A β-Lg pode promover reações alérgicas mesmo quando presente em baixas 

concentrações (PUERTA et al., 2006). Seló et al. (1999) observaram a presença de 

grande quantidade de epítopos em toda extensão da estrutura da β-Lg após a sua 

hidrólise com tripsina. Wal (2001) relatou que os epítopos da β-Lg reconhecidos por 

mais de 90% dos pacientes alérgicos foram os fragmentos f(41-60), f(102-124) e 

f(149-162), cada um contribuindo com aproximadamente 10-15% da 

imunorreatividade da proteína. Clement et al. (2002) verificaram a ocorrência de 

epítopos não só na α-hélice e loops externos, mas também nas folhas β da β-Lg. 

Otani et al. (1985) mostraram que a estrutura terciária da β-Lg era necessária para 

sua imunorreatividade. No entanto, estudos com anticorpos monoclonais 

identificaram 12 sítios antigênicos na estrutura da β-Lg, localizados em regiões 

hidrofóbicas da molécula, conservando epítopos responsáveis pelo reconhecimento 

das IgE, inacessíveis na conformação nativa da proteína, porém acessíveis quando 

desnaturadas (Maier et al.,2006). 

Métodos imunoquímicos são utilizados para monitorar e verificar a ruptura dos 

epítopos específicos pela hidrólise enzimática e processos associados (BESLER, 

2004); Entre eles os mais utilizados encontram-se o Radio-Allergosorbent Test 

(RAST), Enzyme Allergosorbent Test (EAST), Rocket Immuno-Electrophoresis (RIE), 

Western Blotting, Imunoblote e ELISA) (BESLER, 2004; POMS, KLEIN e ANKLAM; 

2004; KOPPELMAN e HEFLE, 2006; MONACI et al., 2006). Estes métodos são 

aplicáveis para detecção qualitativa e quantitativa de componentes alimentares e 

verificação da presença de proteínas potencialmente alergênicas (HUDSON e RAY, 

1989, MONACI et al., 2006). 

O teste ELISA é o método comumente utilizado em laboratórios e indústria de 

alimentos que detecta, por reação colorimétrica, ligação entre antígeno e anticorpo. 

A concentração do complexo antígeno-anticorpo pode ser estimada com base em 

uma curva padrão obtida com quantidades conhecidas de anticorpo purificado. 

Existem dois tipos de ELISA: competitivo e sanduíche, sendo o último o mais 
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aplicado para a detecção de alérgenos alimentares (POMS, KLEIN, ANKLAM; 2004; 

KOPPELMAN, HEFLE, 2006; MONACI et al., 2006). 

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) seguida por imunoblote 

em membrana de nitrocelulose é um procedimento padrão para separação e 

identificação de proteínas/alérgenos (POMS, KLEIN, ANKLAM; 2004). A posição dos 

antígenos na membrana é uma reprodução fiel de sua posição no gel. Proteínas 

específicas podem ser detectadas por anticorpos capazes de reagir com proteínas 

solubilizadas por SDS, os anticorpos ligados são revelados com anticorpos 

antiimunoglobulina marcados com radioisótopos ou uma enzima (JANEWAY et al., 

2002). O anticorpo IgE humano é o mais usado para identificar e caracterizar novos 

alérgenos alimentares no imunoblote, no entanto, uma vez que o alérgeno foi 

caracterizado, anticorpos produzidos em animais podem ser usados da mesma 

forma que o soro humano nestas análises de rotina (PASTORELLO e TRAMBAIOLI, 

2001). 

O modelo experimental mais utilizado em estudos da avaliação de 

componentes alergênicos em alimentos são os camundongos (ADEL-PATIENT et al. 

2000; BERNARD et al. 2000). Gaudry et al. (2004) verificaram que a resposta de 

anticorpos das classes IgE e IgG para amendoim, camarão e castanha de caju em 

camundongos BALB/c apresentaram similaridade significativa aos encontrados em 

indivíduos alérgicos. 

3.3 Estratégias para redução da antigenicidade das proteínas do soro de leite 

Consideráveis esforços têm sido realizados para a diminuição da 

antigenicidade de produtos derivados do leite. Processos tais como tratamento 

térmico, hidrólise enzimática, alta pressão, fermentação, reação com açúcares 

redutores e irradiação têm sido utilizados para alterar o potencial alergênico de 

alimentos. (MAIER, et al., 2006; BYUM et al., 2002; MORGAN et al., 1998).  

 Kleber et al. (2004) observaram que temperaturas acima de 65 ºC levam à 

diminuição da antigenicidade da β-Lg, por promover a agregação, com formação de 

ligações covalentes, como pontes dissulfeto, que podem esconder alguns epítopos, 
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diminuindo assim a sua antigenicidade. Por outro lado, Spiegel e Huss (2002) 

relataram aumento da antigenicidade com o prolongamento do tempo de 

aquecimento a 90 ºC. A resposta antigênica diminuiu quando a temperatura de 

aquecimento excedeu 90 ºC, devido ao aumento do tamanho das partículas e 

agregados que levou à menor exposição dos epítopos (Spiegel e Huss 2002).  

Kleber et. al. (2004) concluíram que a desnaturação pode levar tanto ao aumento 

como à diminuição da antigenicidade da β-Lg. O aumento é devido à maior 

exposição dos epítopos que estavam escondidos na estrutura terciária ou pela 

origem de novos antígenos em conseqüência de reações químicas e físicas 

ocorridas pela agregação, por outro lado, a desnaturação pode esconder epítopos 

da  β-Lg, levando a uma diminuição da antigenicidade (Kleber et. al. 2004) 

A hidrólise de proteínas é uma estratégia comumente empregada na redução 

da antigenicidade e prevenção à sensibilização por alguns produtos alimentícios 

(IAMETTI et. al. 2002; PAHUD et al., 1985). Kananen et al. (2000) mostraram que a 

hidrólise da fração precipitada da proteína do soro do leite com pepsina por 180 min 

e com a tripsina por 30 min resultou em peptídeos com MM < 5 kDa e antigenicidade 

foi quase totalmente eliminada.  

Lakshman et al. (2011) estudaram o potencial de duas proteinases ácidas 

MpiAP1, MpiAP2. Hidrolisados do concentrado protéico do soro (CPS) foram 

preparados utilizando proteinases ácidas (MpiAP1, MpiAP2), pepsina e  tripsina, 

isoladamente e em combinação a fim de diminuir a antigenicidade do concentrado 

protéico de soro de leite (CPS). As análises eletroforéticas do CPS mostraram que a 

digestão completa de todos os seus componentes ocorreu na presença das 

proteinases ácidas juntamente com a tripsina e, para essa condição de tratamento, 

foi encontrada redução da antigenicidade do CPS, avaliada por ELISA. 

A especificidade enzimática é um fator importante na hidrólise, pois a posição 

de clivagem das ligações peptídicas resulta em fragmentos protéicos com diferentes 

sequências aminoacídicas. Esta especificidade influi na degradação dos epítopos 

responsáveis pelas reações imunológicas (VAN BERESTEIJN et al., 1994). A 

antigenicidade de hidrolisados depende também da massa molecular (MM) dos 

peptídeos presentes (VAN HOEYVELD et al., 1998). Otani e Hosono (1990) e 
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Nakamura, Sado e Syukunobe (1993) mostraram que peptídeos com MM abaixo de 

3,5 kDa obtidos da hidrólise de caseína e proteínas do soro de leite não provocaram 

resposta alérgica mediada por IgE. 

Peñas et al. (2005) observaram redução significativa da antigenicidade, 

avaliada por teste ELISA, de hidrolisados da β-Lg previamente ao tratamento com 

alta pressão, com tripsina e pepsina. Os autores reportaram que houve completa 

digestão da β-Lg quando previamente tratada a 200 MPa. Zhonget. et al. (2011) 

estudaram o efeito do tratamento de alta pressão em diferentes temperaturas na 

antigenicidade da β-Lg, e observaram, por teste ELISA, aumento considerável na 

resposta antigênica à proteína. Os autores sugeriram que a alta pressão induziu à 

mudanças na conformação β-Lg, resultando em melhor acessibilidade para os 

anticorpos. 

A irradiação de alimentos também foi considerada um processo 

potencialmente viável para redução da alergenicidade dos componentes do leite. 

Byum et.al. (2002) avaliaram que a aplicação de radiação gama levou à diminuição 

do reconhecimento da β-Lg pelo soro de pacientes alérgicos a essa proteína e que o 

reconhecimento da β-Lg pela IgE foi inversamente proporcional à dose de radiação, 

indicando alteração estrutural dos epítopos. Cho et al. (2010) observaram alterações 

na antigenicidade da β-Lg tratada com aplicação de radiação UV em diferentes 

tempos de exposição (4, 8, 16 e 32 h) da proteína. Os autores verificaram que houve 

aumento significativo na resposta de IgE para todos os tempos de exposição, exceto 

para 32 h, que não apresentou diferença significativa em relação a β-Lg nativa. Os 

autores observaram formação de agregados de alto massa molecular no tempo de 

exposição à radiação UV maior que 16 h. 

A fermentação ácido-láctica por diferentes espécies de bactérias (mesofílicas 

e termofílicas) é outra técnica que tem sido utilizada visando a redução da 

alergenicidade das proteínas (JEDRYCHOWSKI e WROBLEWSKA,1999). Estudos 

relatam que o uso de probióticos pode ser responsável pela redução dos sintomas 

em pacientes alérgicos, o que é considerado uma inovação na prevenção e terapia 

(VILJANEN et al., 2005). 
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 A reação de Maillard também tem sido utilizada para a diminuição da 

antigenicidade de proteínas pela modificação dos epítopos, através da formação de 

conjugados de β-Lg com açúcares redutores como glicose, galactose, lactose e 

também oligossacarídeos (MORGAN et al., 1998). Hattori et al. (2004) relataram que 

diminuição da antigenicidade da β-Lg conjugada com oligossacarídeos, analisada 

por ELISA, deve-se ao mascaramento dos epítopos. Nodake et. al. (2011) observou, 

por teste ELISA, diminuição da antigenicidade da β-Lg conjugada com amilose. 

A TG também pode reduzir o potencial antigênico das proteínas do soro do 

leite, por promover a formação de ligações cruzadas covalentes inter ou 

intramoleculares, podendo desta forma, ocultar regiões de epítopos (VILLAS- BOAS 

et al., 2010). Babiker et al. (1998) verificaram que a modificação das proteínas de 

soja pela reação com TG resultou no mascaramento de determinantes antigênicos e 

redução da antigenicidade, efeito também reportado por Watanabe et al. (1994) para 

as frações protéicas solúveis e insolúveis do trigo tratadas com a TG. 

Wróblewska et al. (2008) obtiveram diminuição da antigenicidade de proteínas 

do soro do leite hidrolisadas com Alcalase e posteriormente polimerizados com TG. 

Wróblewska et al. (2010) observaram, por teste ELISA, diminuição da 

imunorreatividade de iogurte produzido com a adição de TG e fermentado nas 

temperaturas de 37 ou 42 ºC.  Fernandes (2009) concluiu que a polimerização com 

TG provocou mudanças estruturais que facilitaram a clivagem da β-Lg pelas 

enzimas digestivas, e geraram peptídeos com baixo potencial antigênico, 

comparados aos da proteína nativa, quando avaliada por Imunoblote.  

3.4 Digestibilidade e antigenicidade de proteínas  

A resistência à degradação proteolítica tem sido descrita como uma das 

características de diversas proteínas alergênicas (POULSEN, 2004). Asselin et al. 

(1989) destacaram a importância da pepsina e da secreção ácida do sistema 

digestório na desnaturação e/ou degradação das proteínas do soro do leite na  

redução da antigenicidade.  
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A β-Lg na forma nativa apresenta comportamento diferente das demais 

proteínas do soro quanto à susceptibilidade às enzimas gastrintestinais, sendo 

resistente à ação da pepsina em pH 2, condição na qual a enzima está com 

atividade máxima e a proteína está na forma monomérica (REDDY, KELLA e 

KINSELLA, 1988; KIM et al., 2007). A β-Lg contém em sua estrutura primária cerca 

de 50 ligações que são potenciais sítios de clivagem da pepsina, porém, grande 

parte destas ligações está localizada no centro hidrofóbico da molécula não sendo 

acessível à pepsina (NACER et al., 2004).  

Astwood, Leach e Fuchs (1996) foram os primeiros a relacionarem a 

resistência à digestão, utilizando o fluído similar gástrico (FSG), ao potencial 

alergênico de proteínas. No estudo demonstrou-se que a β-Lg e outras proteínas 

consideradas antigênicas apresentaram fragmentos estáveis à digestão com FSG, 

que ao serem absorvidos poderiam causar reação alérgica. Por outro lado, proteínas 

consideradas não antigênicas eram totalmente digeridas. Os autores consideram a 

resistência à pepsina uma ferramenta preditiva para a avaliação do potencial 

antigênico de proteínas alimentares. 

Entretanto, Fu Abbott e Hatzos (2002) demonstraram que apenas algumas 

dentre as proteínas alergênicas avaliadas eram resistentes à ação da pepsina.  

Posteriormente, foi avaliado que a suscetibilidade à digestão com pepsina de um 

mesmo alérgeno pode sofrer grande variação quando diferentes testes in vitro são 

comparados, devido às condições experimentais tais como: pH, relação pepsina e  

proteína, pureza da pepsina, e os métodos de detecção utilizados (MORENO, 2007). 

Schnell e Herman (2009) relataram que os efeitos no processamento dos 

alimentos e as interações que ocorrem entre os componentes alimentares na matriz 

do alimento são possíveis causas para a baixa capacidade preditiva destes testes, 

pois essas interações podem deixar proteínas longe do contato com o suco gástrico, 

e impedi-las de serem digeridas pela pepsina. Desta forma, fatores a serem 

considerados incluem as ligações da protease com o substrato, pois podem ser 

maiores que as ligações encontradas in vivo e as interações de outros componentes 

dos alimentos com as proteínas, podem influenciar nos resultados obtidos in vitro 

(SCHNELL e HERMAN, 2009).  
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Maier et al. (2006) observaram que o processo de fermentação de produtos 

lácteos aumenta a suscetibilidade da β-Lg à digestão péptica, reduzindo a 

imunorreatividade da β-Lg, avaliada pelo método ELISA. 

Yoshino et al. (2004) avaliaram a susceptibilidade da proteína da clara do ovo 

à digestão pela pepsina na faixa de pH de 1,5 - 4,0.  Os autores observaram por 

SDS-PAGE que a ovoalbumina foi digerida pela pepsina em pH de 1,5 e 2,0, porém  

foi resistente à enzima em valores mais elevados (pH 4). A resistência à digestão 

enzimática em pH 4 pode causar reações alérgicas devido a absorção de 

fragmentos intactos de proteínas alergênicas que contenham epítopos, 

principalmente em crianças em que o pH do estomago é mais elevado.  Martos et al. 

(2010) também estudaram a digestão gástrica da ovoalbumina em diferentes valores 

de pH  (1,2; 2 e 3,2),  tempos de digestão  (30, 60 e 90 min). Os autores observaram 

que em valores de pH mais ácidos (1,2 e 2) e maior tempo de reação (90 min) a 

ovoalbumina foi totalmente digerida pela pepsina. Os autores observaram por teste 

ELISA que as amostras mais intensamente digeridas apresentaram diminuição da 

antigenicidade. 

 Sakai et al. (2000) observaram que a caseína bovina foi  rapidamente  

degradada pela pepsina em pH entre 1,5 e 3,5 enquanto que em pH 4,0, foi 

lentamente degradada. Segundo os autores, esses resultados explicam o 

desenvolvimento da alergia ao leite bovino em crianças, cujo pH estomacal é mais 

elevado que o de um adulto e a secreção da pepsina é menor, assim as proteínas 

sofrem menor digestão podendo ocasionar reação alérgica.  

3.5 Reações com transglutaminase 

A TG foi identificada por Heinrich Waelsch há mais de 40 anos como uma 

enzima com a função de incorporar aminas em proteínas no fígado e na coagulação 

sanguínea (LORAND, 2002). Está presente naturalmente em plantas, micro-

organismos, tecidos e fluídos corporais de animais. (FOLK e FINLAUSON, 1977) e 

catalisa reações de ligação ε-(γ-glutamina)lisil inter ou intramoleculares, 

incorporação de aminas e  desaminação, apresentadas na Figura 2 (MOTOKI e 

SEGURO, 1998; SHARMA, LORENZEN e QVIST, 2001; JONG e KOPPELMAN, 
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2002; FORT et al., 2007 e HILLER e LORENZEN 2009). As reações catalisadas de 

acil transferência entre o grupo γ-carboxilamida de peptídeos ou glutamina ligada a 

peptídeos (doador de acil) e aminas primárias (receptores de acil), incluindo o grupo 

ε-amino de resíduos de lisina em proteína, podem resultar na polimerização de 

proteínas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Reações catalisadas pela transglutaminase. Fonte: Sharma, Lorenzen e Qvist, 2001 

(adaptado). 

A TG é composta de 331 aminoácidos em uma única cadeia polipeptídica. A 

sua estrutura secundária consiste de oito folhas-β rodeadas por 11 α-hélices, além 

de apresentar um resíduo de cisteína com o grupo tiol livre, essencial para a 

atividade enzimática. A sua massa molecular é em torno de 38,0 kDa, seu ponto 

isoelétrico é 8,9, o pH ótimo da TG microbiana é na faixa de 5,0 a 8,0 e a 

temperatura ótima de atividade enzimática é em torno de 50  ºC (KANAJI et al., 

1993; MOTOKI e SEGURO, 1998). 

As reações catalisadas pela TG podem modificar as propriedades de 

solubilidade, hidratação, gelificação, coagulação, estabilidade ao calor, e 
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propriedades reológicas de uma variedade de proteínas (DICKINSON, 1997; 

LORENZEN e SCHLIMME, 1998; MOTOKI e SEGURO, 1998; LORENZEN, 2000; 

BUCHERT et al., 2007; JAROS et al., 2006). Sanli et al. (2011) concluíram que o 

tratamento das proteínas do leite com TG é um método efetivo para melhorar as 

propriedades funcionais de iogurte. A adição de TG após a pasteurização do leite 

levou a um incremento na viscosidade, diminuição da sinerese e não apresentou 

qualquer efeito negativo na propriedade sensorial do produto final. Os autores 

sugeriram que a adição de TG seguida de pasteurização pode ser utilizada em 

produtos de leite com a finalidade de melhorar a sua qualidade. Rossa et al. (2011) 

observaram que a utilização de TG aumentou a viscosidade de sorvete pelo 

aumento da formação de ligações cruzadas induzidas pela TG, confirmada pela 

formação de polímeros por eletroforese em meio redutor. 

Bönisch et al. (2007) relatam que as proteínas do soro do leite, em sua 

estrutura nativa, são de difícil acesso para TG, devido à sua estrutura globular  

estabilizada por pontes dissulfeto, que limitam a exposição dos aminoácidos 

glutamina e lisina para a formação de ligações cruzadas. Sharma, Zakora e Qvist 

(2002) apontam que a desnaturação de proteínas globulares é um passo importante 

para a reação de polimerização, por melhorar o acesso da TG aos resíduos de lisina 

e glutamina. O uso de agentes redutores como DDT, cisteína, glutationa, ácido 

ascórbico mostraram-se promissores no aumento da reatividade da TG por 

quebrarem pontes dissulfídicas, levando ao desdobramento das proteínas e 

resultando em uma exposição maior dos aminoácidos glutamina e lisina para a 

realização de ligações cruzadas pela TG (Figura 3) (JONG e KOPPELMAN, 2002; 

LEE et al., 2001; FORT et al., 2007; VILLAS-BOAS et al., 2010).  As proteínas mais 

comumente modificadas pela TG são as provenientes do leite bovino (JAROS et.al, 

2010; GUYOT e KULOZIK, 2011) da soja ( JOOS, KIM e LEE, 2011; BABIKER, 

2000; JIANG e ZHAO, 2011) e do glúten (AGYARE et al., 2008, BELLIDO e 

HATCHER, 2011). 

 Wilcox e Swaisgood (2002) verificaram que o DTT aumenta a atividade da TG 

por manter o sítio ativo sulfidril da enzima no estado reduzido, levando a um 

aumento de 10-25% da atividade enzimática. Truong et al. (2004) observaram por 
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SDS-PAGE aumento da formação de polímeros nas proteínas do leite quando 

tratadas com TG na presença de DTT. Os autores indicam que o aumento pode ser 

devido à quebra de pontes dissulfeto da proteína, levando a sua desnaturação e 

tornando maior o acesso da enzima aos grupos NH2, para formação de pontes 

cruzadas  e também pela manutenção do grupo sulfidrila, que está no sítio ativo da 

enzima na forma reduzida, aumentando assim a atividade da TG. 

Bonisch, Lauber e Kulozik, (2007) também verificaram aumento da atividade 

da TG na presença do agente redutor glutationa pela redução do seu sítio ativo. 

 

Figura 3. Possível mecanismo de ação catalisada pela transglutaminase após tratamento da 

proteína com agente redutor, na formação de estruturas protéicas mais compactas (adaptado de 

EISSA et al., 2006).  

Motoki e Nio (1983) obtiveram maior polimerização da β-Lg, αs1- caseína e k-

caseína pela TG quando na presença de DDT, sendo que a β-Lg foi polimerizada 

parcialmente e as demais foram quase totalmente polimerizadas. Faergemand, Otte 

e Qvist (1997) observaram aumento de ligações cruzadas no isolado proteico do 

soro do leite tratado com TG na presença de DDT, sendo que a β-Lg e a α-La 

sofreram maior polimerização na presença do agente redutor. 

Traoré e Meunier (1992) avaliaram o uso dos agentes redutores DDT e 

cisteína na polimerização da β-Lg, α-La e BSA induzida pela TG presente no 

plasma, placenta e plaquetas, e verificaram aumento na polimerização da  β-Lg e α-
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La na presença de ambos agentes redutores. Para a BSA, a Cys não aumentou a 

polimerização na mesma proporção que o DDT. Os autores sugeriram que o DTT 

pode ser substituído por Cys ou GSH na polimerização da  β-Lg e α-La.  

O DTT não pode ser utilizado na produção de alimentos, alternativas para 

aumentar a reatividade da β-Lg por outros mecanismos têm sido investigadas. 

Faergemand, Otte e Qvist (1997) também indicaram a Cys como possível substituto 

do DTT como agente redutor para propiciar a polimerização da β-Lg por TG.  

Villas-Boas et al. (2010) avaliaram a polimerização da β-Lg nativa, tratada 

termicamente e também na presença de Cys. Os autores verificaram que a 

polimerização mais efetiva na presença da Cys, com formação de polímeros de 

maior massa molar, quando comparadas às amostras de β-Lg nativa e tratada 

termicamente. 

Miwa et al. (2002) conduziram experimento com leite cru (3,1% proteína, 3,6% 

de gordura) tratado com TG (2 U g -1 proteína, 40 oC, 3 h) na presença de GSH na 

faixa de 0,0 a 0,2 mmol/L. Os autores relataram aumento na formação de compostos 

de alta massa molecular na presença de GSH em concentrações em torno de 0,02 

mmol/L, sendo que houve diminuição significativa das frações de caseína, 

demonstrada por SDS-PAGE. Bonisch, Lauber e Kulozik (2007) avaliaram o efeito 

da GSH sobre a reação de polimerização da caseína micelar e caseinato de sódio 

catalisada pela TG, suspendidos em soro do leite com uma concentração final de 

proteína de 3%. Os autores demonstraram que a GSH, em concentrações entre 0,05 

e 0,1 mmol/L, é capaz de aumentar a polimerização da caseína micelar em 20-30%, 

porém para o caseinato de sódio não houve alterações.  

A GSH possui dois grupos carboxílicos, um grupo amino livre e um grupo SH. 

O grupo SH pode ser facil e reversivelmente oxidado formando pontes dissulfeto (S-

S), levando à produção de glutationa oxidada (GSSG) e de proteína ligada à 

glutationa (PSSG) (Figura 5) (JOYE, LAGRAIN e DELCOUR, 2009). Está presente 

em quase todos os organismos, sendo um importante antioxidante, protegendo 

células contra radicais livres, peróxidos, lesões mediadas por xenobióticos e 

protegendo o grupo tiol de proteínas intracelulares (MEISTER e TATE, 1976; 
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SHIGEOKA, et al., 1985). Além destas, a GSH participa de muitas outras funções 

celulares, como a modulação da proliferação celular e da resposta imune, 

armazenamento e transporte de Cys, síntese de proteínas e ácidos nucléicos, 

manutenção da forma ativa das enzimas (PAOLICCHI et al., 2002). A importância 

biológica da GSH esta relacionada ao potencial redox dos grupos sulfidrilas livres 

dos resíduos de cisteína (PENNINCKX, 1999).  A presença de GSH parece melhorar 

o intercambio de reações tiol-dissulfeto resultando em modificações estruturais de 

proteínas (DONG e HOSENEY,1995; MIWA et al. 2002). 

         
Figura 4. Glutationa ɣ-glutamilcisteinaglicina Fonte: (Huber e Almeida, 2008). 

Soottawat, Chutiman e Wonnop (2005) avaliaram o efeito de diferentes 

agentes redutores (Cys, AA e bissulfeto de sódio) nas propriedades fisico-químicas e 

formação de surimi. Os autores observaram que as amostras adicionadas de 

agentes redutores apresentavam géis mais firmes devido ao aumento da 

polimerização induzida pela TG endógena. Jiang, Lan e Tsao (1986) também 

reportaram que a utilização de ácido ascórbico na miosina de peixe congelado 

aumentou a reação catalisada pela TG endógena aumentando a polimerização, 

obtendo géis mais firmes. 

O AA apresenta grande importância para sistemas bioquímicos, 

farmacológicos, eletroquímicos, processamento de alimentos, sendo suas 

propriedades redox uma das características químicas de maior interesse 

(FORNARO e COICHEV, 1997). O AA possui a estrutura de um diol que é oxidado 

formando o ácido L-deidroascórbico (Aox) (Figura 6). 
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Figura 5. Oxidação do ácido L-ascórbico (H2A) a ácido L-deidroascórbico (Aox) (FORNARO e 

COICHEV, 1997). 
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4. Material e Métodos  

4.1 Material 

Foi utilizada β-Lg (variantes A e B, ~ 95% de proteína) doada pela Davisco 

Foods International Inc. (Le Sueur, MN, EUA), e a enzima TG (Activa WM) doada 

pela Ajinomoto Interamericana Indústria e Comércio Ltda produzida por micro-

organismos (Ca2+ independente), atividade na faixa de pH de 5,0 a 8,0; temperatura 

ótima de reação de 50 a 55 ºC e atividade declarada de 100U/g de produto, segundo 

informações da indústria. Os agentes redutores utilizados foram a GHS, com pureza 

maior que 90% (forma reduzida) e AA ambos adquiridos da Sigma – Aldrich 

(Steinheim, Alemanha). A pepsina utilizada foi a de mucosa de estômago de suíno 

(2500 – 3500 U mg -1,Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). 

Para o ensaio biológico, foram utilizados camundongos BALB/c, provenientes 

do CEMIB (Centro Multidisciplinar de Investigação Biológica). Para os ensaios 

imunoquímicos, foram utilizados anticorpos de rato anti-IgE de camundongo e 

anticorpo de coelho anti-rato conjugado com enzima peroxidase (Sigma – Aldrich). 

Os demais reagentes utilizados para as análises foram de grau analítico. 

A Figura 6 ilustra o fluxograma geral do experimento. A β-Lg foi submetida à 

ação da TG na presença dos agentes redutores GSH e AA. As amostras foram 

caracterizadas por eletroforese SDS-PAGE para as amostras polimerizadas e SDS-

PAGE/tricina para as amostras digeridas, posteriormente as amostras foram 

avaliadas quanto à antigenicidade da proteína, através de ensaios biológico e 

imunoquímicos. 
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Figura 6. Fluxograma geral do experimento  

4.2 Obtenção e Caracterização da β-Lg polimerizada 

4.2.1 Planejamento Experimental  

Para o estudo da polimerização da β-Lg em condições redutoras, foram 

realizados experimentos fatoriais 22, nos quais as variáveis independentes foram a 

relação enzima:substrato (E/S) (0 – 51,6 U TG /g de proteína (U g-1)) e concentração 

dos agentes redutores, [GSH] (0 - 0,67 mmol/L) ou [AA] (0- 0,02 mol/L) e as 

variáveis dependentes foram grau de polimerização e concentração de IgE.  Para 

cada um dos agentes redutores, foi realizado um delineamento composto central 

rotacional (DCCR), com pontos centrais (nível 0) e pontos axiais (α ± 1,41), 

totalizando 11 ensaios. As condições de ensaio são descritas nas Tabelas 1 e 2.  

Em todos os ensaios a reação com TG foi conduzida na temperatura para 

ação da enzima, 50 ºC, por 180 min. (EISSA et al., 2006) em banho termostatizado, 

pH 6 e interrompida por aquecimento das amostras a 80 °C por 2 min, seguido de 

resfriamento em banho de água gelada (BONISCH, LAUBER e KULOZIK, 2007). A 

polimerização das amostras foi avaliada pelo grau de polimerização (GP) e pela 

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), descritos nos itens 4.2.3.1 e 

4.2.3.2, respectivamente. 
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Tabela 1. Ensaios para o planejamento experimental, variando os parâmetros 

relação enzima:substrato e concentração de glutationa ([GSH]). 

 

                [GSH] concentração de glutationa. 

 

Tabela 2. Ensaios para o planejamento experimental variando os parâmetros relação 

enzima:substrato e concentração de ácido ascórbico  ([AA]). 

.  

               [AA] concentração de ácido ascórbico 
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O teor protéico total das amostras foi determinado pelo método de semi 

micro- Kjeldhal (AOAC, 1995), com fator de conversão de 6,38 para a β-Lg. 

4.3  Avaliação da polimerização 

4.3.1 Determinação de lisinas livres 

A concentração de lisinas livres foi determinada pelo método de Kakade e 

Liener (1969). O método consiste na medida espectrofotométrica do cromóforo 

formado pela reação entre ácido trinitrobenzenosulfônico (TNBS) e os grupos ε-

amino da lisina. Os grupos α-amino são extraídos com éter etílico para não interferir 

no resultado da análise. As amostras polimerizadas com TG na presença de GSH ou 

AA (10 mg) foram dissolvidas em 30 mL de 4% NaHCO3  durante 10 min, 

posteriormente filtradas em lã de vidro, coletadas em balão volumétrico de 50mL e  

aferido o volume com solução de 4% NaHCO3. Foi coletado 1 mL de solução para 

cada amostra (triplicata) em tubos de polipropileno de 10 mL. Para cada tubo foi 

acrescentado 1 mL de solução com TNBS, 0,1% em água destilada e reagido por 

120 min., a 40 ºC no escuro, com agitação a cada 30 min. Posteriormente foi 

adicionado  6mL de 8 N HCl e a mistura de reação foi posteriormente autoclavada a 

120 ºC  por 60 min. Após esfriar, a mistura foi transferida quantitativamente (lavando 

o tubo 2 vezes com 1 mL de água destilada) para um tubo rosqueável e nele foi 

adicionado 10 mL de éter etílico e a mistura agitada, para a extração dos sub-

produtos amarelos, a fase etérea foi descartada, a extração foi realizada 2 vezes, o 

resíduo de éter foram eliminados em banho Maria (80 ºC).  A absorbância da 

solução foi determinada a 346 nm. A concentração de lisina livre foi calculada pela 

seguinte equação: 

Lys (g Lys/100 g proteína) = A x F/ Ma * Pa (equação 1) 

Onde: A = Absorbância; Ma= massa da amostras (g); Pa = teor de  proteína (%) da 

amostra, F = fator de Lisina que é igual a 40,54. 

A partir destes resultados calculou-se o n° de equi valentes de lisina/ 100 g de 

proteína pela equação:  

  (Equivalente Lys/100 g proteína) = (g Lys /100 g proteína)/146,18 (equação 2) 

Onde: 146,18 g = mol de lisina 
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4.3.2 Grau de polimerização: 

O grau de polimerização (GP) das amostras foi determinado pela equação: 

GP (%)= (Eq Lys/100 g β-Lg no estado nativo – Eq Lys/100 g β-Lg modificada com 

adição de TG e agente redutor / Eq Lys/100 g β-Lg no estado nativo) *100 (equação 

3). 

4.3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

A determinação dos perfis eletroforéticos das proteínas antes e após a 

polimerização com a TG foi realizada em sistema SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970), em 

cuba vertical (Mini Protein II System, BioRad Laboratories, CA, EUA) e espaçadores 

de 1 mm, com gel de separação com 12% acrilamida e gel de empilhamento com 

4% acrilamida. As amostras foram preparadas em tampão contendo dodecil sulfato 

de sódio (SDS) em condições redutoras com 5% β-mercaptoetanol, e aquecidas a 

96 ºC/10 min para melhor solubilização do material. Os géis foram corados com 

Coomassie Brilliant Blue R250. Foram utilizados kits de marcadores de peso 

molecular entre 14,4 a 97,4 kDa (Amersham, Uppsala, Suécia). 

4.4 Digestão gástrica in vitro 

A digestão gástrica foi realizada conforme descrito por Martos et al. (2010). As 

amostras de β-Lg polimerizadas com TG na presença de GSH ou AA (5 mg 

proteína/mL) foram dispersas em fluído similar ao gástrico (FSG; (35 mM NaCl; pH 

2),  pré aquecido por 15 min a 37 °C. Adicionou-se  pepsina (182 U/mg proteína) e a 

digestão foi conduzida por 60 min. A reação foi interrompida com a adição de 1 M 

NaHCO3 até o pH da solução atingir  7.  

4.4.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS e tricina (SDS-

PAGE/Tricina)  

O perfil eletroforético das amostras digeridas foi determinado em sistema 

SDS-PAGE/Tricina (SCHAGGER e VON JOGOW, 1987) em cuba vertical (Mini 

Protein II System, BioRad Laboratories) e espaçadores de 1 mm. Utilizou-se um 
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sistema descontínuo composto de gel de separação, gel espaçador e gel de 

empilhamento com 15,5, 10 e 4% acrilamida, respectivamente. Os digeridos foram 

diluídos em tampão redutor (0,0625 mol L-1 de Tris-HCl, 2% SDS, 20% glicerol, 5% 

β-mercaptoetanol, 0,01% Coomassie Blue G-250 pH 6,8), aquecidos a 95 °C/10 min. 

Foram aplicadas alíquotas de 10 µL da solução da cada digerido, contendo 2 % de 

proteína, com exceção das amostras β-Lg N, que continham 0,4% de proteína. Após 

as corridas, os géis foram mantidos por 12 h em solução fixadora metanol/ácido 

acético/água (4:1:5) e corados por 48 h em solução de 0,025% Coomassie Blue G-

250 (Sigma-Aldrich) em 10% de ácido acético. Posteriormente os géis foram 

descorados em solução de 10% ácido acético. 

A massa molecular dos peptídeos foi estimada utilizando padrão (Sigma-

Aldrich) contendo as seguintes frações protéicas: anidrase carbônica, soja, lisozima, 

aprotinina e insulina, com peso molecular entre 3,2 e 31,5 kDa. 

4.5 Avaliação da atividade da TG na presença dos agentes redutores 

Para avaliação do efeito dos agentes redutores, a atividade da TG foi 

determinada segundo Folk e Cole (1966), com adaptações descritas por Macedo et. 

al (2007). À solução de  β-Lg (7% m/v) com GSH (0,1 ou 0,67 mmol/L) ou AA 

(0,0029 ou 0,01 mol/L) foi adicionada a TG (7,5 ou 25,8 U TG/g proteína). Alíquotas 

(1 mL) foram centrifugadas e a atividade enzimática foi determinada no 

sobrenadante  pelo procedimento colorimétrico com  hidroxamato.A mistura de 

reação, contendo 200 µL de enzima, 200 µL de tampão citrato 0.2 M pH 6.0, 25 µL 

de hidroxilamina, e 75 µL de 0,1 M N-carbo-benzoxy-L-glicina, foi incubada a 37 º C 

por 60 min e em seguida a reação foi interrompida pela adição de 500 µL de 15% 

ácido tricloroácetico (TCA) contendo 5%  FeCl3. A absorbância foi medida a 525 nm 

(Beckman Coulter DU 640). Uma unidade de atividade da TG foi definida como a 

quantidade de enzima que causa a formação de um µmol de ácido hidroxâmico por 

60 min a 37 ºC. A curva de calibração foi preparada com ácido L-glutamico ácido 

monohidroxamato. 
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4.6 Ensaios biológico e imunoquímico 

A antigenicidade da β-Lg polimerizada na presença de GSH ou AA foi 

avaliada frente aos soros de animais sensibilizados com β-Lg nativa (β-Lg N), assim 

como os seus produtos da simulação da digestão com pepsina. 

 
 

Figura 7. Fluxograma dos ensaios biológicos e imunoquímicos. 
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4.6.1 Fase de sensibilização  

Foram utilizados 30 camundongos fêmeas da linhagem BALB/c obtidos do 

CEMIB da Unicamp, com 4 semanas de vida. Os animais foram mantidos em gaiolas 

sob condições livre de patógenos (SPF) no Laboratório de Imunologia e Alergia 

Experimental (LIAE) da Faculdade de Ciências Médicas – FCM, da Universidade 

Estadual de Campinas – Unicamp, com controle da umidade e temperatura, 

recebendo água e ração autoclavada ad libitum (padrão- Nuvilab CR1, registrada no 

Ministério da Agricultura, PR 4453 00118, Indústria Brasileira) isenta de β-Lg. 

A etapa de imunização dos animais foi realizada segundo o descrito por Villas 

Boas (2008). Os animais receberam por via intraperitoneal (ip) e subcutânea (sc) um 

total de 50 µg de amostra suspensa em solução contendo adjuvante 3% Al(OH)3 

(álumen). O grupo 1 recebeu β-Lg nativa, o grupo 2 solução 3% Al(OH)3 e o grupo 3 

(controle) solução salina (0,9% NaCl) estéril com volume total de 200 µL por animal. 

No 14º e 21º dias após a sensibilização inicial, os animais receberam dose de 

reforço, por via intraperitonial (20 µg e 50 µg de cada amostra, respectivamente) em 

200 µL de solução fisiológica estéril no 14º dia e em 3% Al(OH)3 no 21º dia.  

Após 30 dias da sensibilização inicial, os animais foram anestesiados com 

injeção intraperitonial de 200µL de tiopental sódico 2.5% (Cristália, SP, Brasil) para 

realização da punção cardíaca e coleta de sangue. Depois de retirado, o sangue foi 

centrifugado para obtenção do soro. 
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Figura 8. Fluxograma do protocolo de sensibilização dos animais. 

4.6.2 Ensaio imunoquímico: ELISA  

A análise dos níveis séricos de imunoglobulinas foi realizada segundo Brito 

(2006) com modificações. Placas de polietileno contendo 96 poços foram adsorvidas 

com 100 µL de β-Lg na sua forma nativa ou β-Lg nas formas polimerizadas e 

incubadas por 16 horas à 4 ºC em câmara úmida. 

 

As placas foram lavadas em 3 ciclos de 10 min cada, com solução 0,05% 

Tween 20 (Merck, Darmstald, Alemanha)  em solução salina fosfatada tamponada 

0,1 M pH 7,4. Para bloqueio dos sítios inespecíficos, utilizou-se solução de soro 

bovino fetal 5% em PBS por 2 h em temperatura ambiente. Após as lavagens, 100 

µL de cada amostra de soro, correspondente a cada animal imunizado, previamente 

diluída (1:500) em solução 1% soro bovino fetal  e solução salina fosfatada (PBS) 

foram adicionadas. Os poços destinados à realização da curva padrão foram 

adsorvidos com IgE (Purified Mouse IgE) com concentração inicial de 12800 ng/mL, 
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seguida por diluições seriadas (1:2) em tampão carbonato-bicarbonato 0,05 M (pH 

9,6) até a concentração de 25 ng/mL. 

 

Após incubação de 16 h, as placas foram lavadas e incubadas com 100 µL de 

anticorpo (purified Anti-Mouse IgE Whole molecule; BD Biosciences San Diego, CA, 

EUA) diluído 1:500 em solução de soro bovino fetal 1% e PBS, mantidas em câmara 

úmida por 1 hora em temperatura ambiente. Após as lavagens, adicionou-se 100 µL 

de anticorpo conjugado com peroxidase (Anti-Rat IgG Whole molecule) (Sigma 

Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) na diluição de 1:60000 em PBS e 1% soro 

bovino fetal. Após incubação de 1 h, as placas foram lavadas novamente, seguindo-

se a adição de tetrametilbenzidina (TMB) (BD Biosciences San Diego, CA, EUA). 

 

A reação foi bloqueada após 30 min, com 1 N H2SO4. Os valores de 

absorbância foram medidos a 450 nm, em espectrofotômetro Spectra Max 190 

(Molecular Devices, Toronto, Canadá). Os cálculos foram realizados por meio de 

programa Computacional SOFTmax PRO 3.0 (Molecular Devices,Toronto, Canadá). 

4.7 Análise Estatística 

Para análise estatística da otimização do GP e da resposta IgE para β-Lg 

polimerizada com TG na presença dos agentes redutores GSH ou AA através na 

Metodologia de Superfície de Resposta, foi utilizado o software Statistica 7.0 

(StatSoft, Tulsa, Oklahoma, EUA), com pós-teste por análise de variância (ANOVA), 

e foi verificado se o modelo apresenta um ajuste adequado dos dados 

experimentais. 

Para análise estatística do teste ELISA foi utilizado o programa computacional 

Sigma versão 3.05, (Systat Software Inc.(SSI), San Jose, California EUA). Os 

valores encontrados foram expressos em média com ± desvio padrão, utilizando-se 

teste paramétrico T-student bicaudal. Os valores de P< 0,05 foram considerados 

significativos. 
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5. Resultados e Discussão 

A β-Lg apresentou 87,0 ± 0,72% de proteína. Este valor foi utilizado como 

referência para os cálculos da relação E:S na etapa de polimerização. 

O perfil eletroforético obtido em sistema SDS-PAGE em meio redutor da β-Lg 

nativa estão apresentados na Figura 9. Na eletroforese SDS-PAGE (Figura 9), 

observou-se uma única banda correspondente ao monômero da β-Lg, de massa 

molar ~18,4 kDa.      

 

 

Figura 9. Perfil da β-Lg nativa em SDS-PAGE (1): padrão massa molecular (14,4 - 97,4 kDa), (2): β-
Lg nativa. 
 

O perfil eletroforético da TG (Figura 10) apresentou uma única banda na 

região de ~ 40 kDa. Resultado semelhante ao obtido por Kanaji et al. (1993). 

 

 
 
 

Figura 10. Perfil eletroforético da transglutaminase, em SDS-PAGE. (1): padrão massa molecular 

(14,4 - 97,4 kDa), (2): enzima TG.  
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5.1 Polimerização da β-Lg 

5.1.1 Influência dos agentes redutores na polimerização da β-Lg 

Os valores de grau de polimerização (GP) da β-Lg tratada com TG na 

presença de GSH variaram de 1,1% a 52,5%, conforme as condições utilizadas no 

processo de polimerização (Tabela 3). Os pontos centrais apresentaram um 

coeficiente de variação de 3,5%, indicando boa reprodutibilidade do processo. 

Tabela 3. Resultados experimentais do grau de polimerização (GP) de acordo com o 

planejamento experimental para a glutationa (GSH) como agente redutor. 

 
1Os valores de GP (%) são médias de 3 determinações da mesma amostra[GSH] concentração de 

glutationa 

Os efeitos dos fatores lineares, quadráticos e das interações sobre o GP 

estão apresentados na Tabela 4, onde os valores em negrito são significativos a 

90% de confiança. Observa-se efeito positivo dos fatores E/S (L), E/S (Q) sobre o 

parâmetro GP, ou seja, um aumento destes elevou os valores de GP. Observa-se 

também que os fatores [GSH] (L), [GSH] (Q) e a interação E/S X [GSH] foram 

considerados não estatisticamente significativos (P> 0,1). 
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Tabela 4. Efeito estimado, erro padrão, coeficiente t e significância estatística para 

cada fator do modelo codificado para a resposta grau de polimerização (GP) do 

experimento utilizando a glutationa (GSH) como agente redutor. 

 

Após eliminação dos fatores não significativos, verificou-se a significância da 

regressão ao nível de confiança 90% através de análise de variância (ANOVA), 

utilizando-se o teste-F (Tabela 5). A razão do F calculado/F tabelado é superior a 1, 

indicando que a regressão é estatisticamente significativa, sendo então adequado 

avaliar a tendência através da superfície de resposta. 

O coeficiente de determinação (R2) para o modelo ajustado foi de 0,76 para o 

GP, indicando que o modelo explica 76% da variação dos dados. Devido ao baixo R2 

(<0,90), os fatores não significativos foram mantidos. Sendo assim, o modelo 

codificado ajustado para o parâmetro GP é dado por: 

GP (%) = 4,2 + 31*E/S + 21,3*E/S2 + 11,8*[GSH] + 8,7*[GSH]2 + 5 E/S*[GSH]    

(equação 4) 

onde: GP é o grau de polimerização, E/S é a relação enzima: substrato, [GSH] é a 

concentração de glutationa.  
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Tabela 5. Análise de variância do modelo ajustado para a resposta grau de 

polimerização (GP) do experimento utilizando a glutationa (GSH) como agente 

redutor. 

 

A influência das variáveis independentes sobre a resposta grau de 

polimerização (GP) do experimento utilizando glutationa (GSH) como agente redutor 

está apresentada nos gráficos de superfície de resposta e curvas de níveis (Figura 

11). A superfície de resposta e a curvas de níveis indicam que o maior valor de GP 

foi observado para [GSH] e E/S em torno de + α (0,67 mmol/L e 51,6 U g-1, 

respectivamente). Estes resultados sugerem que houve desnaturação da proteína 

pela maior [GSH], possibilitando o melhor acesso da TG aos aminoácidos glutamina 

e lisina e/ou a maior concentração de TG possibilitou um aumento das ligações 

cruzadas. Miwa et al. (2002) também observaram que a presença de GSH permitiu a 

maior polimerização realizada pela TG na estrutura da caseína micelar. 
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Figura 11 (a). Superfície de resposta e (b). Curvas de níveis para o grau de polimerização (%) em 

função da relação enzima:substrato (U TG g-1 ) e concentração de GSH (mmol/L) para a resposta GP 

(grau de polimerização). 

b-) 

a-) 
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Para o experimento utilizando o AA como agente redutor, os valores de GP 

variaram entre 2,7% e 41,5% (Tabela 6). Os pontos centrais apresentaram 

coeficiente de variação de 5,2%, indicando boa reprodutibilidade do processo. 

Tabela 6. Resultados experimentais do grau de polimerização (GP) de acordo com o 

planejamento experimental para ácido ascórbico (AA) como agente redutor. 

 

1Os valores de GP (%) são médias de 3 determinações da mesma amostra. [AA] concentração de 
ácido ascórbico 

Avaliando a resposta GP (Tabela 7), observa-se que o fator E/S (Q) tem efeito 

negativo e o fator [AA] (L) tem efeito positivo no GP. Os fatores E/S (L), [AA] (Q) e a 

interação E/S X [AA] foram considerados não estatisticamente significativos na 

resposta grau de polimerização, ao nível de confiança 90%.  
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Tabela 7. Efeito estimado, erro padrão, coeficiente t e significância estatística para 

cada fator do modelo codificado para a resposta grau de polimerização (GP) do 

experimento utilizando ácido ascórbico (AA) como agente redutor. 

 

Verificou-se a significância da regressão ao nível de confiança 90% através 

de análise de variância (ANOVA), utilizando-se o teste-F (Tabela 8). A razão do F 

calculado/F tabelado é superior a 1, indicando que a regressão é estatisticamente 

significativa, sendo adequado avaliar a tendência através da superfície de resposta. 

O R2 para o modelo ajustado foi de 0,78 para o GP (Tabela 8), indicando que 

o modelo explica 78% da variação dos dados observados. Devido ao baixo R2 

(<0,90), os fatores não significativos foram mantidos. O modelo codificado ajustado 

para o parâmetro GP é dado por: 

GP (%) = 32 – 4,3*E/S - 24,2*E/S2 + 15,2*[AA] -5,3*[AA]2 – 6,6 E/S*[AA] (equação 5) 

onde: GP é o grau de polimerização, E/S é a relação enzima:substrato, [AA] é 

concentração de ácido ascórbico.Tabela 8. Análise de variância do modelo ajustado 

para a resposta grau de polimerização (GP) do experimento utilizando ácido 

ascórbico (AA) como agente redutor. 
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A influência das variáveis independentes sobre a resposta grau de 

polimerização (GP) para o experimento utilizando ácido ascórbico (AA) como agente 

redutor está apresentada nos gráficos de superfície de resposta e curvas de níveis 

Figura 12. 

 

 

 

Figura 12 (a). Superfície de resposta e (b). Curvas de níveis para o grau de polimerização (%) em 

função da relação enzima:substrato (E/S; U TG g-1) e concentração de ácido ascórbico (AA; mol/L) 

para a resposta GP (grau de polimerização). 
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A superfície de resposta e as curvas de níveis indicam que o maior GP foi 

observado para [AA] acima do ponto central e E/S em torno do ponto central (>0,2 

mol/L e 25,8 U g -1, respectivamente). A maior [AA] pode ter favorecido a clivagem 

de pontes dissulfeto e desdobramento da proteína, resultando em maior 

polimerização pela TG. Soottawat, Chutiman e Wonnop (2005) relataram aumento 

da polimerização da TG endógena no processo de formação de surimi quando 

adicionado de agentes redutores como AA. 

Para ambos os agentes redutores maiores concentrações resultaram em  

maior polimerização. Em relação à interação E/S e concentração dos agentes 

redutores, os experimentos com GSH mostraram que o maior GP foi obtido para 

valores em torno de +α. Resultado diferente foi encontrado para o experimento com 

AA. Elevada [AA] (0,02 mol/L) quando associada à elevada E/S (51,6 U g -1) levou a 

valores de GP menores. Estes resultados podem ter algumas explicações. A alta 

[AA] pode ter afetado a atividade da TG que possui no sítio ativo um grupamento 

SH, impedindo reações de polimerização. Pode também ter ocorrido reação de 

Maillard pela presença de ácido ascórbico, indisponibilizando o grupamento lisina 

para a reação com a TG (OBRETENOV et al., 2002, ROGACHEVA et al., 1999).  

5.1.2 Caracterização eletroforética da β-Lg polimerizada com TG na presença 

dos agentes redutores. 

Os perfis eletroforéticos (SDS-PAGE) da β-Lg polimerizada pela TG na 

presença de GSH, nas condições do planejamento experimental, são mostrados na 

Figura 13. Os perfis apresentaram bandas localizadas no início do gel de separação 

e bandas que não conseguiram penetrar no gel, o que indica a formação de 

polímeros de alta massa molar (MM > 97,4 kDa). Na condição do ensaio 5 (0,34 

mmol/L GSH, que não continha TG) não foi observada a formação de polímeros, 

indicando que apenas a presença de GSH não levou à alteração do perfil 

eletroforético.  Miwa et al. (2002) relataram formação de compostos de alta massa 

molecular quando conduziram experimento com leite cru tratado com TG na 

presença da GSH. Bonisch, Lauber e Kulozik (2007) observaram aumento em 20-

30% da polimerização da caseína micelar com a TG na presença de GSH.  
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Quando o AA foi utilizado como agente redutor, todas as amostras 

apresentaram formação de polímeros de alta MM (Figura 14)  exceto a condição do 

ensaio 2 (44,1 U g -1 e 0,003 mol/L de AA) e ensaio 5 (0,01 mol/L AA, que não 

continha TG). Estes ensaios não apresentaram formação de polímeros, mesmo nas 

condições do ensaio 2, que continha a TG. Jiang Lan e Tsao (1986) relataram que a 

utilização de AA para obtenção de surimi aumentou a reação catalisada pela TG 

endógena, aumentando a polimerização, obtendo-se desta forma géis mais firmes. 

Miwa et al. (2002) também relataram aumento na formação de compostos de alta 

MM quando conduziram experimento com leite cru tratado com TG na presença da 

AA. 
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Figura 13. Perfil eletroforético SDS-PAGE, em meio redutor, da β-Lg e β-Lg tratada na presença do 
agente redutor GSH, polimerizadas pela TG: (1) 7,5 U TG g-1 e 0,1 mmol/L GSH (2) 44,1 U TG g-1 e 
0,1 mmol/L GSH; (3) 7,5 U TG g-1 e 0,58 mmol/L GSH; (4)  44,1 U TG g-1 e 0,58 mmol/L GSH; (5) 
0,34 mmol/L GSH; (6) 51,6 U TG g-1 e 0,34 mmol/L GSH; (7) 25,8 U TG g-1; (8)  25,8 U TG g-1 e 0,67 
mmol/L GSH (9) 25,8 U TG g-1 e 0,34 mmol/L GSH; (10)25,8 U TG g-1 e 0,34 mmol/L GSH; (11) 25,8 
U TG g-1 e 0,34 mol/L GSH. 
 

 

 
 
 

Figura 14. Perfil eletroforético SDS-PAGE, em meio redutor, da β-Lg e β-Lg tratada na presença do 

agente redutor AA, polimerizadas pela TG: (1) 7,5 U TG g-1 e 0,003 mol/L AA (2) 44, U TG g-1  e 0,003  

mol/L AA; (3) 44,1 U TG g-1 e 0,017 mol/L AA; (4) 44,1 U TG g-1 e 0,017 mol/L AA; (5) 0,01 mol/L AA; 

(6) 51,6 U TG g-1 e 0,01 mol/L AA; (7) βLg, 25,8 U TG g-1; (8) 25,8 U TG g-1 e 0,02 mol/L AA (9) 25,8 

U TG g-1 e 0,01 mol/L AA; (10) 25,8 U TG g-1 e 0,01 mol/L AA; (11) 25,8 U TG g-1 e 0,01 mol/L AA. 
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Embora tenha sido observada a formação de polímeros utilizando GSH ou AA 

como agentes redutores, em ambos os casos não houve diminuição perceptível da 

intensidade da banda referente à β-Lg monomérica, sugerindo que apenas uma 

parte da proteína foi polimerizada pela TG.  

5.2 Atividade da TG na presença dos agentes redutores GSH e AA 

A TG possui um grupo SH em seu sítio ativo e sua atividade é dependente do 

seu estado de oxidação, quando este grupo esta na forma reduzido sua atividade 

aumenta (MIWA et al.,2002). Portanto pode ter havido alteração da atividade da TG 

pela presença dos agentes redutores, o que poderia ter influenciado o resultado dos 

experimentos realizados. Foi realizado, então, experimento para avaliar o efeito de 

GSH ou de AA na atividade da TG. Foram escolhidos os tratamentos que utilizaram 

a maior e menor concentrações de GSH e AA no experimento fatorial (7,5 U g-1 e 0,1 

mmol/L GSH; 25,8 U g-1 e 0,67 mmol/L GSH; 7,5 U g-1 e 0,003 mol/L AA; 25,8 U g-1 e 

0,02 mol/L AA), foram realizados os controles 7,5 e 25,8 U TG g-1, sem a presença dos 

agentes redutores. 

Quando utilizada GSH, observou-se aumento significativo da atividade da TG 

em 6,6% para a menor concentração utilizada no planejamento experimental (0,1 

mmol/L) e aumento em 23% da atividade da TG para a maior concentração de GSH 

(0,67 mmol/L). Desta forma a presença da GSH influenciou a atividade da TG no 

experimento de GP, ou seja, diferenças no GP na presença das diferentes [GSH] 

podem ser devido a mudanças na atividade da TG. Miwa et al. (2002) relataram que 

o aumento da atividade da TG na presença de GSH pode ser devido à manutenção 

do sítio ativo da TG na forma reduzida, podendo ser a atividade da TG influenciada 

pela presença de GSH. 

Foi observado aumento significativo de 13% na atividade da TG quando foi utilizada 

a menor concentração de AA do planejamento experimental de (0,003 mol/L) e 

diminuição significativa em 41% da atividade quando utilizada a maior concentração 

de AA do planejamento experimental (0,02 mol/L), Desta forma a presença do AA 

influenciou a atividade da TG no experimento de GP, ou seja, diferenças no GP na 

presença das diferentes [AA] podem ser devido a mudanças na atividade da TG.  
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5.3 Simulação da digestão gástrica 

A susceptibilidade da β-Lg a digestão com pepsina foi avaliada após 

polimerização com TG na presença de GSH ou do AA. Os perfis eletroforéticos 

(SDS-PAGE/tricina) das amostras digeridas com pepsina relativas ao experimento 

com GSH estão apresentados na Figura 15. Todas as amostras apresentaram uma 

banda correspondente ao monômero (18,4 kDa) e outra ao dímero (36,8 kDa) da β-

Lg, indicando resistência à ação da pepsina. Apenas as amostras polimerizadas nas 

condições do ponto central 25,8 U g -1 e 0,34 mol/L GSH (ensaios 9, 10 e 11), 

apresentaram diminuição da intensidade da banda correspondente à β-Lg dimérica.  

Na Figura 16 estão apresentados os perfis eletroforéticos dos digeridos 

pépticos das amostras tratadas com TG na presença de AA. A β-Lg nativa e o seu 

digerido, assim como os da β-Lg polimerizada pela TG na presença de AA 

apresentaram uma banda correspondente ao seu monômero e outra ao seu dímero, 

indicando resistência à ação das enzimas digestivas, sendo que nenhuma amostra 

apresentou diminuição da banda da β-Lg. 

Não foram detectados peptídeos de baixa MM após a digestão das amostras 

de β-Lg tratadas com TG na presença dos agentes redutores GSH ou AA, o que 

também sugere baixa digestão pela pepsina. Possivelmente os sítios de clivagem da 

proteína podem ter sido ocultos devido à polimerização. Alguns autores sugerem 

que as ligações cruzadas formadas pela TG podem diminuir a ação da pepsina 

(TANG et al., 2006; STANIC et al., 2010). Para as amostras que foram tratadas 

apenas com GSH ou AA (ensaio 5 dos experimentos) também não foram detectados 

peptídeos de baixa MM, indicando que apenas a ação dos agentes redutores não foi 

capaz de alterar a susceptibilidade da β-Lg. Resultados diferentes utilizando AA e 

metabissulfito de sódio, como agentes redutores, foram observados na 

digestibilidade de sorgo, a presença desses agentes redutores diminuíram as 

ligações dissulfeto e aumentaram o acesso da enzima pepsina (ELKHALIFA, et al., 

1999; ARBAB e TINAY, 1997). 

Os tratamentos realizados com TG e agentes redutores não facilitaram a 

digestão da β-Lg pela pepsina. Estudos realizados com ovoalbumina, soja e β-
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caseína polimerizadas pela TG resultaram em diminuição da digestibilidade das 

proteínas após a polimerização (TANG et al., 2006; GIOSAFATTO et al., 2011, 

STANIC et al.,2010), como observado neste trabalho.  

     
 
 
Figura 15. Perfil eletroforético SDS-PAGE/tricina, em meio redutor, de β-Lg, β-Lg tratadana presença 
do agentes redutor GSH, polimerizadas pela TG, digeridos por pepsina: βLg N (β-Lg nativa); βLg D 
(β-Lg digerida) (1): 7,5 U TG g-1 e 0,1 mmol/L GSH (2): 44,1 U TG g-1 e 0,1 mmol/L GSH; (3) 7,5 U TG 
g-1  e 0,58 mmol/L GSH; (4)  44,1 U TG g-1 e 0,58 mmol/L GSH; (5) 0,34 mmol/L GSH; (6) 51,6 U TG 
g-1 e 0,34 mmol/L GSH; (7) 25,8 U TG g-1 (8)  25,8 U TG g-1 e 0,67 mmol/L GSH (9) 25,8 U TG g-1 e 
0,34 mmol/L GSH; (10) 25,8 U TG g-1 e 0,34 mmol/L GSH; (11) 25,8 U TG g-1 e 0,34 mol/L GSH. 
 

 
 

 

Figura 16. Perfil eletroforético SDS-PAGE/tricina, em meio redutor, de β-Lg, β-Lg tratada na presença 

do agentes redutor AA, polimerizadas pela TG, digeridos por pepsina: βLg N (β-Lg nativa); βLg D (β-

Lg digerida) (1): 7,5 TG U TG g-1 e 0,003 mol/L AA (2): 44,1 U TG g-1 e 0,003  mol/L AA; (3) 44,1 U 

TG g-1  e 0,017 mol/L AA; (4) 44,1 U TG g-1 e 017 mol/L AA; (5) 0,01 mol/L AA; (6) 51,6 U TG g-1 

e0,01 mol/L AA; (7)  25,8 U TG g-1; (8) 25,8 U TG g-1 e 0,02 mol/L AA (9) 25,8 U TG g-1 e 0,01 mol/L 

AA; (10) 25,8 U TG g-1 e 0,01 mol/L AA; (11) 25,8 U TG g-1 e 0,01 mol/L AA. 
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5.4 Avaliação da Antigenicidade  

Efeito da polimerização com TG na presença dos agentes redutores GSH ou 

AA na antigenicidade da â-Lg 

Foram avaliados os níveis séricos de IgE dos grupos de animais utilizados 

como controle: imunizados com solução salina (0,9% NaCl) e solução alúmen (3% 

AlOH3) e avaliados contra as amostras de β-Lg polimerizadas com TG na presença 

de GSH ou AA. Os níveis séricos de IgE nestes grupos foram significativamente 

menores (≤ 11,5 µg/mL) que os dos grupos de animais imunizados com a proteína 

nativa avaliados contra β-Lg polimerizada com TG na presença de GSH ou AA 

(P<0,05). 

A Tabela 9 apresenta a resposta de IgE específica (IgE anti-βLg) analisada 

frente às amostras obtidas com os tratamentos com TG e GSH e à β-Lg N. Os 

valores de IgE variaram de 395 a 441,3 µg/L, conforme as condições utilizadas no 

processo de polimerização. Os pontos centrais apresentaram um coeficiente de 

variação de 2,42, indicando boa reprodutibilidade do processo. 
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Tabela 9. Resultados experimentais da resposta IgE de acordo com o planejamento 

experimental com glutationa (GSH) como agente redutor. 

 
* Diferença significativa entre β-Lg N e as demais amostras dos ensaios (P<0,05).  
1Os valores de IgE (µg/L) são médias de resultados obtidos com soro de  5 animais  
[GSH] concentração de glutationa. 
 

A β-Lg polimerizada com TG na presença de GSH de acordo com os ensaios 

do experimento fatorial comparados à proteína nativa mostraram respostas 

semelhantes à β-Lg N (IgE 396,6 µg/mL) (P>0,05), sendo que houve aumento 

significativo da resposta de IgE anti-BLg das amostras dos ensaios 2  e 7 e para os 

pontos centrais (ensaios 9,10,11).Para a amostra apenas com GSH, sem TG (ensaio 

5), não houve diferença significativa em relação a resposta de IgE comparada a β-

Lg-N.  

Os efeitos dos fatores lineares, quadráticos e das interações sobre a resposta 

IgE estão apresentados na Tabela 10, onde os valores em negrito são significativos 

a 90% de confiança (P ≤ 0,1). Observa-se efeito negativo do fator [GSH] (L), ou seja, 

seu aumento leva a diminuição da resposta IgE. Para o presente estudo esse é um 

efeito benéfico, pois ocasionou a diminuição da antigenicidade. Observa-se também 

que os fatores E/S (L), E/S (Q), [GSH](Q) e a interação E/S X [GSH] foram 

considerados não estatisticamente significativos, ao nível de confiança de 90%. 
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Tabela 10. Efeito estimado, erro padrão, coeficiente t e significância estatística para 

cada fator do modelo codificado para resposta de IgE do experimento utilizando 

glutationa (GSH) como agente redutor. 

 

Verificou-se a significância da regressão ao nível de confiança 90% através 

de análise de variância (ANOVA), utilizando-se o teste-F (Tabela 11). A razão do F 

calculado/F tabelado não é superior a 1 indicando que a regressão não é 

estatisticamente significativa. 

O R2 do modelo ajustado foi 0,64 para a resposta IgE, indicando que o modelo 

explica  apenas 64% da variação dos dados observados.  O F calculado abaixo do 

tabelado e o coeficiente de determinação para o modelo ajustado muito baixo, 

indicam que não houve um bom ajuste dos valores experimentais ao modelo, não 

sendo adequado para avaliar a tendência através da superfície de resposta. 

Tabela 11. Análise de variância do modelo ajustado para a resposta IgE do 

experimento utilizando glutationa (GSH) como agente redutor. 

 

Foi também avaliada a resposta de IgE  específica (ou IgE anti-βLg) analisada 

frente às amostras obtidas com os tratamentos com TG e AA e à β-Lg N (Tabela 12). 

Os valores de IgE variaram de 373,8 a 826 µg/L, conforme as condições utilizadas 
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nos ensaios. Os pontos centrais apresentaram coeficiente de variação de 1,46, 

indicando boa reprodutibilidade do processo.  

 

Tabela 12. Resultados experimentais da resposta IgE de acordo com o 

planejamento experimental com ácido ascórbico (AA) como agente redutor. 

 
*Diferença significativa entre β-Lg N e as demais amostras dos ensaios (P<0,05). 
1Os valores de IgE (µg/L) são médias de resultados obtidos com soro de  5 animais. 
[AA] concentração de ácido ascórbico. 

A β-Lg polimerizadas com TG na presença de AA de acordo com as 

condições dos ensaios do planejamento fatorial, comparados à proteína nativa (IgE 

396,65 µg/mL), não apresentaram redução de resposta ao IgE-anti-βLg (P<0,05), 

sendo que houve aumento significativo da resposta quando obtidas nas condições 

dos ensaios 1 (7,5 TG U g -1 e 0,0029 mol/L AA), 4(44,1 TG U g -1 e 0,017 mol/L AA), 

5 ( 0,01 mol/L AA), 8 (25,8 TG U g -1 e 0,02 mol/L AA) e  pontos centrais,  9, 10 e 

11(25,8 TG U g -1 e, 0,01 mol/L AA). 

Os efeitos dos fatores lineares, quadráticos e das interações sobre a resposta 

IgE estão apresentados na Tabela 13, onde os valores em negrito são significativos 

a 90% de confiança. Observa-se efeito negativo dos fatores E/S (L) e [AA] (Q), ou 

seja, o aumento leva à diminuição da resposta IgE. A interação E/S e [AA] teve 
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efeito positivo no aumento da antigenicidade. Observa-se também que os fatores 

concentração de E/S (L), AA(L) foram considerados como não estatisticamente 

significativos, ao nível de confiança de 90%. 

 

Tabela 13. Efeito estimado, erro padrão, coeficiente t e significância estatística para 

cada fator do modelo codificado para resposta de IgE para o experimento utilizando 

ácido ascórbico (AA) como agente redutor. 

 

 

Verificou-se a significância da regressão ao nível de confiança 90% através 

de análise de variância (ANOVA), utilizando-se o teste-F (Tabela 14). A razão do F 

calculado/F tabelado é superior a 1, indicando que a regressão é estatisticamente 

significativa, sendo adequado para avaliar a tendência através da superfície de 

resposta. 

O R2 do modelo ajustado foi de 0,83 para a resposta IgE, indicando que o 

modelo explica 83% da variação dos dados observados. Devido ao baixo R2 (<0,90), 

os fatores não significativos foram mantidos. Sendo assim, modelo codificado 

ajustado para o parâmetro IgE é dado por:  

IgE (µg/L)= 813,4 -126,3*E/S -212,8. E/S2 +155,3*[AA] -220,5*[AA]2 - 418,8 E/S*[AA] 

(equação 7). 
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Tabela 14. Análise de variância do modelo ajustado para a resposta IgE do 

experimento utilizando ácido ascórbico (AA) como agente redutor. 
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A Influência das variáveis independentes sobre a resposta IgE para o 

experimento utilizando ácido ascórbico (AA) como agente redutor está apresentada 

no gráfico de superfície de resposta e curvas de níveis na Figura 17. 

 

 
Figura 17 (a). Superfície de resposta e(b). Curvas de níveis para IgE (%) em função da relação 

enzima: substrato E/S (U TG g-1) e GSH (mmol/L) para a resposta IgE (µL/mL). 

 

b-) 

a-) 
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O gráficos de superfície de resposta e curvas de níveis (Figura 17) indicam 

que a menor resposta para IgE foi observada para [AA] em torno de + α  e E/S em 

torno de – α ou para [AA] em torno de –α e E/S + α. O efeito conjunto do aumento da 

[AA] e da E/S levou ao aumento da resposta de IgE.  

No presente estudo observou-se que a polimerização pela TG tanto na 

presença de GSH como na de AA resultou no aumento da antigenicidade da β-Lg, 

quando avaliada frente aos soros dos animais sensibilizados com a proteína nativa. 

Estes resultados podem ser explicados pela exposição de epítopos antes ocultos na 

β-Lg em decorrência do tratamento com os agentes redutores e/ou posterior 

polimerização, levando à mudança conformacional da proteína (MERZEJEWSKA e 

KUBICKA, 2006). Zhong et al. (2011) estudaram a resposta antigênica da β-Lg 

tratada com alta pressão em diferentes temperaturas e observaram por teste ELISA 

aumento da antigenicidade após o tratamento. Os autores relatam que a alta 

pressão pode ter induzido a mudança na conformação da β-Lg resultando em 

melhor acessibilidade para os anticorpos.  Otani et al. (1985) e Kurisaki et al. (1982) 

mostraram que a estrutura terciária da β-Lg era necessária para sua 

imunorreatividade. Clement et al. (2002) verificaram que havia regiões antigênicas 

não só na α-hélice e arcos externos, mas também as folhas-β continham epítopos. 

Ao contrário do que foi obtido com os agentes redutores AA e GSH, Villas-

Boas et al. (2010) verificaram que a polimerização da β- Lg na presença de agente 

redutor Cys promoveu redução da resposta antigênica da proteína, sugerindo que 

nestas condições ocorrem alterações nas regiões de determinantes antigênicos 

presentes na proteína. 

 

5.4.1 Análise dos níveis séricos de IgE  dos digeridos pépticos  

 

Os digeridos pépticos foram avaliados quanto à capacidade de ligação com 

IgE anti-βLg,  a fim de observar diferenças de resposta antigênica da β-Lg tratada 

com os agentes redutores e os produtos da digestão.  

Para este estudo, foram escolhidas as amostras obtidas nas condições dos 

ensaios 5, 6, 7 8, que são relativos aos níveis extremos do planejamento 



Resultados e Discussão 

 

53 

 

experimental (±1,41) e um ponto central, ensaio 9, para os experimentos realizados 

com os agentes redutores GSH ou AA. 

Comparados à β-Lg digerida (IgE 213 µg/mL), os  digeridos pépticos das 

amostras tratadas com TG e GSH (Figura 18) e os digeridos das amostras tratadas 

com TG e AA ( Figura 19),  não apresentaram redução significativa de ligação com 

IgE anti- β-Lg (P<0,05).  

A β-Lg nativa tratada com TG na presença de GSH ou AA não influenciou a 

digestão pela pepsina e também não influenciou sua resposta antigênica. Estes 

resultados podem ser devidos ao fato que os epítopos existentes na estrutura da β-

Lg não terem sido modificados, ou pela criação e/ou exposição de novos epítopos 

não susceptíveis à digestão pela pepsina, mantendo assim a antigenicidade da 

proteína. Stanic et al. (2010) observaram que os digeridos com pepsina da β-

caseína tratada com TG não apresentaram diminuição da imunogenicidade (ELISA) 

em relação à β-caseína nativa digerida. Os autores consideraram que a reticulação 

por TG não foi capaz de alterar os epítopos existentes na proteína. 

 

 

Figura 18. Níveis séricos de IgE no soro de animais imunizados com a proteína nativa (βLg-N),  
avaliados contra as seguintes amostras de β-Lg e posteriormente digeridas pela pepsina: (1) βLg 
nativa; (5)   β-Lg tratada com 0,34 mmol/L GSH; (6) β-Lg tratada com 51,6 U TG g-1 e 0,34 mmol/L 
GSH; (7) 25,8 U TG g-1; (8) 25,8 U TG g-1 e 0,67 mmol/L GSH (9) 25,8 U TG g-1 e 0,34 mmol/L GSH. 
Comparação entre β-Lg N digerida e as demais amostras digeridas (P<0,05).  
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Figura 19. Níveis séricos de IgE no soro de animais imunizados com a proteína nativa (βLg-N), 

avaliados contra as seguintes amostras de β-Lg e posteriormente digeridas pela pepsina: (1) β-Lg 

nativa, (5) β-Lg tratada com 0,01 mol/L AA (6) β-Lg tratada com 51,6 U TG g-1 e 0,01 mol/L AA  (7) β-

Lg tratada com 25,8 U TG g-1 (8) β-Lg tratada com 25,8 U TG g-1 e 0,02 mol/L AA (9) β-Lg tratada 

com 25,8 U TG g-1 e 0,01 mol/L AA. 

Comparação entre β-Lg N digerida e as demais amostras digeridas (P<0,05).  
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6. Conclusão 

A desnaturação por agentes redutores, seguida da reação de polimerização 

pela enzima TG levou à formação de polímeros de β-Lg de alta massa molar (acima 

de 97,4 kDa), porém não houve diminuição perceptível da intensidade da banda 

referente à β-Lg monomérica, sugerindo que apenas uma parte da proteína foi 

polimerizada pela TG. Os tratamentos realizados na β-Lg com TG e os agentes 

redutores seguidos de digestão pela pepsina não levaram a formação de peptídeos 

de baixo peso molecular, o que indica que não houve alteração na digestibilidade da 

β-Lg pela pepsina após polimerização. 

 A polimerização da β-Lg na presença dos agentes redutores GSH e AA, 

promoveu alterações na proteína que levaram ao maior reconhecimento da β-Lg 

pelas IgE específicas presente nos soros dos animais sensibilizados. Estes 

resultados sugerem que a polimerização na presença dos agentes redutores 

manteve ou aumentou o potencial antigênico da β-Lg ao criar ou expor regiões de 

epítopos na proteína. 

A presença dos agentes redutores e a polimerização por TG não facilitaram a 

clivagem da β-Lg pela enzima pepsina, e não geraram peptídeos com menor 

potencial antigênico, comparados ao digerido da proteína nativa. 

Portanto o tratamento da β-Lg com TG e agentes redutores levou a maior 

polimerização e ao aumento da antigenicidade de algumas amostras tratadas com 

TG e com os agentes redutores GSH ou AA. As amostras de β-Lg tratadas com TG 

e agentes redutores quando digeridas não apresentaram diminuição da 

antigenicidade em relação à proteína digerida com pepsina. Os resultados indicam 

que os tratamentos realizados na β-Lg foram capazes de modificar a estrutura da 

proteína devido a sua polimerização, porém não foram capazes de diminuir o 

potencial antigênico da β-Lg. 
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8. Anexo 
 
8.1 Anexo 1: Certificado da Comissão de ética na experimentação Animal 
CEEA/Unicamp 
 

 
 
 
 
 

 


