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RESUMO

A associacdo de duas proteinas de estruturas diferentes, através de ligacGes
cruzadas pela agdo da transglutaminase, € uma alternativa promissora para obter
filmes com propriedades desejaveis. Por outro lado, a formagdo de ligagbes cruzadas
nas proteinas poderia ser otimizada se disponibilizarmos locais reconheciveis para a
acdo da transglutaminase. Isto seria conseguido hidrolisando as proteinas com
tripsina. Desta forma, caseina e gelatina foram hidrolisadas com tripsina até um grau
de hidrdlise de 5%. Depois, os hidrolisados foram polimerizados com transglutaminase.
Nesta etapa, foram avaliadas diferentes condicdes de polimerizagao (concentracdo de
enzima e proteina, temperatura e tempo de incubacdo) com a finalidade de conseguir
a formacgdo de polimeros de alta massa molecular, os quais, seriam capazes de formar
filmes coesos. A polimerizacdo foi avaliada através de eletroforese SDS-PAGE e
determinagdao dos grupos amino livres pelo método TNBS. Os resultados mostraram
que o tratamento dos hidrolisados com transglutaminase conduziu a formacdao de
peptideos de baixa massa molecular. Porém, foram elaborados filmes a partir dos
polimeros obtidos da ligagdo cruzada (mediada pela transglutaminase) dos hidrolisados
de caseina e gelatina. Também, foram elaborados filmes a partir dos hidrolisados sem
polimerizar, com fins de comparacgao. Os filmes obtidos apresentaram-se quebradicos e
pouco manuseaveis e por isso ndo foram caracterizados. Assim, as proteinas
hidrolisadas com tripsina e polimerizadas com transglutaminase ndo foram capazes de
formar filmes coesos. Posteriormente, foram produzidos filmes a partir dos
heteropolimeros obtidos da ligacdo cruzada da caseina e gelatina nativa. Também
foram elaborados filmes a partir das proteinas sem polimerizar, com fins de
comparacdo. Os filmes resultantes foram caracterizados quanto as suas propriedades
mecanicas, de barreira e morfoldgicas. Os valores de permeabilidade ao vapor de
agua, porcentagem de elongagdo e mddulo de elasticidade diferiram significativamente
dos encontrados para as proteinas nativas. Entretanto, a resisténcia a tracdo dos
filmes ndo variou. A microscopia eletronica de varredura da secdo transversal dos
filmes revelou que o tratamento com transglutaminase provocou algumas alteragoes
na estrutura dos filmes. Finalmente, filmes produzidos a partir dos heteropolimeros
obtidos da ligagdo cruzada de caseina e gelatina nativa apresentaram menor
permeabilidade ao vapor de agua e alta elongagdo quando comparado aos filmes das

proteinas simples.

Palavras chave: Enzimas proteoliticas, Transglutaminase, Filmes, Gelatina, Caseina.
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SUMMARY

The association of two different structures proteins, through crosslinkings by
action of the transglutaminase, is a promising alternative to get films with desirable
properties. On the other hand, the formation of crosslinkings in proteins could be
optimized making up recognizable places to transglutaminase action. This would be
obtained by protein trypsin hydrolysis. In this way, casein and gelatin were broken into
peptides with trypsin up to 5% hydrolysis degree. Later, the hydrolysates were
polymerized with transglutaminase. In this stage it was evaluated different conditions
of polymerization (enzyme and protein concentration, incubation temperature and
time) with the purpose to obtain high molecular mass polymer formation, which, would
be able to form cohesed films. The extent of crosslinking was evaluated by SDS-PAGE
and free amino groups determination (TNBS). The results showed that the treatment
of the hydrolysates with transglutaminase lead to the formation of peptides of low
molecular mass. Anyway, films based on resulting polymers by crosslinking of the
hydrolyzed casein and gelatin were elaborated. Also, films starting from hydrolysates
without crosslinking were elaborated for comparison. The resulting films were difficult
for handling and fragile, for this reason, they were not characterized. Thus, trypsin
hydrolyzated proteins and polymerized with transglutaminase were not able to form
cohesed films. Later, films based on resulting heteropolymers from native casein and
gelatin crosslinking were produced. Also, films starting from proteins without
crosslinking were elaborated for comparison. The films were characterized for
mechanical, barrier and morphologic properties. The values of water vapor
permeability, percentage of elongation and elasticity modulus were significantly
different as compared with native protein films without treatment with
transglutaminase. However, the tensile strength of the films did not vary. The scanning
electric microscopy of the transversal section of the films disclosed that the treatment
with transglutaminase caused some alterations in the structure of films. Finally, films
based on resulting heteropolymers from native casein and gelatin crosslinking showed
smaller water vapor permeability and high elongation when compared with simple

protein films.

Words key: Proteoliticas Enzymes, Transglutaminase, Films, Gelatin, Casein
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1. INTRODUCAO

O interesse em filmes comestiveis origina-se da tentativa de desenvolver
embalagens facilmente degradaveis, ndo-agressivas ao meio ambiente, com o objetivo
de melhorar a qualidade dos produtos alimenticios e proporcionar novos mercados
para matérias primas utilizadas na fabricacdo desses filmes (KOELSCH, 1994; CHEN,
1995).

Um filme comestivel € uma camada fina, continua de material comestivel, que
pode controlar a transferéncia de massa (umidade, oxigénio, didxido de carbono, etc.)
ou prover protecdo mecanica e também aumentar a atragdo sensorial de produtos
alimenticios (CHEN, 1995). Além disso, uma alternativa bastante interessante é a
possibilidade de ser usado como suporte de diferentes aditivos tais como agentes
antimicrobianos, agentes antioxidantes, nutrientes, vitaminas, corantes e outros
agentes funcionais (KESTER e FENNEMA, 1986).

Os filmes sdo produzidos basicamente a partir de proteinas, polissacarideos ou
lipidios, capazes de produzir matrizes continuas e coesas (GUILBERT et al., 1997). Em
geral, os filmes de proteina sdo excelentes barreiras aos aromas e ao oxigénio.
Contudo, devido a sua inerente natureza hidrofilica, tais filmes tendem a absorver
grandes quantidades de agua em condicbes de alta umidade relativa, resultando em
matrizes filmogénicas plastificadas (LIM et al., 1999). Assim, parte das pesquisas
desenvolvidas em filmes a base de proteina, orientam-se em reduzir a sensibilidade
dos filmes a umidade e melhorar suas caracteristicas mecanicas. Isto poderia ser
conseguido modificando a proteina através de métodos fisicos, quimicos ou

enzimaticos.

O uso de enzimas para modificar as propriedades funcionais das proteinas é
uma area que tem atraido interesse consideravel para os pesquisadores; pois elas sao
naturais, requerem condicdes mais moderadas, possuem alta especificidade e tém
menos probabilidade de produzir produtos toxicos quando comparadas com o0s
catalisadores quimicos (SINGH, 1991).

As enzimas mais freglientemente usadas para modificar as proteinas sdo as

proteases e as transglutaminases (NIELSEN e OLSEN, 2002). As proteases catalisam a
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quebra de ligacbes peptidicas em proteinas (BEYNOM e BOND, 1989) e, as
transglutaminases catalisam principalmente a transferéncia do grupo acil entre o grupo
Lr-carboxiamida de residuos peptidicos glutamina (doadores acil) e o grupo s-amino da
lisina (receptores acil) livre ou ligado a peptideos, resultando na formacgdo de ligagGes
isopeptidicas e-(A-glutamil) lisina (MOTOKI e SEGURO, 1998).

SOTHORNVIT e KROCHTA (2002 a,b) observaram que os filmes elaborados a
partir de hidrolisados de soro de leite foram mais flexiveis e fracos e tiveram menores
valores de elongacdo que os filmes de soro de leite sem hidrolisar. Contudo, as

propriedades de barreira foram similares as das proteinas nativas.

A transglutaminase foi utilizada na elaboragdo de filmes a base de isolado
protéico de soro de leite (YILDIRIM e HETTIRACHCHY, 1998; YOSHIDA, 2002), gelatina
(CARVALHO e GROSSO, 2004), asl-caseina (MOTOKI et al., 1987b) e proteina da clara
de ovo (LIM et al., 1998). A introducao de ligacdes cruzadas, em alguns casos,

melhorou as propriedades mecéanicas e de barreira dos filmes.

Nenhuma informacgdo esta atualmente disponivel na contribuigdo combinada das
proteases com as transglutaminases na elaboracdo de filmes. Contudo, recentes
pesquisas reportaram melhorias nas propriedades de solubilidade, emulsificantes e
espumantes de hidrolisados de soja (BABIKER et al., 1996 a; BABIKER, 2000) e gluten
(BABIKER et al., 1996b) incubados com transglutaminase.

Dentre as proteinas disponiveis, a caseina e a gelatina sdo consideradas bons
substratos para as enzimas, devido a sua estrutura aberta e flexivel (SINGH, 1991; DE
JONG e KOPPELMAN, 2002).

As caseinas sdo as principais proteinas no leite, representando 80% das
proteinas totais e tém encontrado muitas aplicagdes na industria farmacéutica e de
alimentos (SOUTHWARD, 1989; KINSELLA, 1984). Elas sdao um grupo nao-usual de
proteinas, que ndo sdao globulares e nem fibrosas na natureza (BARRETO et al.,
2003).Em geral, as caseinas sao relativamente hidrofébicas, anfifilicas, estruturadas ao
acaso ou flexiveis, com relativamente baixos niveis de estrutura secundaria e terciaria
(FOX e MCSWEENEY, 1998; MODLER, 2000). Apesar do indice elevado de aminoacidos
hidrofobicos, a caseina mostra uma estrutura aberta e hidratada (BARRETO et al.,

2003). As caseinas sdo aptas a formacao de filmes por causa de sua natureza random-
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coil e habilidade para formar ligagdes intermoleculares hidrofébicas, eletrostaticas e de
hidrogénio. A sua natureza anfifilica faz com que elas sejam materiais muito
promissores na formacao de filmes emulsionados (MCHUGH e KROCHTA, 1994;
GENNADIOS et al., 1994).

A gelatina, proteina resultante da hidrdlise parcial do colageno, é considerada
Unica entre os hidrocoldides formadores de géis termorreversiveis com um ponto de
fusdo proximo ao da temperatura do corpo (ACHET e HE, 1995; JOHNSTON-BANKS,
1990). A gelatina é diferenciada das outras proteinas pela auséncia de apreciavel
ordem interna e a configuracdo ao acaso (aleatdria) das cadeias peptidicas em
solugdes aquosas. A gelatina apresenta muitas aplicagdes na industria de alimentos,
farmacéutica e na industria téxtil (ARVANITOYANNIS et al. 1998).

Além de serem bons substratos para as enzimas, ambas as proteinas sao
também boas candidatas para a formacdo de conjugados protéicos heterdlogos
catalisados pela transglutaminase. Segundo DE JONG e KOPPELMAN (2002)
funcionalidades totalmente novas poderiam ser criadas por associacdo de duas
proteinas com diferentes estruturas. NONAKA et al. (1997) utilizaram a
transglutaminase para ligar covalentemente caseinato de sodio e gelatina. O conjugado

protéico resultante mostrou melhora em relagdo a solubilidade.

Desta forma, o presente trabalho foi direcionado a formacao de filmes a base de
polimeros heterdlogos obtidos da ligacdo cruzada de caseina e gelatina nativa ou
hidrolisada com tripsina. A tripsina quebra ligagbes peptidicas formadas pela porcao
carboxilica de lisina ou arginina (STRYER, 1996), resultando na formacgdo de peptideos
relativamente grandes e conseqlientemente a ligacdo covalente destes peptideos por
uma transglutaminase, poderia resultar na formagdo de polimeros de alto peso
molecular. Por outro lado, os peptideos tripticos formados, exceto o carboxiterminal da
proteina terminardo com arginina ou lisina. Desta forma, poderiam ser disponibilizados

sitios reconheciveis para a reacdo com a transglutaminase.

1.1. Objetivos

1.1.1. Geral

O Produzir filmes a partir dos polimeros heterdlogos, obtidos da ligacao

cruzada de caseina e gelatina nativas ou hidrolisadas com tripsina.
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1.1.2. Especificos

Q

Caracterizar os hidrolisados quanto a composicdo, solubilidade e massa
molecular.
Polimerizar os hidrolisados com transglutaminase

o Avaliar a influéncia dos parametros de polimerizacdo

o Avaliar a influéncia do uso de diferentes enzimas proteoliticas.
Elaborar filmes a partir de:

o Caseina e/ou gelatina com e sem transglutaminase

o Hidrolisados de caseina e/ou gelatina com e sem transglutaminase
Caracterizar os filmes quanto a permeabilidade ao vapor de &gua,

resisténcia mecanica e morfologia de superficie.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Gelatina

A gelatina, proteina de alto peso molecular, obtido da hidrdlise parcial do
coldgeno (componente fibroso de pele, osso, tenddo, cartilagem e dentes) (POPPE,
1997; STRYER, 1996; WONG, 1995) é um polimero vitreo parcialmente cristalino
(SLADE e LEVINE, 1987), altamente hidrofilico e insolivel em agua fria. A
transformacdo das fibras de coldgeno (moléculas altamente organizadas e insollveis
em agua) em um sistema mais despolimerizado denominado gelatina, a qual, é sollvel
em agua a temperaturas acima de 30°C tem sido descrita em detalhe na literatura
(POPPE, 1997; CARVALHO, 1997).

Comercialmente, a gelatina é avaliada e caracterizada pelo seu ponto isoelétrico,
viscosidade, granulometria e poder de geleificacdo ou Bloom; podendo ser encontrada
no mercado entre 50 a 300 Bloom (PB LEINER, 2004). Elas sao divididas em dois
grupos: gelatina tipo A (pI = 7-9), obtido por pré-tratamento acido e gelatina tipo B
(pI = 4,8 - 5,2) obtida por pré-tratamento basico (POPPE, 1997).

O pré-tratamento tem como finalidade eliminar gorduras, mucopolissacarideos e
outros compostos organicos (POPPE, 1997). Além desta purificagcdo, o pré-tratamento
quebra as ligagGes cruzadas inter e intramoleculares presentes no colageno (WONG,
1995). O grau de ligagbes cruzadas depende do tipo de coldageno, tecido, espécie
animal, idade, etc. (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002). A clivagem destas ligacdes da lugar
a formacdo das cadeias o (MM de 80.000 a 125.000), p (MM de 160.000 a 250.000) ey
(MM de 240.000-375.000). A forma beta e gama correspondem a unido de duas ou
trés cadeias alfa respectivamente (POPPE, 1997). A gelatina pode conter cadeias
polipeptidicas de massas moleculares da ordem de 30.000 a 300.000 Da (WONG,

1995) dependendo do tipo de colageno utilizado e do processo de manufatura.

O conteldo e a seqlUéncia de aminoacidos da gelatina variam em funcdo da
fonte, mas sempre consistem em alto conteldo dos aminoacidos glicina, prolina e
hidroxiprolina bem como uma auséncia dos aminoacidos triptofano e cisteina. Na
Tabela 1, pode-se verificar um exemplo do contelido de aminoacidos para gelatinas do
tipo A e B.
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Tabela 1. Composigao de aminoacidos da gelatina

Aminoacido Gelatina Tipo Gelatina Tipo
A? B?

Lisina 2.7 2.8
Histidina 0.4 0.4
Arginina 4.9 4.8
Acido aspartico 4.5 4.6
Treonina 1.8 1.8
Serina 3.5 3.3
Acido glutdmico 7.3 7.2
Prolina 13.2 12.4
Glicina 33.0 33.5
Alanina 11.2 11.7
Cisteina 0.0 0.0
Valina 2.6 2.2
Metionina 0.4 0.4
Isoleucina 1.0 1.1
Leucina 2.4 2.4
Tirosina 0.3 0.1
Fenilalanina 1.4 1.4
Triptofano - -
Hidroxiprolina 9.1 9.3
Hidroxilisina 0. 0.4

@ NGmero de residuos de aminoacidos em base a 100 residuos totais.
Fonte: GENNADIOS et al. (1994)

A habilidade para formar um gel é sem duvida uma das mais importantes
propriedades da gelatina. A gelatina entumece quando colocada em agua fria,
absorvendo 5 a 10 vezes seu peso em agua. Quando aquecida a temperaturas acima
do ponto de fusdo, a gelatina inchada dissolve e forma gel quando esfriada. Esta

conversdo sol-gel é reversivel e pode ser repetida.

A nivel molecular a gelificagdo da gelatina em solugdo envolve a renaturacdo de
estruturas, no estado desordenado, da gelatina para estruturas tripla hélice,
caracteristica do colageno no estado nativo; sendo que a estrutura e as propriedades
fisicas dos géis sao resultado do nivel de renaturacéo (ACHET e HE, 1995; ZIEGLER e
FOEGEDING, 1990). Assim, a gelificacdo da gelatina é considerada como uma
renaturacdo parcial do colageno; a qual, depende da composicdo e estrutura da
gelatina, que por sua vez é influenciada pelas condigdes do processo e pela origem da

matéria prima.
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A gelificagdo da gelatina envolve varios mecanismos, os quais nao tém sido bem
elucidados (DJAGNY et al., 2001). Um numero de sugestdes, contudo, permitem uma
vista geral das interacGes que conduzem a formacdo de um gel (DJAGNY et al., 2001;
POPPE, 1997; WONG, 1995). Acredita-se que pequenas secles -ricas em iminoacidos
(prolina e hidroxiprolina) - de um numero de moléculas de gelatina se unem para
formar zonas de juncdo microcristalinas, oferecendo uma estrutura de uma rede
tridimensional altamente ramificada capaz de imobilizar o liquido (DJAGNY et al.,
2001). A rede formada estaria reforcada por regides em que a estrutura helicoidal do
coladgeno é reconstituida (WONG, 1995).

A velocidade de esfriamento das solucdes de gelatina e a concentragao de
gelatina sdo os parametros mais importantes no controle do processo de gelificagdo.
Resfriamentos lentos permitiriam uma melhor orientagdao das moléculas de gelatina na
formacdo de gel (DJAGNY et al., 2001), entanto que baixas concentracdes de gelatina

conduziriam a uma menor conformacao helicoidal (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002).

2.2. Caseina

As caseinas formam aproximadamente 80% do conteldo total da proteina no
leite, onde estdo presentes na forma de particulas essencialmente esféricas conhecidas
como micelas de caseina. As micelas compreendem 93% (p/p) de caseinas e 7% (p/p)
de célcio inorganico, fosfato, citrato bem como pequenas quantidades de magnésio,
sodio e potassio. Os principais componentes das caseinas sdo designados como asi-,
as2-, B-, e k —caseinas, os quais, representam aproximadamente 44, 13, 33 e 10% da
caseina inteira, respectivamente (WONG et al., 1996; MODLER, 2000; CREAMER,

2002). A Tabela 2 mostra a composicao de aminoacidos destas quatro caseinas.

Em geral, as caseinas sao moléculas relativamente pequenas com peso
molecular aproximado de 19- 26 kDa. No entanto, a k-caseina pode também ocorrer
em forma polimérica via ligagdes disulfidicas com massa molecular da ordem de 60 a
600kDa (WONG et al., 1996). As caseinas sao relativamente hidrofdbicas, devido a seu
alto conteldo de aminoacidos apolares (35-45%) e anfifilicas, devido a que os seus
residuos polares e apolares estdo distribuidos em blocos, apresentando assim, regides
hidrofébicas e hidrofilicas ao longo da cadeia (FOX e MCSWEENEY, 1998). Elas tém
relativamente pouca estrutura secundaria e terciaria, provavelmente devido a presenca

dos altos niveis de residuos prolina, especialmente na B-caseina, a qual interrompe a
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formacdo das estruturas a-hélice e p-sheet (FOX e MCSWEENEY, 1998; CREAMER,
2002). Devido aos baixos niveis destas estruturas as caseinas sdao absorvidas
facilmente nas interfaces ar-agua e Oleo-agua, sdo susceptiveis a protedlise,

apresentam alta estabilidade térmica e alta viscosidade em solugdo.

Tabela 2. Composicdo de aminoacidos dos principais componentes das caseinas

Aminoacido asl-caseina as2-caseina p-caseina k-caseina
(B-8P)® (A-11P)® (A2-5P)? (B-1P)?

Aspartato 7 4 4 3
Asparagina 8 14 5 8
Treonina 5 15 9 14
Serina 8 6 11 12
Serina-P 8 11 5 1
Glutamato 25 24 19 12
Glutamina 14 16 20 14
Prolina 17 10 35 20
Glicina 9 2 5 2
Alanina 9 8 5 15
Cisteina 1/2 0 2 0 2
Valina 11 14 19 11
Metionina 5 4 6 2
Isoleucina 11 11 10 13
Leucina 17 13 22 8
Tirosina 10 12 4 9
Fenilalanina 8 6 9 4
Lisina 14 24 11 9
Histidina 5 3 5 3
Triptofano 2 2 1 1
Arginina 6 6 4 5
TOTAL (residuos) 199 207 209 169
Peso Molecular (Da) 23614 25230 23983 19007

@ (X-Y): (variante genética - grau de fosforilagdo)
FONTE: CREAMER (2002)

As caseinas podem ser obtidas por precipitacdo acida, precipitacdo com etanol,
centrifugacdo, ultrafiltragdo, crioprecipitagdo, ou coagulagdo enzimatica (FOX e
MCSWEENEY, 1998). Mas, existem dois métodos estabelecidos para a producdo de
caseina em escala industrial: (1) precipitacdo acida (ou isoelétrica), onde o leite é
acidificado em pH 4,6 (para solubilizar o fosfato de calcio coloidal) e aquecido a 46°C
para obter um coalho e (2) coagulacdo enzimatica, onde o leite é hidrolisado com
certas enzimas proteoliticas (reninas). Os coagulos obtidos pelos dois métodos sdo
escoados, lavados, prensados, moidos, e secados (KINSELLA, 1984; WONG et al,
1996; FOX e MCSWEENEY, 1998; SOUTHWARD, 2002).
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A caseina acida é insolivel em 4&gua. Entretanto, se dissolvida, sob
determinadas condigdes alcalinas, resulta em caseinatos sollUveis em d&agua. Os
caseinatos sdo produzidos por neutralizacdo da caseina em pH de aproximadamente
6,7 usando hidroxido de calcio, sédio, potassio ou magnésio (WONG et al., 1996). O
tratamento alcalino solubiliza a caseina alterando a carga liquida, a qual, supera as
interacGes hidrofébicas. Os caseinatos sdo solUveis acima de pH 5,5. Os caseinatos de
sodio e potassio sdo mais solUveis e em alguns casos possuem melhores propriedades
do que os derivados de calcio e magnésio (MCHUGH e KROCHTA, 1994).

As caseinas obtidas pela agdo da renina sdo insolUveis em agua ou alcali.
Contudo podem ser solubilizadas em valores de pHs superiores a 9,0 ou em pH de
aproximadamente 7,5 usando agentes seqliestrantes de calcio (usualmente citratos ou
polifosfatos) (FOX e MCSWEENEY, 1998).

2.3. Modificacao enzimatica de proteinas

A proteina pode ser modificada através de métodos fisicos (tratamento térmico,
uso de pressdes altas, etc.), quimicos (tratamentos alcalinos ou acidos, fosforizagao,
succinilacdo, etc), enzimaticos (uso de proteases, processos de fermentacdo, etc.) ou
genéticos. Estas modificagdes alteram a conformacdo e estrutura das proteinas
mudando conseqiientemente suas propriedades fisicoquimicas, funcionais e bioldgicas
(CHOBERT et al, 1988b; GIESE, 1994; KILARA, 1985; KORHONEN et al., 1998). A
modificacdo enzimatica, quando comparado a modificagdo quimica, é o processo mais
aceitavel por ser natural, ter menos probabilidade de produzir produtos toxicos e
possuir alta especificidade (PHILLIPS e BEUCHAT, 1981).

As enzimas mais freqlentemente usadas para modificar as proteinas sdo as
proteases e transglutaminases (NIELSEN e OLSEN, 2002).

2.3.1. Proteases

As proteases sao encontradas em uma ampla diversidade de fontes como
plantas (papaina, bromelina, ficina), animais (tripsina, quimiotripsina, pepsina, renina)
e microorganismos (proteases bacterianas neutras e alcalinas) (RAO et al., 1998).

Estas enzimas catalisam a hidrdlise das ligacGes peptidicas das proteinas (Figura 1).
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Figura 1. Posicao de ataque das enzimas proteoliticas nas proteinas

Sdo enzimas da classe 3, as hidrolases, e subclasse 3.4, as peptideo-hidrolases
ou peptidases. Estas enzimas constituem uma grande familia (EC 3.4), divididas em
endopeptidases ou proteinases (EC 3.4. 21-99) e exopeptidases (EC 3.4. 11-19), de
acordo com a posicdo da ligacdo peptidica a ser clivada na cadeia peptidica. As
endopeptidases podem ser ainda subdivididas de acordo com o grupo reativo no sitio
ativo envolvido com a catalise (Tabela 3). As enzimas cujos mecanismos de agdo ndo
estdo completamente elucidados sao classificadas no subgrupo EC. 3.4.99. (RAO et al.,
1998; BEYNOM e BOND, 1989).

Tabela 3. Classificacdao das endopeptidases

GRUPOS CLASSIFICACAO? ENZIMAS®

Serina proteases EC 3.4.21 Quimiotripsina, tripsina, elastase,
protrombina, subtilisina, proteases o-litica
de Sorangium sp.

Cisteina proteases EC 3.4.22 Papaina, bromelina, ficina, catepsina

Aspartico proteases EC 3.4.23 Renina, pepsina.

Metaloproteases EC 3.4.24 Carboxipeptidases A e B, dipeptidases,
aminopeptidases, prolidase e

iminopeptidase.

@ De acordo com a Unido Internacional de Bioquimica (IUB) (LEHNINGER, 1995)
® WHITAKER (1994) ¢ POLGAR (1989).
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A Tabela 4 apresenta a especificidade de algumas enzimas proteoliticas. Dentre
elas, a tripsina (enzima proveniente do suco pancreatico) apresenta mais
especificidade em fungdo ao restrito nimero de ligagdes peptidicas que hidrolisa. A
enzima somente hidrolisa ligagdes peptidicas formadas pela porcdo carboxilica de lisina
ou arginina. Uma proteina que contenha 9 lisinas e 7 argininas produzira geralmente
17 peptideos com tripsina. Cada um desses peptideos tripticos, exceto o carboxi-
terminal da proteina terminaréd com arginina ou lisina (STRYER, 1996).
Conseqlientemente, a hidrdlise das proteinas pela tripsina resulta na formacdo de
fragmentos peptidicos relativamente grandes. Na Figura 2 pode ser observada a

localizacdo das ligacGes hidrolisadas pela tripsina na seqiéncia de uma p-caseina.

Tabela 4. Especificidade de algumas proteases

Enzima Ligacoes peptidicas quebradas °
Tripsina ..— Lys (ou Arg) — ... ¢
Quimiotripsina, subtilisina ...— Trp (ou Tyr, Phe, Leu) —...

Protease V8 do Staphylococcus sp. ..— Asp (ou Glu)#...

Papaina ...— Phe (ou Val, Leu) —Xaa #
Termolisina —{ Leu (ou Phe) —...

Pepsina ..— Phe (ou Tyr, Leu) iTrp (ou Phe, Tyr)—

Fonte: RAO et al. (1998)
@A seta indica o local de agdo da protease. Xaa, é qualquer residuo de aminodcido.

Com a hidrdlise das ligacOes peptidicas, trés mudancgas principais acontecem:
(1) incremento no numero de grupos ionizaveis (NH;*, COO’) com aumento
concomitante na hidrofilicidade e na carga liquida (2) diminuicdo do tamanho da cadeia
polipeptidica com reducdo aguda da antigenicidade e (3) alteracdo da estrutura
molecular que pode conduzir a exposicdo da porcdo hidrofébica da proteina
(MAHMOUD, 1994). Assim, pode ser esperado aumento da solubilidade, diminuicao da
viscosidade e mudancgas significativas nas propriedades emulsificantes, espumantes e
gelificantes quando comparadas aquelas das proteinas originais (CHOBERT et al.,
1988b; CARLOS, 1997; CANDIDO, 1998). A melhora destas propriedades dependera
da especificidade da enzima proteolitica, da natureza fisica e quimica da proteina de
origem, das condigOes de hidrélise e do tamanho molecular atingido como resultado da
acao hidrolitica (MAHMOUD, 1994).
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Figura 2. Locais de clivagem da B-caseina pela acdo da tripsina (VOROB’EV et al.,
2000)

O processo de hidrolise pode ser controlado através dos parametros:
temperatura, tempo de hidrdlise, pH e relagdo enzima:substrato. A temperatura de
hidrolise é normalmente escolhida para otimizar a cinética da enzima selecionada. O
pH é determinado de acordo com a faixa otima para atividade enzimatica maxima. O
tempo de hidrdlise é relacionado diretamente ao grau de hidrdlise desejado, quanto

mais longo o tempo de hidrdlise, mais alto o grau de hidrdlise (LAHL e BRAUN, 1994).

O critério quantitativo de uma reacgao proteolitica é o grau de hidrdlise calculado
através da determinacdo do numero de ligagOes peptidicas quebradas em relagdo ao
numero total de ligacGes peptidicas na proteina intacta (NIELSEN e OLSEN, 2002). O
grau de hidrolise das proteinas pode ser quantificado através de diversos métodos: (1)
quantificacdo do nitrogénio liberado durante a hidrdlise o qual fica sollvel na presenca
de um agente de precipitagdo (p.e. acido tricloroacético); (2) determinacdo dos grupos
amino livres liberados durante a hidrdlise através de titulagdo com formol ou usando
compostos que especificamente reagem com 0s grupos amino, tais como: TNBS, OPA,
ninidrina ou fluorescamina; (3) titulacdo dos prétons liberados durante a hidrdlise ou
(4) através da osmometria, onde a depressdo no ponto de congelamento pode ser

usada para calcular mudangas na osmolalidade durante a hidrdlise (SILVESTRE, 1997;
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SPELLMAN et al., 2003). Porém, os métodos pH-stat e TNBS sdao os comumente

empregados para a quantificacdo do grau de hidrolise.

No método pH-stat a hidrdlise é feita em condigdes alcalinas ou neutras para
favorecer a dissociacdo de prétons dos grupos amino livres liberados. A liberacdo dos
protons no meio conduz a uma reducao no pH da solucdo. Assim, o nimero de ligacdes
peptidicas quebradas pode ser estimado a partir da quantidade de base requerida para
manter o pH constante durante a reacao (NIELSEN e OLSEN, 2002). No método de
TNBS, os grupos amino primarios reagem com o TNBS para formar um croméforo com
uma absorbancia maxima a 340nm (ALDER-NISSEN, 1979).

Uma protedlise ndo controlada e/ou prolongada resulta na formacao de
peptideos menores comprometendo as propriedades funcionais das proteinas nativas,
como capacidade de retencao de agua, emulsificagdo e formagdo de espuma. Com um
controle cuidadoso da hidrdlise, podem-se modificar as propriedades funcionais, que

sdo uteis na formulagao de alimentos.

2.3.2. Transglutaminase

A transglutaminase pode ser obtida de diferentes fontes como figado de porco
(BROOKHART et al., 1983), tecido de plantas (FALCONE et al., 1993), tecido de peixe
(YASUEDA et al., 1994) e microorganismos (ANDO et al., 1989; GERBER et al., 1994).
A enzima transglutaminase derivada de microorganismos apresenta uma cadeia
polipeptidica simples, com peso molecular aproximado de 38000Da. Seu ponto
isoelétrico esta em torno de 8,9. O pH 6timo estd na faixa de 5,0 e 8,0; contudo em
pH 4,0 e 9,0 a enzima ainda apresenta alguma atividade enzimatica. A temperatura
otima de reacao é de 50°C, mas ainda apresenta atividade enzimatica a 10°C e
temperaturas préoximas as do ponto de congelamento (MOTOKI e SEGURO, 1998). A
enzima ndo precisa da presenca de Ca®’ para reagir e seu custo de produgdo é baixo
guando comparado aos outros processos de obtencdo de transglutaminase (ANDO et
al., 1989: ZHU et al., 1995). Segundo MATSUMURA et al. (2000), o fato da atividade
da transglutaminase microbiana ser independente da presenca dos ions calcio
proporciona uma vantagem na aplicagdo em alimentos que alteram seu estado fisico
na presenga destes cations, ou em casos de proteinas que tendem a precipitar na

presenca de baixas concentragbes deste ion, por exemplo, a caseina (DICKINSON,
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1997). A atividade da transglutaminase pode ser avaliada por analise fluorométricas,

radioativas, colorimétricas, imunoquimicas ou fotométricas (WILHELM et al. 1996).

A Tgase (E.C. 2.3.2.13; R-glutamil-peptideo: amina y-glutamil transferase)
catalisa reacbes de acil transferéncia nas quais o grupo A-carboxiamida de residuos
peptidicos glutamina sdo os doadores acil. Dependendo da molécula receptora trés
reacOes diferentes podem ser distinguidas (Figura 3). Primeiro, os grupos g-amino de
residuos lisina podem servir como substratos para formar ligaces isopeptidicas e-(i-
glutamil)lisina inter- ou intra-moleculares. Este é o tipo mais comum de reacdo
catalisada pela transglutaminase. Depois, outras aminas primarias podem servir como
receptores acil. Esta segunda reacdo é denominada a reagao de acessério e é utilizada
para incorporar aminas contendo aclcar, aminoacidos, etc. a cadeia protéica. A
terceira reacao catalisada pela Tgase é a deamidacdo da glutamina, onde as moléculas
de agua sdo usadas como receptores, resultando na conversdao de glutamina em acido
glutamico (GERRARD, 2002; DE JONG e KOPPELMAN, 2002).

H
| | | |
a) GIn—C—NH, +  HoN—Lys TG ), Gn—C—N—Llys + NH
| | Il |
o) 0
H
| | |
b) Gn—C—NH, +  RNH; TG, GN—C—N—R + NH
I I
o) 0
H
| | |
c) Gh—C—NH, +  HOH TG Gh—C—N—OH + NHs
I I
o) 0

Figura 3. Reacgldes catalisadas pela transglutaminase. (a) Formacdo de ligacdes
cruzadas entre residuos de glutamina e lisina de proteinas e peptideos (b)

Incorporacdo de aminas (c) Deamidacao

A formacdo de ligagbes cruzadas em uma proteina pode ser acompanhada

utilizando diferentes ferramentas, tais como: (1) desaparecimento de grupos amino
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(que pode ser controlado pela reagao com TNBS) (2) aumento da massa molecular
(monitorado com SDS-PAGE ou cromatografia de exclusao molecular) (3) producdo de
NH; ou (4) medida das propriedades funcionais (NIELSEN, 1995).

Sdo diversas as aplicacdes da transglutaminase em proteinas alimenticias (DE
JONG e KOPPELMAN, 2002; KURAISHI, et al., 2001; MOTOKI e SEGURO, 1998;
NIELSON, 1995; ZHU, et al., 1995). Dentre elas podem-se destacar sua aplicacdo na
formacdo de géis (SCHORSCH, et al., 2000; GOMEZ-GUILLEN et al., 2002), emulsdes
(FAERGEMAND et al., 1998; LIU e DAMODARAN, 1999), filmes (CARVALHO & GROSSO,
2004; YOSHIDA, 2002) e polimeros homodlogos e heterdlogos entre diferentes
proteinas (MOTOKI e NORIKI, 1983; NONAKA et al. 1997). A enzima, também, tem
sido utilizada na polimerizagdo de peptideos (BABIKER et al., 1996ab).

A ligagdo cruzada de dois substratos protéicos de estruturas diferentes
(formacao de polimeros heterélogos) é utilizada no intuito de criar funcionalidades
totalmente novas. Contudo, isto dependerd de varios fatores tais como: a
compatibilidade termodindmica da mistura do substrato protéico ao local ativo da
enzima, o estado estrutural e disposigdo de residuos lisil e glutamina em proteinas e as

diferencas nas taxas de reacao com transglutaminase (HAN e DAMODARAN, 1996).

A compatibilidade termodinamica é relacionada a natureza e a intensidade da
interacdo entre duas macromoléculas quando se aproximam. Segundo FLORY (1986),
dois polimeros sdao mutuamente compativeis se sua energia livre de interacdo é
favoravel, isto é, negativa. Na maioria dos casos, a energia de interagdo é usualmente
positiva, e assim incompatibilidade de polimeros dissimilares é a regra e
compatibilidade é a excegdo. Proteinas que pertencem a classes diferentes exibem
compatibilidade termodinamica limitada. Esta incompatibilidade origina-se como
resultado da interacdo entre superficies polares e apolares. Devido a esta repulsdo
mutua entre superficies polares e apolares, duas proteinas dissimilares aproximar-se-
3o somente até uma distancia em que a energia livre da interacdo € zero (HAN e
DAMODARAN, 1996).

Proteinas dissimilares como caseina e albuminas ndo podem formar dimeros
heterdlogos. Isto é principalmente devido a inabilidade destas proteinas para sobrepor-
se uma a outra ao local ativo da enzima. A incompatibilidade termodinamica da

mistura origina-se por causa das interagdes repulsivas entre as proteinas hidrofilicas e
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hidrofébicas. Por outro lado, proteinas similares, isto é, proteinas globulares tais como
albuminas e globulinas, podem formar dimeros e polimeros na reagdo com
transglutaminase devido a compatibilidade termodindmica da mistura. Duas proteinas
incompativeis podem ser feitas compativeis convertendo a proteina hidrofobica em

uma proteina hidrofilica ou vice-versa através da modificacdo quimica.

Uma condicdo prévia para a reagao com transglutaminase é uma exposicdo
suficiente dos residuos lisina e glutamina na proteina. Algumas proteinas, tais como a
caseina e gelatina, sdao facilmente ligadas pela transglutaminase, pois as lisinas e
glutaminas estdo facilmente disponiveis. Em contraste, muitas outras proteinas tém
estruturas mais rigidas que previnem a formacdo de ligacGes cruzadas (DE JONG e
KOPPELMAN, 2002). Estas estruturas podem ser desestabilizadas desnaturando ou
modificando quimicamente a proteina (DICKINSON, 1997). Assim, embora a
ovoalbumina e alfa-lactalbumina sejam proteinas compativeis, elas ndao formam
polimeros heterdlogos, pois os residuos lisii e glutamina da ovalbumina estdo

indisponiveis para a reacdo com transglutaminase (HAN e DAMODARAN, 1996).

Outro fator a ser considerado é a diferenca nas taxas de reagdo das duas
proteinas. Por exemplo, a taxa de formacdo de ligacGes isopeptidicas da B-
lactoglobulina em um sistema Unico € muito mais lenta do que para a p-caseina.
Devido a esta diferenca, o local ativo da enzima poderia estar continuamente ocupado
pela B-caseina, resultando em uma falta de polimerizacdo da B-lactoglobulina (HAN e
DAMODARAN, 1996). Contudo, esta ultima proteina poderia ser ligada em um estadio
posterior, seja para si mesma ou para o polimero de massa molecular alta da primeira
proteina (DE JONG e KOPPELMAN, 2002).

Assim, € muito dificil assegurar que sejam ligados duas proteinas diferentes ou
que sejam formados polimeros grandes das proteinas separadas. O modo mais direto
para assegurar a formacdo do heteropolimero seria usando uma proteina que néo
tenha lisinas acessiveis a enzima e uma proteina que ndo tenha glutaminas expostas
(BECHTOLD et al., 2000). Por outro lado, o bloqueio do grupo s-amino da lisina seria
outra alternativa na formagdo de heteropolimeros (MOTOKI et al., 1987a; MOTOKI e
NIO, 1983).

Em geral, uma prova indireta de sucesso pode ser obtida estabelecendo as

mudangas resultantes na funcionalidade da proteina. A ligagcdo cruzada de uma mistura



Revisdao Bibliografica 17

de caseina e gelatina resultou em melhoria do perfil de solubilidade da caseina
(NONAKA et al., 1997). Quando a caseina e a gelatina eram ligadas separadamente e
misturadas depois, o perfil de solubilidade era totalmente diferente, indicando que

heteropolimeros sdo formados quando ambas proteinas sdo ligadas juntas.

2.4. Filmes e coberturas comestiveis

Filmes e coberturas comestiveis podem ser definidos como camadas finas, de
material comestivel, aplicados sobre ou até mesmo dentro de alimentos, para oferecer
uma barreira seletiva contra a transmissdo de gases, vapores, e solutos enquanto
oferecem também protecdo mecanica. Normalmente as coberturas sdao formadas
diretamente na superficie dos produtos, enquanto que os filmes sdo formados
separadamente e depois aplicados nos produtos como envoltérios ou bolsas
(GENNADIOS e WELLER, 1990). Eles podem ser classificados em comestiveis e/ou
biodegradaveis, dependendo dos constituintes utilizados para sua produgdo e da

quantidade das substancias empregadas (SHIH, 1996).

Os filmes e/ou as coberturas comestiveis apresentam algumas vantagens quando
comparadas a outras embalagens sintéticas tradicionais ndo comestiveis (GENNADIOS
e WELLER, 1990): (1) contribuem com a reducao da poluicdo ambiental; (2) podem
aumentar as propriedades organolépticas dos alimentos desde que varios componentes
(condimentos, corantes, adogantes) sejam incorporados a eles; (3) podem completar o
valor nutricional dos alimentos, particularmente os filmes feitos de proteinas; (4)
podem ser aplicados dentro de produtos heterogéneos; (5) podem ser usados como

transportadores de agentes antimicrobianos ou antioxidantes.

Por atuarem tanto como embalagens quanto como componentes do alimento, as
coberturas e os filmes devem cumprir alguns requisitos especificos para seu uso, tais
como: boa qualidade sensorial, propriedades de barreira e mecanicas eficientes,
estabilidade bioquimica, fisico-quimica e microbioldgica, ser indcua, ndao poluente e de

processamento simples e de baixo custo (DEBEAUFORT et al., 1998).

Os filmes comestiveis e/ou biodegradaveis sdo produzidos basicamente a partir
de polissacarideos, proteinas ou lipidios capazes de produzir matrizes continuas e
coesas (GUILBERT et al., 1997). Filmes a base de polissacarideos apresentam eficiente

barreira a dleos e lipidios e baixa barreira ao vapor de agua, enquanto, filmes a base
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de lipidios geralmente apresentam excelentes propriedades de barreira ao vapor de
agua, porém, aplicacdo limitada em funcdo de suas caracteristicas mecanicas e
organolépticas (GUILBERT et al., 1997; MCHUGH e KROCHTA, 1994). Filmes protéicos
apresentam caracteristicas mecénicas e propriedades de barreira limitada, mas,
superiores aos formados a partir de polissacarideos. As proteinas tém uma estrutura
especifica (derivada de 20 diferentes mondémeros) que conferem uma gama maior de
propriedades funcionais e potenciais por formar ligagdes intra e intermoleculares
diferindo nas posicoes, tipos e energia (CUQ et al.,, 1995). Entretanto, os

polissacarideos possuem seqiiéncias repetidas de somente um tipo de monoémero.

Os filmes também podem ser produzidos a partir da combinacdao de
polissacarideos, proteinas e lipideos (DONHOWE e FENNEMA, 1994). Assim, por
exemplo, se obtém filmes protéicos com propriedades de barreira e mecanicas

melhoradas gragas a introdugdo de lipidios na matriz filmogénica (MCHUGH, 2000).

Alguns exemplos de proteinas, derivadas de origem vegetal ou animal, utilizadas
na elaboragao de filmes sao gelatina (CARVALHO & GROSSO, 2004), soja (PARK et al.,
2000), gluten do trigo (PALMU, 2003), proteinas do leite (MCHUGH e KROCHTA, 1994),
proteinas miofibrilares de origem bovina (SOUZA, 2001) e outros. Em geral, os filmes
de proteina sao barreiras excelentes ao oxigénio e flavors. Entretanto, devido a sua
natureza hidrofilica inerente; tais peliculas tendem a absorver grandes quantidades da
agua, em condicOes de umidade relativa alta, resultando em matrizes plastificadas com
propriedades mecéanicas e de barreira reduzidas. Portanto, o conhecimento do efeito da
umidade relativa é essencial para predizer as caracteristicas e aplicabilidade dos filmes
(LIM et al., 1999).

Os parametros de produgdo (concentracao de proteina, temperatura, tipo de
solvente, pH entre outros) também influenciam as caracteristicas finais dos filmes. A
temperatura facilita a formacdo de ligacbes dissulfidicas intermoleculares. Altas
concentracdes de proteina resultam na formagdo de solugbes altamente viscosas, as
quais, ndo poderiam ser espalhadas para formar filmes. Entretanto, baixas
concentracdes de proteina ndo permitem a formagdo de filmes intactos; devido
possivelmente a falta de interacGes moleculares apds a desidratacdao do filme. O pH
afeta a formacdo de ligagcdes modificando, conseqlientemente, as propriedades dos

filmes (YOSHIDA, 2002). De uma forma geral, as propriedades finais dos filmes
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comestiveis e/ou biodegradaveis serdao resultantes das caracteristicas das
macromoléculas utilizadas, das interacbes entre os constituintes envolvidos na
formulacdo (macromolécula, solvente, plastificante e outros aditivos), dos parédmetros
de fabricacdo (temperatura, tipo de solvente, pH, entre outras), do processo de
dispersao da solucdo filmogénica (pulverizagdo, espalhamento, etc.) e das condicBes
de secagem (GUILBERT et al., 1996).

O processo de producao de filmes de proteina compreende basicamente as
seguintes etapas: dispersdao da macromolécula em um solvente como agua ou etanol;
aquecimento da solucdao e espalhamento da solugdao sobre um suporte plano para a
evaporacdao do solvente (CUQ et al. 1995). A nivel macromolecular este processo
consiste principalmente na ruptura das ligagdes intermoleculares de baixa energia que
estabilizam os polimeros no seu estado nativo; seguido de um arranjo e orientagdo das
cadeias poliméricas para formar uma matriz tridimensional estabilizada por novas
interacoes e ligagbes (CUQ et al., 1998). Desta forma, a formacdo de um filme
protéico é resultado das interagOes eletrostaticas, forcas de Vander Walls, ligacGes

disulfidicas e ligacGes de hidrogénio produzidas na matriz do filme.

A medida que a agua é eliminada da matriz filmogénica o nimero de interacdes
entre as cadeias de proteina, aumenta resultando em filmes com alta rigidez e pouca
flexibilidade (AMARANTE e BANKS, 2001). Para contornar a alta rigidez é necessario
adicionar a solugdo filmogénica um plastificante, o qual ird melhorar a flexibilidade do
filme. Os plastificantes (substancias ndo volateis de baixa massa molecular) diminuem
as forcas de atracdo intermoleculares e aumentam a mobilidade das cadeias do
biopolimero melhorando a flexibilidade bem como a extensibilidade dos filmes
(GENNADIOS e WELLER, 1990). Por outro lado, com o aumento da mobilidade das
cadeias os coeficientes de difusdo também aumentam, resultando em maior

permeabilidade aos gases e ao vapor de agua (FAIRLEY et al., 1996).

Com excegcdao das moléculas de agua (que poderiam ser consideradas os
plastificantes “naturais” da maioria de filmes baseados em hidrocoldides) os
plastificantes mais usuais sdo os polidis (glicerol, sorbitol, derivados de glicerina e
glicerois), os mono-, di-, e oligossacarideos (glicose, sacarose) (CUQ et al., 1997). A
habilidade destes plastificantes em mudar as propriedades fisicas e de permeabilidade

a agua do filme dependera da sua estrutura quimica (tamanho molecular, configuracéo
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e numero total de grupos hidroxil funcional) e compatibilidade com o polimero.
GUEGUEN et al (1998) estudaram a influéncia de diferentes plastificantes nas
propriedades dos filmes. Usando diferentes polietilenos de glicol (etileno glicol,
dietileno glicol, trietileno glicol e tetraetileno glicol), os autores observaram que a
elongagdo e a forga na ruptura dos filmes diminuiam conforme o comprimento da
cadeia do plastificante aumentava. Alem disso, o uso de glicerol também diminuiu as
propriedades mecanicas dos filmes embora sua formula quimica € bastante proxima
aquelas do etileno e dietileno glicol. Os autores concluiram que para cadeias alifaticas
pequenas, as ligagdes de hidrogénio formadas entre os polipeptideos sdo mais fortes.
Mas, se o comprimento da molécula de plastificante fosse aumentado, estas interacdes
tornar-se-iam mais fracas. Entretanto, o efeito da estrutura do glicerol nas
propriedades mecéanicas dos filmes ndo foi claramente compreendido. Acredita-se que
a assimetria e a presenca de trés grupos OH na molécula de glicerol conduziram a

formacdo de uma rede menos organizada.

As propriedades mecanicas e de barreira dos filmes protéicos podem ser
modificadas pela introducdo de ligacGes cruzadas através de tratamentos fisicos
(MILLER et al., 1997), quimicos (GHORPADE et al., 1995; SAKANAKA, 2002) ou
enzimaticos (YOSHIDA, 2002; CARVALHO e GROSSO, 2004). CARVALHO e GROSSO
(2004) mostraram que o tratamento enzimatico com transglutaminase foi eficiente em
diminuir a permeabilidade ao vapor de agua do filme de gelatina, contudo as suas
propriedades mecanicas ndo foram modificadas. Por outro lado, os valores de forca na
ruptura e elongacao dos filmes de asl-caseina, tratados com transglutaminase, foram
aproximadamente duas vezes mais altos, quando comparados aos filmes sem
tratamento enzimatico (MOTOKI et al., 1987b).

2.4.1. Avaliacao das propriedades de filmes e coberturas

As propriedades de filmes e coberturas sdo avaliadas principalmente através
dos seguintes paréametros: propriedades de barreira, propriedades mecanicas e
solubilidade em &gua. S&o estudadas freqlientemente varias outras caracteristicas do
filme, principalmente para a compreensdo das propriedades mecéanicas e de barreira,
como isotermas de sorcdao, solubilidade em diferentes solventes, difusividade de
solutos dentro dos filmes, cor e opacidade, etc. (DEBEAUFORT et al., 1998).
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2.4.1.1. Propriedades de Barreira

As propriedades de barreira requeridas para os filmes e coberturas comestiveis
dependem principalmente do tipo de produto alimenticio que sera coberto ou embalado
(DEBEAFORT et al., 1998). Por exemplo, para proteger alimentos gordurosos de
processos oxidativos seria indicado um filme resistente ao transporte de oxigénio; se o
objetivo for retardar a perda de umidade de frutas e vegetais é desejado um filme néo
s6 com baixa permeabilidade ao vapor de dgua como também alguma permeabilidade
ao oxigénio e ao dioxido de carbono para evitar condicGes anaerdbicas. SMITH et al.
(1987) resumem algumas desordens fisiolégicas em frutas, associadas com a

modificacdo atmosférica interna produzida pelo uso de recobrimentos.

Assim, as propriedades de barreira de interesse no estudo de filmes sdo a
permeabilidade aos gases (gas carbbonico e oxigénio) e ao vapor de agua. A
permeabilidade é definida como a transferéncia de um gas permeante através de um
material. Em um meio continuo homogéneo e isotrdpico; ou seja, desprezando-se os
defeitos, os microporos ou fraturas existentes no filme ou cobertura; o mecanismo
primario de transferéncia de gas e vapor de agua, através de um filme ou cobertura, é
por difusao ativada. Nesse processo, o permeante dissolve na matriz do filme no lado
de concentracao alta, difunde pelo filme conduzido por um gradiente de concentracao,
e evapora da superficie exterior. Os passos de dissolucdo e evaporacdo sd&o
influenciados pela solubilidade do permeante no filme (AMARANTE e BANKS, 2001).

A difusividade depende dos seguintes fatores: caracteristicas das moléculas
permeantes (solubilidade, forma e tamanho molecular), estrutura da rede protéica e
mobilidade das cadeias poliméricas dentro do filme. Na Figura 4 pode-se verificar a
importancia da estrutura do polimero para o transporte do permeante. A habilidade de
um segmento da cadeia do polimero relaxar e alterar sua estrutura para permitir que o
permeante passe pelos espacos vazios formados é essencial para a difusdo ativada.
Assim, os fatores que afetem a estrutura do polimero influenciardo as propriedades de
transporte de massa nos filmes (MILLER e KROCHTA, 1997).
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Figura 4. Processo de ativacao por difusao

2.4.1.2. Propriedades Mecanicas

Um filme ou cobertura comestivel, com boas propriedades de barreira, poderia
ser ineficiente se suas propriedades mecéanicas ndo permitem manter a integridade do
filme durante os processos de manipulacao (manuseio), empacotamento e transporte.
Assim, a resisténcia mecénica e deformabilidade do filme ou cobertura comestivel
devem ser determinadas. Estas propriedades podem ser avaliadas através de testes de
tracdo (FLANAGAN, 1997) onde a forga aplicada a um corpo de prova (filme) é
registrada a medida que este é deformado a uma velocidade constante. Com os dados
experimentais obtidos pode-se construir a curva tensao-deformacdo definindo,

previamente, as seguintes relagdes:

Equacao 1

|

L_u-L)_aL
L L

o

Equacdo 2

Onde o é a tensdo exercida no corpo de prova, F a forca exercida no corpo de
prova, A a area da secdo transversal inicial do corpo de prova, € a deformacgdo, L o

comprimento da peca esticada e L, 0 comprimento inicial do corpo de prova.
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As propriedades mecanicas dos filmes ou coberturas dependem da natureza do
material filmogénico utilizado, bem como da coesdo estrutural deste. Se o material
filmogénico € uma proteina, o grau de coesdo dependera da aptidao da proteina para
formar fortes e/ou numerosas ligacbes a nivel molecular, dificultando assim sua
separagdo quando submetida a forgas mecéanicas; das interacdes entre as proteinas e
os demais componentes (solvente, plastificantes, lipideos e outros aditivos dispersos
no meio da matriz); do processo de obtencdo e do processo de eliminacao do solvente

(secagem).

2.4.1.3. Solubilidade

A solubilidade em agua é uma propriedade importante dos filmes comestiveis
no que se refere ao seu emprego, pois algumas aplicacdes requerem insolubilidade em
agua para manter a integridade do produto, como nos casos de utilizagdo como
protecdo de alimentos onde a atividade de agua é alta ou onde o filme é submetido ao
contato com agua durante o processamento do alimento embalado. Porém, em alguns
casos, a solubilidade em agua é requerida, como nos casos em que os desidratados
devam sofrer uma hidratagdo prévia ao consumo (sopas instantaneas, arroz

semipronto, entre outros), dispensando o uso de embalagens (BERTAN, 2003).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais

Para a realizacdo deste trabalho utilizou-se como matéria-prima: (a) Gelatina
alimenticia de pele bovina (Tipo B), gentilmente cedida pela indUstria Gelita South
America e (b) Caseina comercial, fornecida pela indUstria Naarden Agro Products BV.

As especificacGes de ambas proteinas encontram-se nos Anexos 1 e 2.

As enzimas utilizadas para modificar as proteinas foram: (a) Tripsina derivada
do péancreas suino “Pancreatic Trypsin Novo 6.0S Type Saltfree”, com atividade
declarada de 1250tryp-USP/mg, gentilmente doado pela Novozymes A/S e (b)
Transglutaminase produzida por Streptoverticilium independente de Ca’* “Activa TG-
S®”, com atividade declarada de 100U/g aproximadamente, fornecida pela Ajinomoto
Interamericana Industria e Comércio Ltda. As fichas técnicas de ambas enzimas séo
mostradas nos Anexos 3 e 4. Ainda foram utilizadas, com fins de comparacdo, as
enzimas o-quimiotripsina de pancreas bovino tipo II (Sigma, cod.: C4129) e

pancreatina de pancreas suino (Sigma, cdd.: P1500).

Para a formacgdo dos filmes utilizou-se: (a) Glicerol (Synth), como agente
plastificante e (b) Hidroxido de sodio (Merck) e acido cloridrico (Merck), como

ajustadores de pH. Os reagentes utilizados para as analises foram de grau analitico.

3.2. Métodos

3.2.1. Fluxograma geral do experimento

A Figura 5 ilustra o fluxograma geral do experimento. As proteinas (caseina e
gelatina) foram hidrolisadas com tripsina até 5% de grau de hidrdlise, monitorado pelo
método pH-stat. Em seguida, os hidrolisados foram liofilizados e caracterizados quanto
a composicdo quimica, massa molecular e solubilidade. Depois, avaliou-se a influéncia
de diferentes fatores na polimerizacao dos hidrolisados com transglutaminase, a saber:
concentracao de transglutaminase, concentracao de proteina, temperatura e tempo de
incubagcdo. A extensdo da polimerizagao foi avaliada através do aumento da massa
molecular dos hidrolisados, monitorado com SDS-PAGE e do desaparecimento de

grupos aminos, controlado pela reacdo com TNBS. Posteriormente, foram preparados
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filmes a partir das proteinas nativas e hidrolisadas na presenca e auséncia de

transglutaminase. Os filmes foram caracterizados quanto as propriedades de

permeabilidade ao vapor de dgua, mecanicas e morfologicas.
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Figura 5. Fluxograma geral dos experimentos

3.2.2. Hidrdélise das proteinas com tripsina

A Figura 6 ilustra o fluxograma empregado para se obter os hidrolisados de

caseina e gelatina.
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Figura 6. Fluxograma para a obtengao dos hidrolisados de gelatina e caseina.

3.2.2.1. Solubilizacao das proteinas

a) Gelatina:

A gelatina foi hidratada em agua destilada a temperatura ambiente por 15

minutos e solubilizada a 55°C em banho termostatico durante 30 minutos.

b) Caseina:

Ensaios preliminares foram conduzidos para conseguir completa solubilizacdo da
caseina. A proteina foi dispersa em agua destilada a temperatura ambiente (23 +
20C); e sob agitacdo constante, foi adicionado NaOH (0,5N) até atingir pH 7.0. A
solucao foi agitada por 0, 10, 20 e 30 minutos e aquecida a 85°C, em banho
termostatico, durante 15 minutos. Os pardmetros de pH e temperatura utilizados
foram obtidos de TAKASE et al. (1979) e SPREER (1998). Conseguiu-se completa

solubilizacdo depois de 30 minutos de agitacao.

3.2.2.2. Reacoes de hidrolise

Com a finalidade de determinar as melhores condicdes de hidrdlise, para obter

os hidrolisados, de caseina e gelatina, foram conduzidos ensaios preliminares
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variando-se a relagdo enzima/substrato (E/S = 1/100, 1/200 ou 1/300) e a
temperatura (T = 40, 45 ou 45°C). As variaveis foram avaliadas em funcdo do grau
de hidrolise atingido por unidade de tempo. O grau de hidrdlise (GH) foi estimado pelo
método pH-stat (NIELSEN e OLSEN, 2002). A concentragdo de substrato (8,0 %) e o
pH (8,0) foram mantidos constantes durante todos os ensaios. O ponto final da reacao
foi obtido mediante inativacdo térmica da enzima a 85°C por 15 minutos apds duas

horas de reacao.

Os parametros foram escolhidos considerando: (a) temperatura otima da
enzima tripsina, 37°C; (b) viscosidade que permita uma boa reacdao enzimatica e (c)
tempos de hidrdlise que sejam fativeis de serem controlados. Assim, a relagdo
enzima/substrato e a temperatura de hidrdlise, escolhidas para a produgdo dos
hidrolisados foram: E/S = 1/200 e T= 40 e 45°C para a caseina e gelatina

respectivamente.

3.2.2.3. Producdo dos hidrolisados

Os hidrolisados de caseina e gelatina foram obtidos utilizando os parametros
escolhidos na etapa anterior. Durante a reacdao de hidrdlise, o pH foi mantido constante
pela titulagdo automatica de NaOH (1N), utilizando-se um titulador automatico
(Mettler-Toledo, modelo DL50), até a obtencao de 5% de grau de hidrdlise. O grau de

hidrolise foi estimado pelo método pH-stat através da Equacdo 3.

Equacao 3

Onde V, é o volume de base consumido para manter o pH constante (mL); N, é
a normalidade da base; M, é a massa de proteina (g); htwt € 0 NnUmero equivalente de
ligacGes peptidicas por unidade de massa protéica, cujo valor é de 8,2 e 11,1 mM/g de
proteina para a caseina e gelatina respectivamente; o é o grau de dissociacdo dos
grupamentos aminos (a-NH,), que varia em funcdo da temperatura e pH (NIELSEN e
OLSEN, 2002).

A reacao foi interrompida por inativacdo térmica da enzima a 85°C por 15
minutos, e em seguida os hidrolisados foram resfriados e congelados. Os hidrolisados

de caseina e gelatina foram identificados como CaH e GeH respectivamente.
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3.2.2.4. Liofilizacao

Solugdes contendo os hidrolisados foram liofilizadas omitindo-se a etapa de
didlise, apo6s uma avaliacdo da influéncia do excesso de residuo mineral na

polimerizacao com transglutaminase.

3.2.2.5. Influéncia do excesso de residuo mineral na polimerizagdo
com transigutaminase

A determinagdo do grau de hidrélise pelo método pH-stat tem um elevado valor
pratico por sua precisdao e possibilidade de acompanhamento do processo de hidrdlise
sem necessidade de retirada de aliquotas durante a reagdo. A desvantagem desse
método é que a titulacdo de NaOH, para controle de pH, promove um aumento no teor
do residuo mineral da amostra pela adicdo de sddio. Devido a dificuldade em retirar o
sodio do hidrolisado por didlise, avaliou-se a influéncia do excesso de residuo mineral
na polimerizagdo com transglutaminase em amostras de caseina nativa. Para isto, a
soda utilizada na etapa de hidrdlise foi quantificada e adicionada a uma solugdo de
caseina ao 10% (preparada de acordo ao item 3.2.2.3.). Posteriormente, a solucdo foi
submetida a polimerizagdo utilizando uma concentracdo de transglutaminase de
10 U/g. A reacao foi conduzida a 50 °C e pH 7,0, em reator encamisado, e
interrompida apdés uma hora, por inativacao térmica da enzima a 85 °C durante 10

minutos.

A polimerizacdo foi avaliada através de eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE), conforme a metodologia descrita por LAEMMLI (1970). A eletroforese foi
realizada em sistema Miniprotean II (Bio-Rad laboratories Ltda., Cod.: 165-2940) com
gel de 1,50 mm de espessura. Utilizou-se gel de empilhamento de 4% e gel de
gradiente de 8-13%. As amostras, dispersas em tampao redutor (Tris-HCI 0,5M; pH
6,8; SDS 10%; glicerol 10%; B-mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,1%),
foram aquecidas a 95°C por 5 minutos. Aplicaram-se, nas canaletas do gel, 50 ug de
amostra. A corrida foi realizada a 120 V, a temperatura ambiente (23 + 2°C), durante
2 horas. As bandas de proteina foram coradas segundo manual de instrugdes do
fabricante (Mini-Protean II: Dual slab cell, Instructors Manual, Biorad Laboratories,
Richmond, USA). Preparou-se uma solucdo de Coomassie R-250 (0,1%) em 40 % de
metanol e 10% de acido acético, para corar os géis e uma solucdo contendo metanol

(40%) e acido acético (10%), para descorar os géis.
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3.2.3. Caracterizacao dos hidrolisados

3.2.3.1. Determinacéao de proteinas, umidade e cinzas

O nitrogénio protéico total, o teor de umidade e o residuo mineral foram
determinados de acordo com os métodos descritos pela A.0.A.C. (1997). Para o
calculo da proteina bruta foram utilizados os fatores 6,38 e 5,55 para caseina e

gelatina respectivamente.

3.2.3.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese dos hidrolisados foi conduzida de acordo com a metodologia
descrita por SCHAGGER e JAGOW (1987). O método permite a separacdo de proteinas
na faixa de 1 a 100 KDa. A eletroforese foi realizada em sistema Miniprotean II (Bio-

Rad Laboratories Ltda., Céd.: 165-2940) com gel de 0,75 mm de espessura.

Utilizou-se gel de corrida com T= 16.5% e C= 3%, gel espacador com T= 10%
e C= 3% bem como gel de empilhamento com T= 4% e C= 3%. T representa a
concentracdo total dos monomeros acrilamida e bisacrilamida e C é a concentracdo de
bisacrilamida em relagdo a concentracdo total T. As amostras foram dispersas em
tampao redutor (Tris-HCI 0,5M, pH 6,8, SDS 10%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5%
e azul de bromofenol 0,1%) e aquecidas a 95°C por 5 minutos. A quantidade de
amostra aplicada nas canaletas do gel foi 25 pg de caseina nativa, 75ug de gelatina
nativa, 56ug de caseina hidrolisada e 180ug de gelatina hidrolisada. A eletroforese foi
conduzida a voltagem constante de 120V. As bandas de proteina foram coradas
segundo manual de instrucdes do fabricante (Mini-Protean II: Dual slab cell,
Instructors Manual, Biorad Laboratories, Richmond, USA). Preparou-se uma solucao de
Coomassie R-250 (0,1%) em 40 % de metanol e 10% de acido acético, para corar os

géis, e uma solucao de metanol (40%) e acido acético (10%) para descorar os géis.

A massa molecular das bandas foi determinada por comparagdao com padrdo de
massa molecular contendo globina III (2,5 kDa), globina II (6,2 kDa), globina I
(8,1 kDa), globina I + III (10,7 kDa), globina I + II (14,4 kDa) e mioglobina (16,9
kDa) (Amershan Pharmacia Biotech Ltda, cod. 80-1129-83).
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3.2.3.3. Solubilidade

Os hidrolisados foram caracterizados quanto a solubilidade na faixa de pH de 3
a 8, a temperatura ambiente (23 + 2 °C) segundo a metodologia descrita por MORR et
al. (1985).

3.2.4. Polimerizagdo dos hidrolisados

Na Figura 7 pode-se observar o esquema da metodologia empregada no intuito
de obter polimeros de alta massa molecular, capazes de formar filmes. Na primeira
etapa, foram avaliados os efeitos de diferentes parametros na polimerizacdo dos
hidrolisados tripticos de caseina e gelatina. Na segunda etapa, a caseina nativa foi
hidrolisada com outras enzimas proteoliticas, com a finalidade de verificar em parte, se
o tipo de enzima utilizada na hidrélise exercia influéncia na polimerizagdo. A caseina foi
utilizada como matéria prima, por se dispor de material bibliografico referente a esta

etapa em particular.

3.2.4.1. Efeito dos parametros de polimerizacdo

(a) Influéncia da concentracdo de transglutaminase

Os hidrolisados de caseina e gelatina foram dispersos em agua destilada, a
temperatura ambiente e depois submetidas a polimerizagdo utilizando diferentes
concentragdes de transglutaminase (10 e 100 U/g). A reagdo foi conduzida nas
condicdes otimas de atividade fornecidas pela Ajinomoto Interamericana Ind. E Com.
Ltda., ou seja, em uma temperatura de 50°C e pH de 7,0. A concentracdo de proteina
foi fixada em 10% (p/p) e o tempo de reagdao em 1 hora. A enzima foi inativada por
tratamento térmico a 85°C durante 10 minutos, garantindo-se que a solucdo atingisse

a temperatura interna de 80°C durante 5 minutos.
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Figura 7. Fluxograma da polimerizagao dos hidrolisados

(b) Influéncia da concentracdo de proteina, temperatura e tempo de

hidrdlise

Verificado o efeito da concentragdo de transglutaminase, nas condigbes o6timas
da enzima, foi conduzido um segundo estudo para avaliar a influéncia da variacdo de
concentracdo de proteina, temperatura e tempo de hidrdlise na polimerizacdao dos
hidrolisados (Tabela 5). Assim, foram preparadas solugdes contendo concentracdes de

proteina superiores a utilizada na etapa anterior, contudo a concentragdo maxima de

proteina utilizada, foi aquela que permitiu uma boa homogeneizacdo das solugdes.

Depois as solugbes foram incubadas com transglutaminase em temperaturas onde a
enzima ainda apresenta atividade. Os tempos de reacdao enzimatica foram fixados em

funcao da temperatura utilizada, ou seja, para baixas temperaturas tempos de reacao

maiores. O pH de todas as solugdes foi mantido constante em 7,0. A enzima foi

inativada por aquecimento a 85°C por 10 minutos.
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Tabela 5. CondigOes do processo de polimerizacao dos hidrolisados

Hidrolisados Concentragdo de Temperatura e tempo de
proteina ( % -p/p) incubacédo (°C; horas)

CaH 25 25; 5

GeH 15 40; 3

CaH/GeH (50/50) 20 25; 5

CaH/GeH (50/50) 20 40; 3

CaH/GeH (50/50) 30 40; 3

3.2.4.2. Efeito do tipo de protease utilizada na hidrdlise

Para verificar a influéncia da enzima proteolitica na polimerizacdo dos
hidrolisados foram testadas as seguintes enzimas proteoliticas: tripsina,

oa-quimiotripsina e pancreatina.

Os hidrolisados com 5% de grau de hidrélise foram obtidos de acordo com item
3.2.2.3., com as seguintes modificagdes: as relacdes enzima/substrato utilizadas na
etapa de hidrdlise foram 1/200, 1/100, e 1/20 quando os hidrolisados foram
produzidos com tripsina, a-quimiotripsina e pancreatina respectivamente; omitiu-se a

etapa de liofilizagdo dos hidrolisados.

O processo de polimerizacdo foi conduzido a temperatura de 50 °C e pH 7,0
durante 1 hora. A concentragao de enzima utilizada foi de 50 U/g de proteina. A reagao

foi interrompida por inativacdo térmica da enzima a 85°C durante 10 minutos.

3.2.4.3. Avaliacao da Polimerizacao

a) Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Foi seguida a metodologia descrita no item 3.2.3.2, com as seguintes
modificaces: (a) o gel espacador foi omitido na preparagao do gel; (b) a quantidade
de amostra, por canaleta, aplicada no gel foi de 100ug e (c) a massa molecular das
proteinas foi determinada por comparagdo com padrao de massa molecular contendo

a-lactalbumina (14,4 kDa), inibidor de tripsina (24,1 kDa), anidrase carbonica
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(30 kDa), ovoalbumina (45 kDa), albumina (66 kDa), fosforilase b (97 kDa) (Amershan
Pharmacia Biotech Ltda., cdd. 17-0446-01).

b) Determinacdo de grupos amino livres (TNBS)

O numero de grupos e-amino livres foi determinado através do método de TNBS
proposto por ADLER-NISSEN (1979). O método consiste na medida
espectrofotométrica do cromoéforo formado pela reagdo entre o acido
trinitrobenzenosulfénico e aminas primarias, sob condicdes alcalinas. As amostras sdo
dispersas em dodecil sulfato de sdédio (SDS). A reacdo ocorre em presenca de tampao
fostato 0.2125M (pH 8,2) e é interrompida pela adigcdo de HCI 0,1N. A absorbéancia da
solugdo é determinada a 340nm. A concentragdo de grupos de grupos amino foi
determinada através de curva padrdo construida com L-leucina (0 a 2,0mM). O

numero de grupos s-amino livres foi calculado utilizando a seguinte equacdo:

mMolLeu
=X

GH 100 Equacdo 4

tot

Onde, mMolLeu sdo os grupamentos aminicos livres, calculados a partir da
curva padrdo de leucina (mM/g de proteina); hs: € 0 nimero de equivalente de
ligacGes peptidicas por unidade de massa protéica, cujo valor é de 8,2 e 11,1 mM/g de
proteina para a caseina e gelatina respectivamente. Os resultados foram reportados

como porcentagem de grupos amino livres (mg/100mg de proteina).

3.2.5. Elaboracao de filmes

Os filmes foram preparados segundo a técnica casting, a qual consiste na
desidratacdo da solucdo filmogénica convenientemente aplicada sobre um suporte
(placas de acrilico). O controle da espessura, para todos os filmes elaborados, foi
efetuado através do volume (ml) de solucdo filmogénica aplicado no suporte. O

fluxograma geral para a producgdo de filmes é mostrado na Figura 8.
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Figura 8. Fluxograma geral da producao de filmes com e sem transglutaminase

3.2.5.1. Filmes a partir das proteinas nativas

a) Ensaios preliminares

Foram realizados ensaios preliminares com o objetivo de determinar os
seguintes parametros: nivel de plastificante, concentragdo de proteina e tempo de

polimerizacao com transglutaminase.

Utilizando concentragcdoes de proteina de 10% (para caseina e gelatina) e
omitindo-se a etapa de polimerizacdo foram elaborados filmes com diferentes
concentracdes de plastificante (15, 20, 25, 30, e 40 % em funcdao ao conteudo de
proteina). Para cada tipo de filme foram realizadas analises visuais e tateis, com o
objetivo de identificar o nivel minimo de plastificante necessario para a formagao de

filmes manuseaveis.

Fixada a concentracao de plastificante, foram elaborados filmes com diferentes
concentracoes de proteina: 7,0; 7,5; 8,0 e 10,0% (p/p). A polimerizagao foi conduzida

a temperatura de 50°C e pH 7,0 durante 15, 20, 30 e 60 minutos. A concentracao de
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proteina e o tempo de polimerizacdo foram escolhidos em funcdo das caracteristicas da

solucao filmogénica; isto &, viscosidade visual e espalhabilidade da solugdo na placa.

b) Producdo dos filmes

A partir dos resultados obtidos na etapa anterior foram preparados os filmes de
caseina e/ou gelatina. Para isto, foram preparadas solugdes de caseina e gelatina
contendo 7% de proteina (p/p) (as proteinas foram solubilizadas conforme descrito no
item 3.2.2.1.). Em seguida, diferentes volumes das duas solugdes foram gentilmente
misturados para se obter filmes com a proporcdo desejada de cada componente
(Tabela 7). O pH da mistura foi ajustado a 7,0 e a temperatura a 50°C e, em seguida,
foram incorporados o plastificante (Cgiceror = 25%) e a enzima. A concentragdo de
enzima utilizada foi aquela utilizada por CARVALHO e GROSSO (2004) na elaboracdo
de filmes de gelatina, isto €, 10U/g de proteina. A polimerizacao foi conduzida em
reator encamisado durante 15 minutos, sob agitacdo lenta, e interrompida por
inativacdo térmica da enzima a 85°C durante 10 minutos. Imediatamente, a solugdo
foi aplicada sobre placas de acrilico e submetida a secagem a temperatura ambiente
(23 + 2°C) durante 24 horas. Apds a secagem, os filmes foram acondicionados a
temperatura ambiente, em dessecadores contendo uma solugdo saturada de Mg (NO3),
6H,0 (50+2% de umidade relativa) durante 48 horas antes das analises. Também,
foram elaborados filmes omitindo-se a etapa de polimerizacao, onde, o plastificante foi

adicionado apds a etapa de aquecimento.

Tabela 6. Proporgdes de gelatina e caseina utilizadas na produgdo dos filmes

Filmes
P1 P2 P3 P4 P5
Caseina (%) 100 75 50 25 O
Gelatina (%) 0 25 50 75 100

Proteinas

c) Avaliacdo da polimerizacao

A polimerizacdo foi avaliada através de eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE), conforme a metodologia descrita por LAEMMLI (1970). A eletroforese foi

realizada em sistema Miniprotean II (Bio-Rad Laboratories Ltda., Céd.: 165-2940) com
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gel de 0,75 mm de espessura. Utilizou-se gel de empilhamento de 4% e gel de
separacdo de 10%. As amostras foram dispersas em tampao redutor (Tris-HCI 0,5M;
pH 6,8; SDS 10%; glicerol 10%; B-mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,1%) e
aquecidas a 95°C por 5 minutos. Aplicaram-se, nas canaletas do gel, 50 pg de
amostra. A corrida foi realizada a 120 V, a temperatura ambiente (23 + 2°C), durante
2 horas. As bandas de proteina foram coradas segundo manual de instrugdes do
fabricante (Mini-Protean II: Dual slab cell, Instructors Manual, Biorad Laboratories,
Richmond, USA). Preparou-se uma solucao de Coomassie R-250 (0,1%) em 40 % de
metanol e 10% de acido acético, para corar os géis e uma solucdo contendo metanol

(40%) e acido acético (10%), para descorar os géis.

Para as amostras sem transglutaminase a massa molecular das proteinas foi
determinada usando o kit padrdao de baixa massa molecular contendo a-lactalbumina
(14,4 kDa), inibidor de tripsina (24,1 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), ovoalbumina
(45 kDa), albumina (66 kDa) e fosforilase b (97 kDa) (Amershan Pharmacia Biotech
Ltda., céd. 17-0446-01). Para as amostras com transglutaminase foi utilizado o kit
padrao de alta massa molecular contendo glutamato desidrogenase (53 kDa),
transferrina (76 kDa), B-galactosidase (116 kDa), a2-macroglobulina (170 kDa) e
miosina (212 kDa), (Amershan Pharmacia Biotech Ltda., céd. 17-0615-01).

3.2.5.2. Filmes a partir dos hidrolisados

A partir dos resultados obtidos no item 3.2.4., foram preparados os filmes de
caseina e gelatina hidrolisada. Para isto, foram preparadas solugdes aquosas de 10%
(p/p) de proteina hidrolisada. Depois, foram misturados diferentes volumes das duas
solucdes para obter filmes com a proporcao desejada de cada componente (Tabela 7).
A seguir o pH foi ajustado a 7,0 e as solucdes foram submetidas a temperaturas de 25
e 85°C, durante 15 minutos. Apds esse periodo, a temperatura das solugbes foi
ajustada a 50°C e em seguida foram incorporados o plastificante e a enzima (Cacrva-tes
= 50 U/g de proteina). A concentracao de plastificante foi aquela utilizada na
elaboracdo de filmes a partir das proteinas nativas, ou seja, 25 % (em relagdao ao
conteldo de proteina). A polimerizacdo foi conduzida em reator encamisado e
interrompida apdés 1 hora por inativacdo térmica da enzima a 85°C durante 10
minutos. Imediatamente, a solugdo foi aplicada sobre placas de acrilico e submetida a
secagem a temperatura ambiente (23 + 2°C) durante 24 horas. Apds a secagem, os

filmes foram acondicionados durante 48 horas em dessecadores mantidos a 23 + 2°C e
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50 % de umidade relativa. Também foram elaborados filmes omitindo-se a etapa de

polimerizagdo (o plastificante foi adicionado apds a etapa de aquecimento).

Tabela 7. Proporcdes de CaH e GeH utilizadas na elaboracao de filmes

Filmes
P1 P2 P3 P4 P5
CaH (%) 100 75 50 25 O
GeH (%) 0 25 50 75 100

Hidrolisados

3.2.6. Caracterizacao dos filmes

3.2.6.1. Espessura do filme

A espessura dos filmes foi determinada utilizando-se um micrometro digital com
resolucao de 0,001mm (Modelo MDC-25M, Mitutoyo, MFG, Japao). A medicOes foram
feitas apds o periodo de acondicionamento dos filmes. Para a permeabilidade ao vapor
de agua, a espessura foi a média aritmética de dez medidas feitas aleatoriamente
através de cada peca de filme a ser analisado. Para os testes de tracdo, a espessura foi
a média aritmética de cinco medidas feitas através de cada corpo de prova a ser

analisado.

3.2.6.2. Propriedades Mecanicas

As propriedades mecanicas foram determinadas através do teste de tragdo e de
acordo com a norma D882-02 da ASTM (ASTM, 2002b), utilizando-se o texturé6metro
TAXT2 (SMS, Surrey, UK) e o programa Texture Expert, Versao 1.22. Os corpos de
prova, filmes com 100mm de comprimento e 25mm de largura, foram submetidos a
tracdo com velocidade de 1mm/s, partindo-se de uma separacdo inicial de 50mm, até
a ruptura do filme. A resisténcia a tracdo (MPa) e a elongacdo (%) foram obtidas
diretamente da curva de tensdao em fungdo da deformacdo, conhecidas as dimensdes
iniciais dos corpos de prova. O médulo de elasticidade, ou mddulo de Young, foi obtido

da tangente da curva na regido elastica, isto €, na porcdo linear da curva.

3.2.6.3. Permeabilidade ao vapor de agua
A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes foi determinada

gravimetricamente, de acordo com o método E 96-00el da ASTM (ASTM, 2002a). Os
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filmes foram fixados, com parafina microcristalina, em células de aluminio contendo
cloreto de calcio (UR = 0%). O sistema foi entdo introduzido em dessecador contendo
uma solucdo saturada de NaCl (UR = 75,0 = 2 %). As células foram pesadas em
intervalos de 24 horas durante 7 dias para determinar a razdo de fluxo de vapor de
agua através do filme. A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi calculada através
da equacao:

PVA = & Equacgdo 5

tx AxAp

Onde, PVA é a permeabilidade ao vapor de agua determinada em triplicata
(g.mm/m?.d.kPa); W/t corresponde a massa de umidade absorvida pelo sistema em
funcdo do tempo (g/d) calculada por regressdo linear (r> > 0,98); A é a area exposta
do filme (m?); 4p é a diferenca de pressdo parcial através do filme (kPa) e e

corresponde a espessura média de 10 medidas aleatorias sobre a area do filme (mm).

3.2.6.4. Microscopia eletrénica de varredura (SEM)

Os filmes foram acondicionados em dessecadores contendo silica gel, por um
periodo de sete dias (CARVALHO e GROSSO, 2004) para eliminar a umidade dos
filmes. Em seguida, os filmes foram fraturados, fixados em suportes (“stubs”) de
aluminio (com fita condutiva de cobre) e recobertos com ouro (SPUTTER COATER
BALZERS - SCD 050) a 25°C e pressdo de 2 x 10° Torr por 180 segundos. A
microestrutura da secdao transversal dos filmes foi observada em microscépio
eletronico de varredura JEOL SCANNING MICROSCOPE-JMS-5800LV a 10kV.

3.2.7. Analise Estatistica

A analise de variancia (ANOVA), ao nivel de significancia de 5%, foi aplicada aos
resultados experimentais para identificar possiveis diferencas significativas.
Posteriormente, nas médias em que a ANOVA foi significativa; aplicou-se o teste
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, para verificar quais médias foram
significativamente diferentes (COCKRAN e COX, 1957). Para isto utilizou-se o
programa computacional Statistica® 5.5 (Stasoft, USA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Hidrolise com tripsina
4.1.1. Producdo dos hidrolisados

Os hidrolisados de caseina e gelatina, preparados com tripsina suina, foram
obtidos como descrito no item 3.2.2.3. A Figuras 9 ilustra as curvas de hidrolise da
gelatina e caseina. Verificou-se que o grau de hidrdlise da caseina (9,39%) foi superior
ao obtido com gelatina (5,40%) apo6s duas horas de reacdo. Como as duas proteinas
possuem uma estrutura aberta, favoravel a acdo da tripsina; a diferenca encontrada
nas taxas de hidrélise da gelatina e caseina pode estar relacionada com o conteldo
dos aminoacidos lisina e arginina que estdo presentes em maiores proporcées na
caseina. Embora ndo foram determinados os aminogramas das proteinas, os valores
da literatura apresentados nas Tabelas 1 e 2 podem ser utilizados com fins de
comparacdo. Assim, o numero de ligagdes peptidicas hidrolisadas na caseina foi

superior em funcgdo do seu alto numero de locais disponiveis para a acao da tripsina.
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Figura 9. Curva de hidrdlise da caseina (40°C) e gelatina (45°C), utilizando a enzima
tripsina, em pH constante de 8,0.

Por outro lado, na Figura 9, verifica-se que o maximo grau de hidrdlise atingido
pela gelatina foi em torno de 5,40 % apods duas horas de hidrolise, indicando que locais

ativos ndo mais estariam disponiveis para a agdo da tripsina.
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Verificadas as taxas de hidrdlise das proteinas, foram fixados tempos de
hidrolise de 20 e 60 minutos para a caseina e gelatina respectivamente, a fim de se
atingir 5% de grau de hidrdlise. O grau de hidrdlise foi fixado em fungdo do tempo
empregado para se obter os hidrolisados e o maximo grau de hidrdlise atingido pela

gelatina.

4.1.2. Caracterizacao dos hidrolisados

4.1.2.1. Composicao dos hidrolisados

Na Tabela 8 pode-se observar a composicdo de proteinas, umidade e cinzas dos
hidrolisados de gelatina e caseina, com 5% de grau de hidrélise, comparados as

proteinas nativas.

Tabela 8. Proteina bruta, cinzas e umidade das amostras de gelatina, caseina e seus
hidrolisados.

Caseina Gelatina
Nativa Hidrolisada Nativa Hidrolisada

Proteina (%)" | 88,57 +2,04° 85,38+0,83% 97,48+2,50° 91,28+ 1,95°
Cinzas (%)" 2,51 + 0,30° 7,12 +0,03° 0,82 +0,02° 3,67 +0,06°
Umidade (%) | 11,01 +0,03° 2,08+0,12° 12,11+0,08 4,20+0,12°

* Resultados apresentados em base seca, como média de trés repeticGes + desvio padréo. Letras
diferentes na mesma linha e para cada proteina representam diferengas significativas entre as médias
(p<0.05).

Observa-se que os teores de cinzas dos hidrolisados sdo significativamente
superiores aos das proteinas nativas. Esta diferenca decorre da adicao do hidroxido de
sodio para ajustar o pH (8,0) das solugdes protéicas e manté-lo constante durante a
reacdo de hidrdlise. Além disso, o elevado teor de cinzas observado para a caseina
hidrolisada foi devido, também, a utilizacdo prévia de hidroxido de sodio para a
solubilizacdo da proteina. Teores de cinzas altos (9,01%) foram observados por
JACOBUCCI (1999) para caseinato de sdédio produzido a partir da caseina acida obtida

do leite desnatado.

Os teores de proteina de ambos os hidrolisados foram inferiores aos das
proteinas nativas. Resultados similares foram observados por ROMAN (2002) e
CANDIDO (1998). Os teores de umidade foram varidveis e diferiram entre as amostras

estudadas.
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4.1.2.2. Solubilidade

Nas Figuras 10 e 11 observam-se as curvas de solubilidade da caseina e
gelatina (nativa e hidrolisada) em funcdo do pH. Devido a sua natureza anfotera
(capacidade de dissociagdo como acido ou como base), a solubilidade da caseina
(Figura 10) foi altamente influenciada pelo pH da solucdo; apresentando solubilidade
minima de 1,60% no pH 4,5 (perto do pI =4,6) e solubilidade maxima de 89,12% no
pH 8,0, na faixa de pH estudado. A baixa solubilidade préxima da regido do pl
isoelétrico foi devida, principalmente, a falta de repulsdo eletrostatica; a qual,
promoveu agregacao e precipitacdo através de interagGes hidrofdbicas. Por outro lado,
o aumento da densidade de cargas da proteina, em valores de pH afastados da regido
do ponto isoelétrico, favoreceu as interagdes proteina-agua; resultando num aumento
das propriedades de hidratacdao e conseqliente aumento na solubilidade (DAMODARAM,
1996). Segundo BORDERIAS e MONTERO (1988) as variagcbes de pH modificam a
ionizacdo e a carga liquida da proteina, alterando as forgas de atragdo e repulsdo entre

as proteinas e a associagdo com a agua.

A hidrolise triptica da caseina aumentou sua solubilidade em todos os valores de
pH estudados (Figura 10), exceto em pH 8,0, onde o incremento nao foi muito
acentuado. Na faixa de pH correspondente ao ponto isoelétrico da caseina, o efeito da
hidrolise triptica foi ainda mais acentuado, incrementado de 1,60 a 75,89% para a

caseina nativa e hidrolisada respectivamente.

O efeito do pH na solubilidade da caseina, em diferentes formas, ou de suas
fracOes, foi estudado por diversos autores e, em alguns casos (CHOBERT et al.,
1988ab; FLANAGAN e FITZGERALD, 2002a), os resultados foram semelhantes aos

obtidos no presente trabalho.

Por outro lado, observou-se valores baixos de solubilidade (18-42%) para a
gelatina nativa (Figura 11) em funcgao da temperatura do ensaio. Depois de hidrolisar a
gelatina com tripsina, a solugcdo peptidica, teve 100% de solubilidade em todos os

valores de pH estudados.
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Figura 10. Curvas de solubilidade da caseina nativa e hidrolisada em fungdo do pH a
23°C (CaN = caseina nativa, CaH = caseina hidrolisada).

120

100 - ——8— 8 5 =

80 -

—e— GeN
60 -
—a— GeH

Solubilidade (%)

40 -

20

20 30 40 50 60 70 80 90
pH

Figura 11. Curvas de solubilidade da gelatina nativa e hidrolisada em funcdo do pH a
23 °C (GeN = gelatina nativa, GeH = gelatina hidrolisada).
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Assim, nas Figuras 10 e 11 verifica-se aumento da solubilidade da caseina e
gelatina, devido ao tratamento enzimatico com tripsina. O aumento da solubilidade dos
hidrolisados é provavelmente devido a diminuigdo do tamanho da cadeia polipeptidica
e correspondente aumento da exposicdo de grupos ionizaveis (NH4;*, COO) com
incremento concomitante na hidrofilicidade bem como da carga liquida da molécula
(MAHMOUD, 1994; DAS e KINSELLA, 1990). Por outro lado, dependendo da enzima
proteolitica utilizada na hidrdlise, o produto resultante apresentara maior ou menor
solubilidade. Desde que, a tripsina hidrolisa locais hidrofilicos (residuos de lisina ou
arginina) da proteina, os peptideos formados serdo mais hidrofilicos e,
conseqlientemente, mais sollveis. Enzimas como a a-quimiotripsina, que hidrolisam

sitios hidrofébicos, produzem fragmentos mais hidrofébicos e menos sollveis.

4.1.2.3. Determinacdo da massa molecular dos hidrolisados

O perfil eletroforético das proteinas hidrolisadas e ndo hidrolisadas de gelatina e
caseina esta ilustrada na Figura 12. A caseina foi separada em uma banda principal de
massa molecular maior que 16,9 kDa; a banda corresponderia as fragdes: asi- , as,, B-
e k-caseina, cujas massas moleculares encontram-se entre 19,0 e 26,0kDa. Também
foram observadas algumas bandas secundarias de baixa massa molecular, entre 10,7
a 14,4 kDa, e outras bandas de massa molecular superior a banda principal. As
primeiras corresponderiam as outras fragdes menores da caseina, a saber, as y-
caseinas produzidas a partir da p-caseina através da acdo proteolitica da plasmina
(proteinase do leite) e a segunda corresponderia a forma polimérica da k-caseina, a
qual, pode variar em tamanho de 60 a 600 kDa (FOX e MCSWEENEY, 1998; CREAMER,
2002; WONG et al., 1996). O mesmo perfil eletroforético foi observado por BANERIEE
e CHEN (1995) para caseinato de sodio.

Depois de vinte minutos de tratamento enzimatico com tripsina, observou-se o
desaparecimento das principais bandas da caseina e foram visiveis ao menos trés

bandas com massas moleculares variando de 6,2 a 10,7kDa.

A gelatina nativa apresentou bandas de alta massa molecular, as quais, ficaram
retidas no gel de empilhamento e no limite superior do gel de separacdo. Assim, nao
foi possivel determinar a massa molecular aproximada da gelatina. Contudo, ensaios
preliminares, utilizando o sistema tipico de eletroforese, mostraram que a gelatina tipo

B utilizada, possui uma banda principal de massa molecular entre 116 a 170 kDa
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(Anexo 6) que, segundo POPPE (1997), corresponde a subunidade B (resultado da
unido de duas cadeias a). Por outro lado, observa-se também uma banda de massa
molecular aproximada de 17 kDa. A gelatina é uma proteina obtida da hidrélise do

colageno, por conseguinte, fragdes menores também poderiam estar presentes.

Depois de 60 minutos de hidrdlise, correspondente a 5% de GH, observou-se
desaparecimento total das bandas de alto peso molecular, e somente duas bandas de

massa molecular de 14,4 e 16,9 kDa foram visualizadas (coluna 2).

L
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Figura 12. Eletroforese SDS-PAGE dos hidrolisados de gelatina e caseina.
Coluna 1 - gelatina nativa; coluna 2 - gelatina hidrolisada; coluna 3 - padrao de
massa molecular; 4 - caseina hidrolisada; coluna 5 - caseina nativa.

A hidrdlise das proteinas com tripsina resultou em peptideos de massas
moleculares préoximas (entre 6,2 a 16,9 kDa) embora a massa molecular da gelatina
(116 a 170 kDa) fosse superior a da caseina (>16,9 kDa). Isto indica que o decréscimo

da massa molecular para a gelatina foi superior do que para a caseina.
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4.2. Polimerizacao dos hidrolisados
4.2.1. Efeito dos parametros de polimerizagdao

4.2.1.1. Influéncia da concentracao de transglutaminase

A Tabela 9 mostra as porcentagens de grupos amino livres obtidos pelo método
de TNBS em funcdo da concentracao de transglutaminase. Os resultados mostram que
concentragdes de 10 U/g de transglutaminase conduzem a uma diminuigdo significativa
dos grupos amino livres dos hidrolisados de gelatina e caseina, indicando que houve
formacado de ligagbes e-(A-glutamil)lisina entre as cadeias dos peptideos. Entretanto, a
variacao da concentracao de enzima de 10 a 100 U/g, nao teve efeito significativo no
numero de grupo amino livres (expressado em porcentagem). Isto sugere que um
maximo de ligagdes cruzadas seria formado em concentracdes de 10 U/g de proteina

para ambos hidrolisados.

Tabela 9. Porcentagem de grupos amino livres dos hidrolisados de caseina e gelatina
tratados com diferentes concentragdes de transglutaminase

Concentracéo de Grupo s-amino livres
Transglutaminase (%, mg/100mg de proteina)
Caseina Gelatina
(U/g) o o
Hidrolisada Hidrolisada
0 12,22 +0,14° 10,64 +0,20°
10 10,73 + 0,19° 8,47 + 0,03
100 9,76 + 0,37° 7,99 + 0,16°

* 7 . . ~ .
Média + desvio padrao de duplicatas.
ab | etras diferentes na mesma coluna correspondem a médias significativamente diferentes

(p<0.05)

Embora a diminuicdo dos grupos amino livres devido a acdo da
transglutaminase tenha sido significativa, a redugdo foi somente em torno de 12%.
CARVALHO e GROSSO (2004) obtiveram, para o filme de gelatina tratado com
transglutaminase, uma reducdao em torno de 50% quando comparado ao filme nativo.
LORENZE et al. (1998) observaram, para o caseinato de sodio modificado com
transglutaminase, que o contelldo de N-amino sollvel, determinado pelo método OPA
modificado, diminuiu somente em torno de 5%. Contudo, os padrdes de filtracao de

gel mostraram uma formacdo de polimeros de alta massa molecular (700-2000 kDa).
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Assim, obviamente s6 um pequeno numero de ligacbes cruzadas foi necessario para

conectar as moléculas de caseina.

Desta forma, para verificar se foram formados polimeros de alta massa molecular,
mesmo com a formagdo de poucas ligages cruzadas, foi avaliado o perfil eletroforético

dos hidrolisados de gelatina e caseina (Figura 13).
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Figura 13. Eletroforese SDS-PAGE dos hidrolisados de gelatina e caseina submetidos a
reacao com diferentes concentracdes de transglutaminase.

Coluna 1 - padrao de massa molecular; coluna 2 - GeH; coluna 3 - GeH e
polimerizada com 10 U/g de Tgase; coluna 4 - GeH e polimerizada com 100 U/g de
Tgase; coluna 5 - CaH; coluna 6 - CaH e polimerizada com 10 U/g de Tgase; coluna 7
- CaH e polimerizada com 100 U/g de Tgase.

A polimerizacao das proteinas pode ser verificada pelo aumento da massa
molecular da gelatina e caseina hidrolisada (colunas 4 e 7 respectivamente). Contudo,
a massa molecular atingida foi ao redor de 30 a 45 kDa. Embora ndo fosse observada
grande reducao na intensidade das bandas pertencentes aos hidrolisados, uma alta
concentracao de fragbes protéicas de diferente massa molecular (entre 14,4 a 30 kDa)
foi observada para a caseina hidrolisada e polimerizada com uma concentragcdao de
transglutaminase de 100 U/g. Esta grande distribuicdo de massa molecular pode ser
atribuida ao fato de que a transglutaminase reage com peptideos de diferentes
tamanhos resultando em varias extensoes de ligagdes cruzadas entre as moléculas da

proteina.
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LORENZE et al. (1998) verificaram também um leve aumento da massa
molecular dos hidrolisados tripticos de caseinato de sédio, ligados covalentemente com
transglutaminase, quando comparados aos hidrolisados nao ligados. Resultados
similares foram encontrados por WALSH et al. (2003) para hidrolisados de isolado
protéico de soja (IPS) e por FLANAGAN e FITZGERALD (2002b) para hidrolisados de

caseinato de sodio.

Os resultados encontrados no presente trabalho, nas condicbes testadas,
sugerem que o tratamento enzimatico, com transglutaminase, de peptideos de baixa
massa molecular resulta na producdo de polimeros de baixa massa molecular.
Segundo YOKOYAMA et al. (2003) é possivel que a reatividade da transglutaminase
seja diferente para moléculas de baixa e alta massa molecular. Os autores
compararam a habilidade de duas transglutaminase microbianas (recombinante e nao
recombinante) em formas ligagGes cruzadas, através da atividade enzimatica das
enzimas e das propriedades gelificantes da gelatina tratada com transglutaminase. Os
resultados mostraram diferencas significativas entre os géis de gelatina (molécula de
alta massa molecular) tratados com transglutaminase recombinante e nao
recombinante. Contudo, a atividade enzimatica das duas enzimas, avaliada através do
método de hidroxamato, foi similar. O método utiliza como substratos Z-GIn-Gly e

NH,OH (moléculas de baixa massa molecular).

Resultados contrarios foram encontrados por BABIKER et al. (1996a,b) para
hidrolisados de proteina de soja e de gliten respectivamente. Embora a massa
molecular dos hidrolisados foi baixa, os padrdes de SDS-PAGE mostraram que os
hidrolisados tratados com translgutaminase estavam compostos de fracdes proteicas

de massa molecular alta quando comparadas aos digeridos pelas enzimas proteoliticas.

A partir dos resultados encontrados nesta etapa, a concentragdo de
transglutaminase foi fixada em 100 U/g de proteina; contudo, utilizou-se para os
seguintes ensaios uma concentragdo de 50 U/g de proteina, porque o perfil
eletroforético dos hidrolisados de caseina e gelatina tratados com esta concentracdo de
enzima foi similar aquele obtido quando os hidrolisados foram tratados com

concentragdes de 100 U/g (resultados nao mostrados).
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4.2.1.2. Influéncia da concentracao de proteina, temperatura e

tempo de polimerizacao

Nao se conseguindo uma polimerizacao extensiva, com altas concentracdes de
transglutaminase, conduziu-se ensaios para verificar se a concentragdo de proteina,
temperatura ou tempo de hidrdlise estavam influenciando na polimerizagdo dos
hidrolisados. Os valores de grau de hidrdlise e o perfil eletroforético das amostras
tratadas com transglutaminase foram similares aos obtidos na etapa anterior (Tabela
10; Figura 14), indicando que a variacao das condigdes da reagdo enzimatica ndo

conduziu a uma polimerizacdo extensiva dos hidrolisados. No entanto, pequenas

diferencas podem ndo ter sido detectadas, pelos métodos empregados.

Tabela 10. Porcentagem de grupos amino livres dos hidrolisados de caseina e
gelatina tratados com transglutaminase sob diferentes concentragdes de proteina,

temperatura e tempo de incubacao.

Hidrolisado Tratamento Grupo ¢-amino
livres
(%, mg/100mg de
proteina)”
CaH SemTg 12,22 +0,14°
ComTg (Cp=25%, T=25°C, t=5hrs) 10,06 + 0,25°
GeH SemTg 10,64 + 0,20°
ComTg (Cp=15%, T=40°C, t=3hrs) 8,68 + 0,24°
CaH/GeH SemTg 11,20 + 0,21°
(50/50)

ComTg (Cp=20%, T=25°C, t=5hrs)

ComTg (Cp=20%, T=400°C, t=3hrs)

ComTg (Cp=30%, T=400°C, t=3hrs)

9,39 + 0,20°
9,03 +0,15°

9,21 + 0,20

*Média + desvio padréo de duplicatas.

ab | etras diferentes no mesmo hidrolisado correspondem a médias significativamente diferentes

(p<0.05)



Resultados e Discussoes 49

RFE ="
oy

Figura 14. Eletroforese SDS-PAGE dos hidrolisados de gelatina e caseina tratados com
transglutaminase sob diferentes concentracdes de proteina, temperatura e tempo de
incubacao.

Coluna 1 - CaH; Coluna 2 - CaH e Polimerizada (Cp= 25%, T = 25 C, t = 5hrs);
Coluna 3 - GeH; Coluna 4 - GeH e Polimerizada (Cp = 15%, T = 40 C, t = 3hrs);
Coluna 5 - CaH/GeH; Coluna 6 - CaH/GeH e Polimerizada (Cp = 20%, T=25C,t=5
hrs); Coluna 7 - CaH/GeH e Polimerizada (Cp = 20%, T =40 C, t = 3 hrs); Coluna 8 -
CaH/GeH e Polimerizada (Cp = 30%, T =40C, t = 3 hrs).

4.2.2. Influéncia das enzimas proteoliticas

Na Tabela 11 podem-se verificar os valores de grau de hidrdlise dos hidrolisados
de caseina obtidos com tripsina, quimiotripsina e pancreatina. Segundo a metodologia
descrita na secdo 3.2.4.2 todos os hidrolisados atingiram 5% de GH pelo método pH-
stat. Os valores de grau de hidrdlise (% de grupos amino livres) determinado pelo
método TNBS sdo superiores aqueles determinados pelo método pH-stat. Isto é devido
a que o método TNBS nao sé determina os grupos a-amino liberados, mas também os
grupos amino da cadeia lateral (p.e., grupo s-amino da lisina). Assim, esse método

tende a superestimar o verdadeiro valor do GH.

Por outro lado, também pode verificar-se que o GH do hidrolisado pancreatico é
significativamente superior aos dos hidrolisados quimiotripticos e tripticos. E
importante mencionar que a determinagcdo do GH para todos os hidrolisados foi
realizado nas mesmas condicdes. Isto supde, que o GH estimado pelo método pH-stat

teria que ser superior a 5% para este hidrolisado em particular. O grau de hidrdlise
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determinado pelo método de pH-stat é influenciado pelo pK dos componentes da
solugdo, que por sua vez é influenciado pela temperatura e o tamanho dos peptideos
(ALDER-NISSEN, 1986; NIELSEN e OLSEN, 2002) . A pancreatina, obtida por
desidratagdo cuidadosa do pancreas, € uma mistura de tripsina e quimiotripsina, com
atividade endo- e exo-peptidase (WOLFANG, 1990; LAHL e BRAUN, 1994).
Possivelmente devido a atividade exo- da pancreatina, estariam-se formando
peptideos de baixa massa molecular, cuja concentracdao seria superior aos dos
hidrolisados tripticos e quimiotripticos. Segundo SPELLMAN et al. (2003), o valor de pK
dos grupos a-amino é consideravelmente mais alto para tripeptideos, dipeptideos e
aminoacidos livres, do que para polipeptideos. Isto conduziria a uma subestimacdo do
valor para 1/a usado no calculo do GH pelo método pH-stat (ver Equagdo 3), e uma
conseqliente subestimacdo do GH, o que indica que o hidrolisado pancreatico na

realidade teria um GH superior a 5%. Isto é confirmado pelo método de TNBS.

Tabela 11. Porcentagem de grupos amino livres dos peptideos de caseina, produzidos
com diferentes enzimas proteoliticas, tratados com transglutaminase.

Enzimas proteoliticas Grupos ¢-amino livres
(%, mg/100mg de proteina)™”
Sem Tgase Com Tgase
Tripsina 12,22 + 0,14 10,17 + 0,33
Quimiotripsina 11,34 + 0,06% 9,54 + 0,148
Pancreatina 14,54 + 0,14** 13,82 +0,18%

*Média + desvio padrdo de duplicatas. Médias para o0 mesmo parametros na mesma coluna (*¢) ou
na mesma linha (*?) com diferentes letras superescritas sdo significativamente diferentes (p<0.05).

Observando os resultados da reacao com transglutaminase na Tabela 11 e
Figura 15 verifica-se que a polimerizacao nao foi extensa mesmo utilizando diferentes
enzimas proteoliticas. Nas colunas 3, 5 e 7 (Figura 15) pode-se observar o
aparecimento de uma banda com massa molecular entre 30 - 45kDa; relacionado a
formacao de ligagOes isopeptidicas e-(A-glutamil)lisina, obtidas através da acdo da
transglutaminase; para todos os hidrolisados de caseina. Embora ndo fosse observada
reducdo na intensidade das bandas pertencentes aos hidrolisados, uma alta
concentracao de fragbes protéicas de diferente massa molecular (entre 14,4 a 30 kDa)
foi observada para a caseina hidrolisada com quimiotripsina e polimerizada com

transglutaminase (coluna 5).
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Figura 15. Eletroforese SDS-PAGE dos peptideos de caseina, produzidos com
diferentes enzimas proteoliticas, tratados com transglutaminase.

Coluna 1 - padrao de massa molecular; coluna 2 - CaH/tripsina; coluna 3 -
CaH/tripsina e polimerizada; Coluna 4 - CaH/quimiotripsina; Coluna 5 -
CaH/quimiotripsina e polimerizada; Coluna 6 - CaH/pancreatina; Coluna 7 -

CaH/pancreatina e polimerizada.

BABIKER et al. (1996a) polimerizaram com transglutaminase proteinas de soja
hidrolisadas com as proteases quimiotripsina, papaina e pepsina. A polimerizagdo foi
mais efetiva quando os hidrolisados foram obtidos com quimiotripsina e papaina,
apresentando bandas de moléculas muito grandes no topo do gel de empilhamento. A
massa molecular média, determinada por filtragdo de gel em HPLC, de ambos
polimeros foi de 99.4 e 98.6 kDa respectivamente. Posteriormente os mesmos autores
(BABIKER et al., 1996b) observaram, através de SDS-PAGE, um aumento significativo
da massa molecular dos peptideos de gluten - obtidos com pepsina, papaina e
guimiotripsina - tratados com transglutaminase. Contudo, os padrdes de SDS-PAGE
também mostraram que ndo houve incremento na massa molecular dos peptideos de
gluten produzidos pela enzima pronase, em funcdo do tratamento com
transglutaminase. Segundo BABIKER (2000) a quimiotripsina, em particular, alteraria
favoravelmente a configuracdo molecular das proteinas facilitando assim, a formagao

de ligacOes cruzadas mediadas pela transglutaminase.
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Através dos resultados apresentados no presente trabalho pode-se concluir que
a transglutaminase ndo produziu uma polimerizacdo extensiva dos hidrolisados de
gelatina e caseina. Contudo, outros fatores como: a presenga de sédio, o grau de
hidrolise, e a disposicdo dos residuos lisil e glutamil; poderiam estar influenciando a

reagdo com transglutaminase.

O método pH-stat, utilizado na obtencdao dos hidrolisados de caseina e gelatina,
promove um aumento no teor de residuo mineral da amostra pela adigdo continua de
sodio para manter o pH constante. Assim, prévio a liofilizagdo das solugdes contendo
os hidrolisados, foram conduzidos ensaios para avaliar a influéncia do excesso de
residuo mineral na polimerizagdo com transglutaminase em amostras de caseina nativa
(item 3.2.2.5.). Na Figura 16 pode-se verificar que a polimerizagdo da caseina nativa

mostrou ser efetiva ainda na presencga de residuo mineral em excesso.

Figura 16: Eletroforese SDS-PAGE da caseina polimerizada com transglutaminase na
presenca de excesso de residuo mineral.

Coluna 1 - Caseina Nativa (CaN); coluna 2 — CaN polimerizada na presenca de excesso
de sal; coluna 3 - CaN polimerizada sem a presenca de sal.

WALSH et al (2003) e FLANAGAN e FITZGERALD (2002b) observaram pouco

aumento na massa molecular dos hidrolisados de isolado protéico de soja (IPS) e
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caseinato de soddio tratados com transglutaminase; mas, foi evidenciada uma
concentracao de fracbes protéicas de diferente massa molecular no gel. Os hidrolisados
foram obtidos pelo método pH-stat utilizando hidréoxido de sédio para manter valores
de pH constantes de 7,0 (IPS) e 8,0 (caseinato de sddio). Entretanto BABIKER (2000)
observou um incremento significativo na massa molecular dos hidrolisados de proteina
de soja também tratados com transglutaminase. Estes Ultimos hidrolisados foram
obtidos utilizando tampao Tris-HCI 0,05M, para manter um pH constante de 8,0; logo,
as solucBes foram centrifugadas, para tirar as pequenas quantidades de proteina ndo
digerida, e dialisadas contra agqua destilada. Além disso, a reagdao com

transglutaminase foi realizada no mesmo tampdo utilizado na hidrdlise.

Outro fator a ser considerado é o grau de hidrélise dos hidrolisados. E esperado
que valores baixos de hidrdlise conduzam a produtos com ligacGes isopeptidicas de

massa molecular mais alta.

Tanto a presenca de sdédio quanto o elevado grau de hidrélise estariam
contribuindo para um aumento excessivo das forgas eletrostaticas nos hidrolisados.
Isto, ndo permitiria aos hidrolisados assumir uma conformacdo favoravel para agir
como bons substratos para a transglutaminase. No trabalho de MARINIELLO et al.
(2003) demonstrou-se que a pectina facilita a formacdao, catalisada por
transglutaminase, de espécies de alta massa molecular derivadas das subunidades da
proteina de soja. Isto seria devido principalmente as interacGes eletrostaticas,
favoraveis a acdao da transglutaminase, que ocorrem entre as proteinas de soja e a

pectina.

Segundo MATSUMURA et al. (2000) a presenca de calcio, na reacao com
transglutaminase, conduz a agregacao das proteinas, através de interagoes
eletrostaticas. Este efeito pode mascarar os residuos reativos de glutamina.
Conseqlientemente, a transglutaminase nao teria atividade catalitica maxima por

causa do acesso dificil das enzimas aos locais ativos nos agregados.

Assim, as forgas eletrostaticas geradas pelas ligacdes peptidicas hidrolisadas e
pela presenca de sal influenciariam a conformagao do substrato e conseqlientemente,

sua reatividade pela transglutaminase.
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Finalmente, a reatividade das proteinas pela enzima também serd dependente
da estrutura secundaria e tercidaria da proteina bem como da disposicao e
disponibilidade dos residuos lisil e glutamil na cadeia protéica (MATSUMURA et al.,
1996).

4.3. Elaboracao de filmes
4.3.1. Formacao de filmes a partir das proteinas nativas

4.3.1.1. Ensaios preliminares

a) Concentracao de plastificante

Segundo os resultados das analises visuais e tateis o nivel mais adequado de
plastificante para a formagdao de filmes manusedveis foi de 25%, para ambas
proteinas. Contudo, os filmes de caseina podem ser elaborados utilizando uma

concentragao de 20% de glicerol.

b) Concentracdo de proteina e tempo de reacdo

Para se formar filmes, através da técnica casting, € necessario que a solugdo
filmogénica possua uma viscosidade tal que permita ser convenientemente aplicada

nas placas de acrilico.

Para verificar se as solugdes filmogénicas, modificadas enzimaticamente,
permitem a producdo de filmes; foram avaliadas diferentes concentracdes de proteina
e tempos de reagdo. Foi observado que em concentragbes altas de caseina, as solucdes
filmogénicas gelificavam impossibilitando a produgao de filmes. Por outro lado,
independente da concentracdo de proteina, as solugdes filmogénicas de gelatina
gelificavam, quando eram utilizados periodos longos de incubacdo (Anexo 6). Assim, a
concentracdao de proteina foi fixada em 7,0%, em fungdo da caseina, e o tempo de

reacao fixado em 15 minutos, em fungdo da gelatina.

4.3.1.2. Aspecto geral

Os filmes elaborados apresentaram-se com um bom aspecto visual, textura
homogénea e ndo pegajosos, sendo facilmente manusedveis. Dependendo da proteina

utilizada eles foram transparentes, quando os filmes foram produzidos a partir
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somente de gelatina, e ligeiramente amarelos, conforme a caseina foi sendo

introduzida na mistura.

4.3.1.3. Propriedades mecanicas

a) Resisténcia a tracdo

Na Tabela 12 pode-se verificar o efeito do tratamento enzimatico, com
transglutaminase, sobre a resisténcia a tracdo dos filmes de gelatina e caseina e suas
misturas. Independente da modificagdo enzimatica, a gelatina produziu filmes com
tensdo na ruptura significativamente superiores aos filmes produzidos a partir de
caseina e a partir das misturas caseina-gelatina. Para filmes de gelatina tipo A e B,
foram encontrados valores de resisténcia a tracdo de 115,08 MPa e 15,12 MPa
respectivamente (CARVALHO e GROSSO, 2004; BERTAN et al., 2004). ]Ja os valores de
resisténcia a tragdo de filmes de caseina reportados na literatura foram de 0,0004 a
0,001 MPa para filmes de asl-caseina (MOTOKI et al, 1987b), 2,97-4,25 MPa para
filmes de caseinato (BANERJEE e CHEN, 1995), 6-9 MPa para filmes de p-caseina
(MAUER et al., 2000), 2,43 a 11,65 MPa para filmes de caseina acida lactica (CHICK e
USTUNOL, 1998) e 0,83 a 15,12 MPa para filmes de caseina obtida pela acao da renina
(CHICK e USTUNOL, 1998). Em geral, os filmes produzidos a partir de gelatina
apresentam maior resisténcia a tracdo que os produzidos a partir de caseina. Estes

resultados estariam relacionados com o nivel de organizagdo da rede protéica.

Tabela 12. Resisténcia a tracdo dos filmes de caseina e gelatina tratados com e sem
transglutaminase (23°C, 50% UR)

FILMES RESISTENCIA A TRACAO (Mpa)™
Sem Tgase Com Tgase
CASEINA 12,14 + 0,75% 11,38 + 0,45%
C:G (75:25) 16,39 + 0,31 16,32 + 0,58
C:G (50:50) 22,89 + 0,13 20,41 + 0,398
C:G (25:75) 23,74 £ 1,15 22,09 + 1,03
GELATINA 35,49 + 1,78% 36,55 + 1,84%

* Média + desvio padréo de triplicatas. Médias para o mesmo parédmetro na mesma coluna (*%)
ou na mesma linha (*®) com diferentes letras sdo significativamente diferentes (p<0.05).
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As caseinas e os caseinatos sdo geralmente classificados como proteinas nao
ordenadas, isto é, proteinas que contém pouca estrutura “a-helicoidal” e “B-sheet”. Por
exemplo, uma solugdo aquosa de caseinato de sdédio contém aproximadamente 63%
de estruturas ndo ordenadas (conformagoes aleatdrias ou de giro) (SIEW et al., 1999).
Conseqlientemente, os filmes obtidos a partir desta proteina terdo uma rede pouco
organizada. A gelatina, também possui uma estrutura pouco ordenada; mas, ao
contrario da caseina, ela renatura no processo de gelificacdo (ACHET e HE, 1995;
ZIEGLER e FOEGEDING, 1990). Isto é, ela volta a adquirir parte da estrutura tripla
hélice do colageno (proteina altamente organizada). Conseqiientemente, os filmes de
gelatina terdo uma rede mais organizada quando comparado aos filmes de caseina.
Segundo SIEW et al (1999) o aumento na organizagao da cadeia provavelmente
otimiza o empacotamento molecular resultando em filmes com propriedades mecéanicas
e de barreira desejaveis. Na mistura caseina-gelatina, a primeira proteina estaria
atrapalhando a renaturacdao da gelatina, conduzindo a valores baixos de resisténcia a

tracdo.

Por outro lado, verifica-se que a resisténcia a tragdo dos filmes mistos foi
dependente da concentracdao de gelatina e caseina presente na mistura (Tabela 12).
Assim, a resisténcia a tragdo aumentou a medida que se diminuiu a concentragdo de
caseina e se aumentou a concentragao de gelatina. Os resultados apresentaram uma

tendéncia linear com um R? de 0,92 (Anexo 7).

Em relagdo ao tratamento enzimatico, pode-se verificar que a introdugdo de
ligacGes cruzadas ndo provocou diferencas significativas nos valores de resisténcia a
tracao dos filmes em relagdo aos filmes sem transglutaminase. Resultados similares
foram encontrados por CARVALHO e GROSSO (2004) para filmes de gelatina tipo B,
elaborados no pH natural da solugdao (5,6). JA MOTOKI et al. (1987b) e YOSHIDA
(2002) observaram, para filmes a base de asl-caseina e proteinas do soro de leite,
aumento da resisténcia a tracdo nos filmes modificados enzimaticamente em relagdo a
filmes sem tratamento. Segundo os autores, este aumento estaria relacionado com a
formacdao de redes mais estaveis, produto da introducdo de ligagdes cruzadas pela

transglutaminase.
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b) Elongacdo

Na Tabela 13 verifica-se que a adicdo de transglutaminase promoveu maior
elasticidade nos filmes protéicos, com valores duas vezes maiores em relacdo aos
filmes sem adicdo da enzima. Resultados similares foram encontrados por YOSHIDA
(2002) para filmes a base das proteinas do soro de leite e por LIM et al. (1999) para
filmes de gelatina tipo A. Entretanto, CARVALHO e GROSSO (2004) ndo verificaram
aumento da elasticidade dos filmes de gelatina Tipo B tratados com transglutaminase
em relagao aos filmes sem tratamento. O aumento da elasticidade indica a necessidade
de uma maior energia para romper os filmes, confirmando a formacdo de uma matriz

com ligacOes de maior energia (ligacdes covalentes).

Tabela 13. Porcentagem de elongacédo dos filmes de caseina e gelatina tratados com e
sem transglutaminase (23°C, 50% UR)

FILMES ELONGACAO (%)"

Sem Tgase Com Tgase
CASEINA 9,03 + 1,76 17,97 + 2,82
C:G (75:25) 27,23 £ 1,74% 56,79 + 3,28
C:G (50:50) 27,08 £ 0,63% 32,57 + 1,348
C:G (25:75) 23,17 £ 0,87% 32,94 + 1,948
GELATINA 9,72 + 2,28 15,33 = 1,46%

* Média + desvio padrdo de triplicatas. Médias para o mesmo pardmetro na mesma coluna (°9)
ou na mesma linha (*?) com diferentes letras sdo significativamente diferentes (p<0.05).
Independente da modificacdo enzimatica pode-se observar que filmes a base
das misturas de caseina e gelatina apresentaram elongacbes superiores as das
proteinas homodlogas, as quais, tiveram elasticidade semelhante. Segundo HOWELL
(1995) as interagbes de proteinas com outras proteinas conduzem a trés principais
fendmenos: (a) interacGes sinérgicas, (b) precipitagdo e (c) separagdo de fases. As
interacGes sinérgicas podem ser definidas como aquelas interagdes que resultam em
um efeito que seja maior do que aquele produzido por cada proteina isolada. No
presente trabalho, o efeito manifestou-se em uma elongacao maior para as misturas

caseina-gelatina.

Por outro lado, a formagdo de conjugados heterdlogos pela transglutaminase

pode ser confirmada indiretamente através de mudangas resultantes na funcionalidade
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(HAN e DAMODARAN, 1996). A introducdo de ligagdes cruzadas nas misturas de
caseina e gelatina resultou em um aumento significativo da elongacdo, o qual foi ainda
maior quando a mistura foi composta de 75% de caseina e 25% de gelatina. Isto
indicaria que conjugados, dimeros heterdlogos, foram formados na presenca de
transglutaminase. A formacdo de conjugados de caseina e gelatina foi também
verificada, através da solubilidade, por NONAKA et al (1997). Os autores verificaram
um aumento na solubilidade, ao redor do ponto isoelétrico, para as misturas de
gelatina e caseina. O incremento foi ainda mais acentuado quando as misturas foram

tratadas com transglutaminase.

O aumento acentuado na elongacdo para a mistura composta de 75% de
caseina e 25% de gelatina indicaria que, a disposigdo das cadeias polipeptidicas nesta
mistura seria a mais favoravel para a acdo da transglutaminase, quando comparado as
outras misturas, nas condicdes testadas. Resultados similares foram encontrados por
OH et al. (2004) para filmes de caseina e zeina hidrolisada tratados com
transglutaminase. Os autores reportaram um aumento de aproximadamente 41% na
elongacdao do filme tratado com transglutaminase, em relagdo ao filme sem
tratamento. Quando o filme foi preparado a partir somente de caseina, ndo foi
observado um aumento significativo da elongacao em funcdo da introducao de ligacdes
cruzadas, indicando que a formacdo de ligagbes cruzadas entre as moléculas de
caseina foi melhorada pela presenca de zeina hidrolisada. Assim, a mistura de duas
proteinas poderia ser favoravel a acdo da transglutaminase em fungdo da nova

conformacao estrutural protéica adquirida.

Os resultados indicam que a gelatina e a caseina sdo proteinas compativeis que
podem formar dimeros heterdlogos e que possuem habilidade para sobrepor-se uma a

outra ao centro ativo da enzima.

c) Modulo de elasticidade

A acdo da transglutaminase é confirmada através dos resultados da Tabela 14,
onde se pode verificar que a introducdo de ligagdes cruzadas resultou em uma
diminuicdo significativa do modulo de elasticidade dos filmes tratados com
transglutaminase em relagdo aos filmes sem tratamento. O mddulo de elasticidade,
conhecido também como mddulo de Young, é a razdo da tensdao com a deformacdo na

parte linear inicial da curva de tensao-deformagao, sendo comumente considerada
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uma medida da rigidez do filme. Em geral, observa-se que quando a elongacao

aumenta, o médulo de elasticidade diminui.

Tabela 14. Modulo de elasticidade dos filmes de caseina e gelatina tratados com e
sem transglutaminase

FILMES MODULO DE ELASTICIDADE (Mpa)”
Sem Tgase Com Tgase
CASEINA 6,58 + 0,43 5,43 + 0,33
C:G (75:25) 6,38 £ 0,15 4,32 + 0,05
C:G (50:50) 7,51 £ 0,23 5,63 + 0,388
C:G (25:75) 7,11 £ 0,50 5,46 + 0,56
GELATINA 11,95 + 1,05 11,56 = 0,66

* Média + desvio padrdo de triplicatas. Médias para o mesmo pardmetro na mesma coluna (°9)
ou na mesma linha (*®) com diferentes letras sdo significativamente diferentes (p<0.05).

Dependendo da aplicacdo, altos valores de elongacdo seriam desejaveis, se, os
filmes fossem utilizados como embalagens. Por exemplo, filmes de polietileno de baixa
densidade e polietileno de alta densidade apresentam valores de elongacdo de 500 e
300% respectivamente (SALAME, 1986), os quais sao superiores aos dos filmes
protéicos (SIEW et al., 1999). Assim, o tratamento com transglutaminase, em alguns
casos, dependendo da proteina, pode ser utilizado para aumentar a elongagdo dos

filmes.

4.3.1.4. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Os resultados de permeabilidade ao vapor de agua podem ser analisados na
Tabela 15. Independente do tratamento enzimatico verifica-se que a gelatina possui o
menor valor de PVA. Para os filmes desta proteina, foram observados altos valores de
resisténcia a tracdo e rigidez (Tabela 13 e 14). Como mencionado anteriormente, isto
estaria relacionado com o nivel de ordem na rede protéica. Filmes de caseina
apresentam menor ordem na matriz polimérica, entanto que, filmes a base de gelatina
apresentam maior ordem e conseqlientemente maior empacotamento. Segundo CHEN
(1995) cadeias poliméricas lineares simples (p.e. polimeros sintéticos) podem ser
empacotadas firmemente, mas moléculas com cadeias volumosas (p.e. proteinas) séo

empacotadas frouxamente e tem permeabilidades superiores (CHEN, 1995). Segundo
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MCHUGH e KROCHTA (1994) a estrutura do polimero afeta significativamente a

propriedade de transferéncia ao vapor de agua.

Tabela 15. Permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de caseina e gelatina tratados
com e sem transglutaminase

FILMES PVA (g.mm/m?.d.kPa)
Sem Tgase Com Tgase
CASEINA 6,17 £ 0,28 7,52 + 0,49%°
C:G (75:25) 7,17 £ 0,46 5,06 £ 0,318
C:G (50:50) 6,09 £ 0,48 7,16 £ 0,40%®
C:G (25:75) 6,18 £ 0,19 6,51 + 0,40
GELATINA 4,79 £ 0,204 6,06 + 0,69°°

* Média + desvio padrdo de triplicatas. Médias para o mesmo pardmetro na mesma coluna () ou na
mesma linha (*®) com diferentes letras sdo significativamente diferentes (p<0.05).

A introdugdo de ligagdes cruzadas provocou diferengas significativas nos valores
de PVA dos filmes de gelatina, caseina e suas misturas, exceto para a mistura
contendo 25% de caseina e 75% de gelatina. Em geral, a PVA dos filmes aumentou em
funcdo do tratamento enzimatico. Este aumento seria explicado pela formacdo de um
maior niumero ou tamanho de poros durante a reagao cruzada, ou seja, a orientacdo
das moléculas de proteina formou poros adicionais ou aumentou o tamanho dos poros
ja existentes. No caso da gelatina, o aumento do grau de ligagdes cruzadas, estaria
dificultando a formagdo de zonas de juncdo, caracteristicas da formacdo da matriz
polimérica (BABIN e DICKINSON, 2001). Segundo KAMPER e FENNEMA (1984) a
permeabilidade ao vapor de agua varia bastante com a composicdo e orientacdo das

moléculas.

Resultados similares foram encontrados por YILDIRIM e HETTIRACHCHY (1998)
para filmes a base de isolado protéico de soro de leite, tratados com transglutaminase.
LI e CHEN (1999), CARVALHO e GROSSO (2004) e YOSHIDA (2002) observaram uma
tendéncia contraria, para filmes a base de proteina de soro de leite e gelatina
respectivamente. Para CARVALHO e GROSSO (2004) a introducdo de ligagOes cruzadas
pode ter levado a uma configuragdo intermediaria, onde a cadeia polimérica
apresentou-se na forma ordenada, com estrutura poli (L-prolina) ao longo da cadeia e
com uma pequena proporgdo de estruturas caracteristicas do colageno. Segundo

CARVALHO e GROSSO (2004), esta conformacdao parece favorecer a propriedade de



Resultados e Discussoes 61

barreira. Por outro lado, para YOSHIDA (2002) as ligagbes cruzadas reduziriam o
volume livre e a difusividade do permeante através da matriz e conseqlientemente a

permeabilidade ao vapor de agua dos filmes.

Embora a PVA da maioria dos filmes tenha aumentado, efeito contrario foi
observado para o filme que apresentou a mais alta porcentagem de elongacao (Figura
17). Para esta mistura, em particular, verificou-se uma diminuicdo significativa da PVA.
Como mencionado anteriormente, estd mistura estaria favorecendo a agao da
transglutaminase. O processo de formagdo da rede protéica, nesta mistura, seria

diferente aos das outras formulagdes.

Se diferentes conjugados foram formados, como verificado através do aumento
significativo da elongagdo dos filmes a partir das misturas de caseina e gelatina, entao,
poder-se-ia esperar diferentes comportamentos na permeabilidade ao vapor de agua

das misturas.

A formacdo de ligacdes cruzadas pode reduzir ou aumentar a mobilidade
segmental do polimero de proteina. Assim, a permeabilidade pode ser aumentada ou
diminuida. Isto dependerd de fatores tais como: o tipo de estrutura protéica e da
seqliéncia de aminoacidos, a disponibilidade e a disposicdo estrutural dos aminoacidos
lisina e glutamina, e a compatibilidade termodindmica do substrato protéico ao local

ativo da enzima.

4.3.1.5. Morfologia dos filmes

As micrografias eletronicas de varredura, da secdo transversal dos filmes, sdo
mostradas nas Figuras 17 e 18. Os filmes de caseina e gelatina apresentaram
estruturas diferentes que poderiam explicar a diferenca observada nos valores de
tensdo na ruptura, médulo de elasticidade e PVA encontrados para estes filmes. A
caseina, proteina pouco organizada, produziu filmes com estrutura lisa (Figura 17a),
entanto que o filme de gelatina (Figura 17b) apresentou uma estrutura na forma de
fibras (estrutura caracteristica dos colagenos fibrilares), a qual, parece ser responsavel
pela alta resisténcia a tracdo, alta elasticidade e baixa permeabilidade ao vapor de

agua destes filmes.



Resultados e Discussoes 62

a-2
B >
4000X 10 ky

4000X 10 kv 4000X  10kv

Figura 17. Imagens da secdo transversal dos filmes de caseina [a] e gelatina [b],
nativas [-1] e modificadas com transglutaminase [-2], obtidas por microscopia
eletronica de varredura (X4000).
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Figura 18. Imagens da secdo transversal dos filmes de caseina:gelatina(*), nativos
[-1] e modificados com transglutaminase [-2], obtidos por microscopia eletronica de
varredura (X4000). (*) 75:25 [c]; 50:50 [d]; 25:75 [€].
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Na formacdao das fibras do colageno, as moléculas de tropocolageno se
organizam em arranjos lineares formando filamentos longos (microfibrilas de colageno)
que por sua vez se arranjam em fibras e as fibras em grandes feixes (Figura 19). O
tropocolageno estd composto por 3 cadeias polipeptidicas alfa entrelacadas uma em
torno da outra, formando super-hélice estabilizada por ligagGes hidrogénio. S6 as
regides N- e C-terminais muito curtas, denominadas telopeptideos, ndo formam a
super hélice. Na molécula de tropocolageno e nas microfibrilas de coldgeno também
estdo presentes ligacdes cruzadas intra- e inter-moleculares que envolvem
principalmente residuos de lisina e hidroxilisina e aldeidos derivados deles, e estdo
principalmente localizadas nas regifes telopeptideas (XIONG, 1997; STRYER, 1996;
POPPE, 1997).
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Figura 19. Formagdo das fibras do colageno

Quando a gelatina é misturada com a caseina ela perde sua estrutura
caracteristica (Figura 18). Isto também explica a reducdo da tensdo na ruptura dos
filmes mistos. Contudo, ainda pode ser observada uma leve orientacdo na estrutura do

filme contendo maior proporcdao de gelatina (Figura 18c).
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A compatibilidade do glicerol, utilizado como plastificante, com as proteinas
também pode ser observada nas imagens dos filmes. O filme de caseina apresentou
fissuras e espacos vazios visiveis, que parecem ser regides em que haveria glicerol
livre. Isto esta relacionado com a separagdo de fase do plastificante na matriz
polimérica que geralmente ocorre durante o decorrer do processo de secagem do filme
quando o plastificante ndo € compativel com o polimero utilizado. A quase auséncia de
fissuras no filme de gelatina, por sua vez, indicaria uma boa compatibilidade do
plastificante com a gelatina. Nos filmes elaborados a partir das misturas a presenca de
fissuras e espacos vazios diminui conforme a proporcao de gelatina aumenta na

mistura (Figura 18).

Os filmes tratados com transglutaminases exibiram poucas diferencas
morfoldgicas quando comparadas com os filmes elaborados a partir das proteinas
nativas. Comparando-se a estrutura do filme de gelatina modificado enzimaticamente
com a estrutura interna do filme de gelatina nativo, verificou-se uma leve perda da
orientacao fibrilar em funcdo da formacao de um emaranhado. A perda, pouca
extensiva, desta estrutura parece ser responsavel pelo aumento da PVA destes filmes.
Contudo, a tensdo na ruptura deste filme nao foi modificada e continua sendo maior
gue aquela obtida para o filme de caseina e as misturas modificadas enzimaticamente
com transglutaminase. Se a alta tensdo na ruptura é resultado de uma estrutura
fibrilar, entdo a perda desta estrutura deveria conduzir a filmes com baixos valores de
tensao. Embora parte da estrutura fibrilar tenha sido perdida, os resultados mostram
que a introdugdo de ligagdes cruzadas estaria compensando a possivel diminuicdo da
tensdo. Segundo AMAYA-FARFAN (1990) o grau de ligacbes cruzadas é um dos fatores

que determina a rigidez do colageno.

Assim, ndo sé uma orientagcdo organizada das moléculas protéicas é necessaria
para obter altos valores de tensdo na ruptura como também a presenga de ligacGes

fortes que estabilizem a rede protéica.

Nas misturas, o tratamento enzimatico ndo provocou mudancas visiveis na
estrutura do filme. Contudo, comparando o filme da mistura caseina:gelatina (75:25)
(Figura 18c-1) modificada enzimaticamente com transglutaminase com a estrutura do
filme sem modificagdo, verificou-se a presenca pontos brancos homogeneamente

distribuidos no filme, os quais estdo presentes somente em algumas regides do filme
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sem modificagdo. Estes pontos sdo observados em todos os filmes elaborados com e
sem transglutaminase, menos no filme de gelatina. Assim, pode ser que os pontos
brancos sejam moléculas de hidroxido de sddio utilizado na etapa de solubilizagdo da

caseina.

Para o filme da mistura caseina:gelatina (75:25) foi observada uma diminuicdo
da PVA em fungdo do tratamento com transglutaminase. A PVA atingida foi préxima
aquela obtida para o filme de gelatina. Assim, ndo se pode afirmar conclusivamente
gue baixos valores de PVA sdo resultado de matrizes com orientacao definida. Outros

fatores como hidrofobicidade da proteina também devem ser considerados.

4.3.1.6. Perfil eletroforético dos filmes

Os produtos da reacdo da caseina e gelatina foram analisados por eletroforese
em gel de poliacrilamida SDS para detectar a presenca de polimeros formados pelas
ligagbes cruzadas intermoleculares catalisadas pela transglutaminase. Uma vez que a
mistura da reacao incluia 2-mercaptoetanol, os polimeros detectados ndo poderiam ter

sido formados por ligagoes dissulfidicas.

Verificou-se que as amostras tratadas com transglutaminase resultaram na
formacdao de agregados poliméricos de alta massa molecular que ndo conseguiram
entrar no gel de empacotamento (Figura 21). Isto foi acompanhado por uma
diminuicdo na intensidade das bandas para as fragdes protéicas ndo polimerizadas. Por
outro lado, produtos ndo polimerizados foram observados nas amostras de proteina

sem tratamento com transglutaminase (Figura 20).

Através dos perfis eletroforéticos obtidos no estudo, podem-se confirmar os
resultados da caracterizacdo dos filmes protéicos, onde a presenca da enzima provocou
a formacdo de um maior numero de ligagdes intermoleculares entre as proteinas e a
producdo de filmes com propriedades mecanicas e de barreira diferentes aos das

proteinas originais.
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Figura 20. Eletroforese SDS-PAGE das amostras de filmes de caseina e gelatina sem
tratamento enzimatico.

Coluna 1 - padrdao de massa molecular; Coluna 2 - Caseina; Coluna 3 -
Caseina:Gelatina (75:25); Coluna 4 - Caseina:Gelatina (50:50); Coluna 5 -
Caseina:Gelatina (25:75); Coluna 6 — Gelatina.
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Figura 21. Eletroforese SDS-PAGE das amostras de filmes de caseina e gelatina
tratados com transglutaminase.

Coluna 1 - padrdao de massa molecular; Coluna 2 - Caseina; Coluna 3 -
Caseina:Gelatina (75:25); Coluna 4 - Caseina:Gelatina (50:50); Coluna 5 -
Caseina:Gelatina (25:75); Coluna 6 — Gelatina.
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4.3.2. Formacao de filmes a partir dos hidrolisados

Os resultados apresentados nas Tabelas 16 e 17 correspondem aos ensaios
preliminares de formacgdao de filmes com e sem transglutaminase. As analises

realizadas foram “visuais” e “tateis”.

Tabela 16. Formacao de filmes a partir dos hidrolisados

Temperatura (°C) | CaH GeH
25 - -
85 + -

* 0 filme foi formado

Como pode observar-se na Tabela 16 os hidrolisados de gelatina ndao formaram
filmes, em qualquer das temperaturas testadas, mesmo na presenca de
transglutaminase. Ao contrario, observou-se a formacdo de uma estrutura muito
pegajosa e aderente ao suporte de acrilico. Ja a caseina hidrolisada formou filmes, a
temperatura de 85°C, com pouca flexibilidade (geralmente ocorria fraturas durante o
desprendimento do suporte) e com presenca de particulas brancas visiveis. Depois do
periodo de acondicionamento, estes filmes comegaram a se tornar pegajosos

dificultando seu manuseio.

Numa segunda etapa utilizando uma temperatura de 85°C, foram preparadas
solugbes filmogénicas a partir dos hidrolisados de caseina e gelatina tratados com
transglutaminase. A Tabela 17 apresenta os tratamentos que formaram filmes.
Novamente os filmes apresentaram as mesmas caracteristicas visuais e tateis
mencionadas anteriormente. No intuito de melhorar a coesdao dos filmes de caseina e
da mistura caseina:gelatina (75:25) foram testadas concentracdes maiores de proteina
(12,5 - 15%) obtendo-se os mesmos resultados. Os filmes controle, isto &, os filmes
produzidos a partir dos hidrolisados sem tratamento com transglutaminase

apresentaram resultados similares aos filmes tratados com transglutaminase.

Os resultados obtidos nesta etapa indicam que os hidrolisados tripticos de
gelatina e caseina ndo foram capazes de formar superficies continuas fortemente
ligadas, mesmo na presenca de transglutaminase. De fato, as interacdes na rede
protéica entre as cadeias mais curtas dos hidrolisados seriam mais fracas quando

comparadas aquelas formadas pelas cadeias mais longas das proteinas sem hidrolisar.
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Segundo GUILBERT (1986) somente polimeros de alto peso molecular possuem
forca de coesdo e capacidade de aglutinacao suficientes para a formacao de estruturas
filmogénicas. Por outro lado, o aumento da carga efetiva nos hidrolisados, devido a
quebra de ligagdes peptidicas, pode resultar em um aumento da repulsdo entre os

peptideos, diminuindo sua habilidade em formar filmes.

Tabela 17. Formacao de filmes a partir dos hidrolisados
tratados com transglutaminase.

Caseina (%) Gelatina (%) Formacéo de filme

100 0 +
75 25 +
50 50 -
25 75 -
0 100 -

* 0 filme foi formado

SOTHORNVIT e KROCHTA (2000a,b) observaram que os filmes elaborados a
partir de hidrolisados de soro de leite foram mais flexiveis e fracos e tiveram menores
valores de elongacdo do que os filmes de soro de leite sem hidrolisar. Por outro lado,
as propriedades de barreira, permeabilidade a dgua e ao oxigénio, dos filmes dos

hidrolisados foram similares aos filmes da proteina nativa.

CARLOS (1997) estudou a influéncia da hidrélise com tripsina e pepsina (GH =
7,78 e 2,72 %) na formagdo de géis de soro de leite. O autor observou que a
formacao de gel pelos hidrolisados tripticos ndao ocorreu em nenhuma das
concentracgoes testadas. J& a pepsina produziu um hidrolisado que formou gel desde a
concentracdo mais baixa. TAKEITI (2002) observou que a hidrolise com a-
quimiotripsina do isolado protéico de soja (IPS) promoveu a formacdo de géis frageis e
com menor dureza em relacdo aos obtidos a partir do IPS. Segundo PANYAM e KILARA
(1996), a hidrdlise é presumivelmente prejudicial as propriedades gelificantes das
proteinas; mas, dependendo da protease utilizada, a hidrdlise pode causar uma
melhora nesta propriedade. Por exemplo, as caracteristicas do gel de albumina de ovo
tém sido melhoradas por uma protedlise limitada usando pepsina em pH 4,0
(KITABATAKE e DOI, 1993). Por outro lado, a hidrdlise triptica das proteinas do soro
de leite (GH de 2,3 e 6,7%) impediu a gelificacao em pH 3,0 e 7,0; enquanto que, a
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hidrolise com a protease de Bacillus Subtilis incrementou dramaticamente a habilidade

gelificante e a forca do gel em pH neutro (JU et al., 1995).

Segundo MAHMOUD (1994) a hidrdlise é considerada prejudicial para as
propriedades gelificantes, em funcdao da reduzida hidrofobicidade do hidrolisado. Este
efeito dependera do tipo de enzima proteolitica e do grau de hidrélise. Por exemplo, a
hidrolise das proteinas com tripsina resulta na formacdao de fragmentos peptidicos
hidrofilicos; enquanto que, a pepsina, produz peptideos hidrofdébicos (Tabela 4).
Segundo MORR (1993) as reacdes de gelatinizacdo requerem um balancgo proéprio entre
forcas de repulsdao e atracdo entre as moléculas de proteina e a agua e entre as

moléculas de proteinas.

Na producdo de filmes, uma matriz continua e de alta coesdao ndo sé dependera
do tamanho da cadeia protéica como também do ndmero de interagdes entre as
cadeias de proteina. Desta forma, a formacdao de filmes a partir de hidrolisados
protéicos seria possivel levando-se em conta fatores como: tipo de enzima proteolitica,

grau de hidrdlise e presenca de substancias que podem afetar o balango de cargas.

Por outro lado, conseguindo-se uma polimerizacdo extensiva dos hidrolisados de
gelatina e caseina através da reagdo com transglutaminase, seria possivel elaborar
filmes com propriedades desejaveis. Adicionalmente, os hidrolisados com e sem
transglutaminase poderiam exibir caracteristicas desejaveis em outras propriedades

funcionais.
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5. CONCLUSOES

Os hidrolisados tripticos de caseina e gelatina, quando comparados as proteinas
nativas, apresentaram as seguintes caracteristicas: teores de cinza elevados,
concentracdao de proteina diminuida e solubilidade incrementada na faixa de pH 3,0 a
8,0.

O tratamento dos hidrolisados tripticos de caseina e gelatina, com
transglutaminase, ndo conduziu a formagdo de polimeros de alta massa molecular nas

condicOes testadas.

Os filmes elaborados a partir das proteinas hidrolisadas com tripsina e

polimerizadas com transglutaminase nao foram capazes de formar filmes coesos.

Os filmes elaborados a partir de gelatina e caseina, na auséncia e presencga de
transglutaminase, apresentaram-se manuseaveis e visivelmente homogéneos. A
introdugdao de ligagbes cruzadas promoveu a formagdo de filmes com propriedades

mecanicas e de barreira diferentes das proteinas originais.

O tratamento da amostra composta de 75% de caseina e 25% de gelatina, com
transglutaminase, resultou em um aumento significativo na elongacdo e uma
diminuicdo significativa na permeabilidade dos filmes ao vapor de dgua em relacdao aos

filmes sem tratamento.

As micrografias eletronicas de varredura da secdo transversal dos filmes
indicaram que: (1) a estrutura do filme de gelatina foi diferente da estrutura do filme
de caseina, o primeiro apresentou uma estrutura na forma de fibras e o segundo uma
estrutura lisa; (2) a estrutura fibrilar da gelatina ndo foi modificada extensivamente
em fungdao da introducao de ligacdes cruzadas, contudo, ela foi perdida na sua
totalidade em funcdo da introdugdo da caseina e (3) houve pouca compatibilidade

entre o plastificante e a caseina.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliagdo da influéncia de diferentes métodos de obtengdo de hidrolisados, na
polimerizagdo com transglutaminase, e posterior obtencdo de conjugados heterdlogos
com diferentes niveis de modificagdo enzimatica e possivel estudo das propriedades

funcionais dos conjugados.

Desenvolvimento de filmes de caseina, com diferentes graus de desnaturagdo,
tratados com transglutaminase; caracterizacdo dos filmes quanto as suas propriedades

mecanicas e de permeabilidade ao vapor de agua.

Estudo da introdugdo de ligagGes cruzadas, da incorporagdo de lipidios e do tipo

de plastificante na elaboracdo de filmes protéicos.

Avaliagdo do comportamento reolégico e das mudancas conformacionais dos
componentes das solugdes filmogénicas modificadas enzimaticamente com
transglutaminase e o estabelecimento de sua relagdo com as propriedades mecanicas e

de barreira dos filmes.
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ANEXO 1. Especificacdoes da gelatina

(GELIT&

SOUTH AMERICA

a 25 Kg Lig, dependendo da granulometria. A mercadoria pode ser também
cmbalada em big-bags, contendo de 0,5 a 1,0 t, sob consulta prévia.

ARMAZENAGEM : Sob armazenamento em local fresco e seco, a gelatina mantém suas
propriedades por um periodo de cinco anos.

APLICACAOQ 1 A gelating pode ser usada em confeitos, sobremesas e produtos cameos ou
lacteos. Também, ¢ adequada para indistria farmacéutica para encapsulagio e
drageamento. Outros usos podem ser aplicados sob consulta.

240/30
PRODUTO : Gelatina Alimenticia — Origem: Pele Bovina
DESCRICAO : I um produto proteico de coloragiio amarelo claro, obtido pela extragio do
colageno parcialmente hidrolizado, derivado de tecido animal, com sabor e odor
caracteristicos.
ESPECIFICACOES
RISILD LIMITES METODOS MICROBIOLOGICO LIMITES METODOS
QuimMICO ;
Bloom 6,66% 230 -250 OMIGMIA Contagem Total < 1000/gr USP
Viscosidade 6,66% 33-42mPs  BSI Coliformes Fecais Negative/10gr ~ AFNOR/APHA
Umidade 80-13,0% GME/GMIA Salmonella sp Negative/25gr  USP
Cinzas <2.0% FO09/02/01 Sulfito Redutor = 1¥pr AFNOR
pH (6,67%) 3.0-6,0 BSIGMIA
Peréxido de Hidrogénio < [0 ppm FQ28/01/04
Arsénico = L0 ppm BS/FCC/AFNOR
Metais Pesados < 20 ppm USP
S02 AFNOR < 40 ppm AFNOR
Nitrogénio > 15% KIELDHAL
Chumbo < 1,5 ppm Atomic Ab.
Cromo <2 ppm BSI
| Granulometria 30 Mesh FQ13/01/03
EMBALAGEM : As embalagens sfo individualmente identificadas por etiquetas, contendo de 20

[Data de Emissio: 26/03/03 [Versdo: 02

GEL 240 30 BR-2 02.doc
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ANEXO 2. Especificacbes da caseina

Naarden Agro Products BV

CERTIFICATE OF ANALYSIS

DESTINAR AO IPA MARIMEX,
858 CASEINA MALHA 60

Chemical parameters;

MOISHIR.  .ovvvrs wiwune s i sridnrs foomss S 11,50 %
Milkfat in dry substance .. .. .. ... . ... . ... 2,20 %
Ash indry substance .. .. ... ............ 2,52 %
Bree ACBITY. . o wasivas g ouivan oo 505 50 0,58 %
Insclubiliey ... ... ... .. ... ... . ... .. 0,032
Colour : Creamy white

Productiondate : March - 1998
Validitydate : March - 2001

Packing + 320 moreply paperbags with p.e. innerbag
of 25 kgs nett.

Batchnumber : FI:40025, malha 60

Contiact : 00985261

Our ref. . P-4043

Your ref. : MC-184/99-A

[nvoices © 99100/1,2,3 and 4, dated 13-04-1999
B/L nrs. . GDYL04947/4982/4983 and 4984

Containernr. : CLHU-207660-3
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ANEXO 3. Ficha técnica da tripsina

Special Food / 2001-07050-03.pdf

nuvozymes..‘*“

Pancreatic Trypsin
Novo

Description

Pancreatic Trypsin Novo (PTN} is the designation for enzyme preparations
derived from porcine pancreas.

The major enzymatic component of PTH is trypsin (E.C, 3.4.217.4).
Chymotrypsin (L.C. 3.4.27.7) may be present as a mingr constiluent,
[rypsin is a serine protease with a narrow specificity. In a peptide chain it
hydrolyzes preferentially peptide bonds at the carboxyl side of arginine and
lysing resicues.

Product Properties

Product Type
Thix PTN praduct for the Tood industry is available in powder form as the
foliowing type:

PTM 6.0 5, Type Saltfres
PIN 6.0 5 is manufaciured from porcine trypsin concentrates.

Activity
Pancreatic Trypsin Movo 6.0 5, Type Saltfree is standardized with lactose in
Trypsin Units per g (tryp-USP/mg). The product is off-white.

PTM 6.0 5, Type Saltfree.............. Declared activity: 1250 tryp-USP/img

The colour may vary from batch to batch and colour intensity is not an
indication of product strength. Detailed descriptions of the Analytical Methods,
SM0542 & SM-0543 are available on request.

Solubility

FIMN 5.0 5, Type Saltfree is fully soluble in waler, The presence of calcium ions
enhances the stability.

At ambient temperature [20-25°C (B8-77°F)) a solution with pH ¥ of either of
the two preparations should be used within a few hours,
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Page 2:3

Food-grade status

The product complies with the recommended purity specifications tor faod
gracle enzymes given by the Joint FAOMHO Expert Commillee on Food
Additives (JLCFA} and the Food Chemicals Codex {FCC

Packaging
See the standard Packaging List for more packaging information

Application

PTH 6.0 5, Type Saltfree can be used for the hydrolysis of all kinds of proteins
except those which contain an aclive trypsin inhibitor. The high purity of PTN
605, Type Saltfree makes it of special value in such applications where the
presence of salt is undesirable.

Reaction Parameters

The actual activity and stability of FIN products will depend on the conditions
imposed on the engyme during application, Motably, it is well kKnown Lhat the
presence of a substrate will stabilize the ensyme under otherwise identical
conditions while Lhe presence of e.q. a soy-bean trypsin inhibitor may have a
detrimental effect on the enzymiz, In Figures 1 and 2 the influgnce of pH and
temperature on the activity and thermostability of PTN are shown. The activilies
shovn are measured according to a madified Anson melhod in agueous
solutions without the stabilizing effect of proleinaceous matter.

Under industrial canditions of use, reaction times of several hours are
frequently applied; Turthermore, the presence of high substrate concentrations
[8-12%) enhances the stability of the enzymes.
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Fig. 1. Activity of PTN at different pH values.
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Fig, 2. Activity of PTN at different temperatures.
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Inactivation

PTH can be inactivated in 10 minutes at 85°C (1857F) or higher when pH is 4-8,
Howwewver, the inactivation is very much dependent on the substrate (substrate
concentration, etc.). Thus, the documentation for efficient elimination of PIN
must be based on actual analysis for delection of residual activity.

Safety

Enzymes are proteins and inhalation of dusl or aerosols may induce
sensilization and may cause allergic reactions in sensitized individuals. Some
enzymes may irritate the skin, eyes and mucaus membranes upon prolonged
cantacl,

Powilerad enzymes are readily inhaled and should be handled only with specific
pracautions to prevent inhalation of dust. All equipment and handling
procedures must be designed to control airborng dust. Personal respiratory
protection is recommended in all cases where Tull dust cantrol is not secured.
All spills, even small spills, should be genlly shoveled inta plastic lined
conlainers. Use respiratory protection. Small spills and remains of large spills
should be removed by vacuuming or flushing with water (no splashing),
Wacuum cleaners and central vacuum systems should be equipped with HERA,
filters.

A Material Safety Data Sheet is supplied with all products. See the Safety
Manual for further infarmation regarding how Lo handle the product safely,

Storage

Enzymes gradually lose activity over time depending on storage temperature
arndl humidity, Coal and dry conditions are recommended.

When stored at 5°C (47°F) the product will maintain its declared activity for at
sl Lwio years,

When stored in closed containers a1 25°C [77°F) the product will maintain ils
declared activity for at least (3 months.

Crtended storage andfor adverse conditions, including higher temperature or
high humidity may lead to higher dosage requirement.
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ANEXO 4. Ficha Técnica da transglutaminase

Specifications

FOOD INGREDIENTS DEPARTMENT
AIINOMOTO AJINOMOTO CO., INC.

15-1,  KYOBASHI

TEL : +81-3-5250-8145 Fa : +51-3-5260-8287

1-CHOME  CHUO-KU, TOKYOQ 104-8315 JAPAN

PRODUCT INFORMATION
ACTIVATG-S

Thermoduric bacteria (mesophilic)  Not more than 300 /g

Coliform bacteria Negativelg

Item Specification Method*

Description White powder AL TEST [Sensory analysis]

Loss on drying Mot more than 2.0 % Japanese Standards for Food Additive

(Loss on drying test |3 g, 80 °C for 2 hours])

Transglutaminase activity 78— 126 Uig A TEST [Hydroxamate method]

Arsenic (as As;04) Mot more than 2 ug's AJLTEST [Atomic absorption spectrophotometry ]
Heavy metals (as Pb) Not more than 20 pefe AJETEST [Sodium Sulfide colerimetry]
Acrobic plate count Not more than 3,000 /g Standard Methods of Apalysis in Japanese Food

Safety Regulation [Standard agar medium)|

Standard Methods of Analysis in Japanese Food
Safety Regulation [Standard agar medium]

Standard Methods of Analysis in Japanese Food
Safety Regulation [BGLB medium]

* All the methods are available on request to AJINOMOTO

Ingredients

Sodium L-Ascorbate, Lactose and others

Shelf-life

Transglutaminase, Sodium Polyphosphate, Sodium Pyrophosphate (anhydnde),

Eighteen months from manufacturing date in the original unopened package in cool dry place.

7t April, 2003
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AJINOMOTO

FOOD INGREDIENTS DEPARTMENT

AJINOMOTO CO., INC,
151, KYOBASHI 1-CHOME

CHUC-KU, TOKYD 104-3315 JAPAM

TEL : +21-3-5250-8146 FAX ; +81-3-5250-8287

PRODUCT INFORMATION
ACTIVA:TG-S

Packaging Specifications

Packaging items

Outer dimensions

Packaging material compositions

- i x " 1 2, o
<Individual packaging=  Pouches

=Cuter packaging™ Carton box
Partition
Pad (top)

Pad {bottom)

350 mm x 225 mm

440 mm x 310 mm x 225 mm

A00mm x 210 mm

425 mm x 293 mm

425 mm x 293 mm

FET/PE/AL/PE/L-LDFE
Center partition: L-LDPE
Corrugated fiberboard
Card board

Card board

Card board

<Weight= Gross weight

Met weight

I1.1kg

10 kg (1 kg x 10 bags)

*Pouches contain oxygen abserbers to maintain

Production Process

product functionality

Transglutaminase

Other materials |

f

Sieving

Product

i

7th April, 2003
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ANEXO 5. Perfil eletroforético da gelatina tipo B.

1 2 3
.

o -

212 kDa - E
170 kDa '. '

4 ——» sub-unidade

116 kDa - -
76 kDa — -

53 kDa -

Coluna 1 - padrdo contendo: miosina (212 kDa), a2-macroglobulina (170 kDa), B-galactosidase (116 kDa),
transferrina (76 kDa), glutamato desidrogenase (53 kDa); Coluna 2 - Gelatina tipo A; Coluna 3 - Gelatina

tipo B.

A eletroforese da gelatina foi conduzida de acordo com a metodologia descrita
por LAEMMLI (1970). A eletroforese foi realizada em sistema Miniprotean II (Bio-Rad
Laboratories Ltda., Cod.: 165-2940) com gel de 0,75 mm de espessura. Utilizou-se gel
de empilhamento de 4% e gel de separacdao de 6%. As amostras, dispersas em
tampao redutor (Tris-HCI 0,5M; pH 6,8; SDS 10%; glicerol 10%; B-mercaptoetanol 5%
e azul de bromofenol 0,1%), foram aquecidas a 95°C por 5 minutos. Aplicaram-se, nas
canaletas do gel, 25 ng de amostra. A corrida foi realizada a 120 V, a temperatura
ambiente (23 + 2°C), durante 2 horas. As bandas de proteina foram coradas segundo
manual de instrugdes do fabricante (Mini-Protean II: Dual slab cell, Instructors Manual,
Biorad Laboratories, Richmond, USA). Preparou-se uma solucao de Coomassie R-250
(0,1%) em 40 % de metanol e 10% de acido acético, para corar os géis e uma solucao
contendo metanol (40%) e acido acético (10%), para descorar os géis. A massa
molecular das proteinas foi determinada usando o kit padrdo de alto peso molecular
(Amershan Pharmacia Biotech Ltda., céd. 17-0615-01).
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ANEXO 6. Influéncia da concentracdo de proteina e tempo de

transglutaminase na formacdo de filmes pela técnica casting

reacao com

Concentracdo| Tempo de polimerizacdo com Tgase (minutos)
Proteinas de proteina 15 20 30 60
(%)
Caseina 7,0 + + + +
7,5 +/- +/- +/- -
8,0 - - - -
10,0 np np np np
Gelatina 7,0 + -
7,5 -
8,0 + - np np
10,0 +/- -

+, solucao filmogénica adequada para a formacao de filmes
-, solugdo filmogénica dificil de manipular na formagdo de filmes

np, gelatinizacdo rapida impossibilitando a formacdo do filme.



Anexos

ANEXO 7. Regressdo linear da resisténcia a tracao dos filmes de gelatina e caseina.
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