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RESUMO

A coacervagdo complexa heteroproteica (HPCC) é caracterizada pela interagdo entre proteinas
de cargas opostas, desencadeando um equilibrio entre uma fase liquida rica em proteinas (fase
coacervada) e outra fase liquida pobre em proteinas (solucdo de equilibrio). Diversos fatores
intrinsecos e / ou extrinsecos do meio reacional afetam a HPCC, incluindo a natureza das
proteinas envolvidas e o seu estado conformacional. Apesar da existéncia de generalidades no
processo de HPCC, a forma como cada variavel impacta o processo € dependente das
proteinas envolvidas. Neste trabalho foi avaliado o processo de HPCC entre a gelatina do tipo
A (GA) e a B-lactoglobulina (B-LG) apresentando diferentes estados estruturais. A B-LG foi
obtida a partir do isolado proteico de soro de leite e posteriormente submetida a desnaturagéo
termoinduzida (B-LG (TT)). O processo de HPCC entre GA e B-LG e entre GA e B-LG-TT foi
avaliado em funcdo do pH, forca idnica e razdo massica das proteinas envolvidas para
determinar as condicOes ideais de complexacdo. Complementarmente, os diferentes
coacervados complexos foram avaliados quanto a sua eficiéncia de encapsulacdo (EE) da
luteina. O tratamento térmico ocasionou a exposicdo dos grupos hidrofdbicos e sulfidrilas
livres na estrutura da B-LG. As condicBes ideais de coacervacdo complexa entre GA e B-LG e
entre GA e B-LG-TT foram identificadas em pH 6,5; minima forca i6nica e razdo massica
GA:B-LG de 2,5:1. O tratamento térmico aplicado a B-LG afetou negativamente o rendimento
de coacervacdo complexa com a GA, em comparagdo a B-LG. Os coacervados complexos
entre GA e B-LG e entre GA e B-LG (TT) exibiram uma elevada EE de luteina.

Palavras-chave: coacervacao complexa, proteinas, encapsulacéo, luteina



ABSTRACT

Heteroprotein complex coacervation (HPCC) is characterized by the interaction between
oppositely charged proteins, triggering equilibrium between a protein-rich liquid phase
(coacervate phase) and another protein-poor liquid phase (equilibrium solution). Several
intrinsic and/or extrinsic factors affect HPCC, including the nature of the proteins involved
and their structural aspects. In this work, the HPCC process between type A gelatin (GA) and
B-lactoglobulin (B-LG) displaying different structural states was evaluated. B-LG was
obtained from whey protein isolate and subsequently subjected to thermo-induced
denaturation (B-LG (TT)). The HPCC between GA and B-LG and between GA and B-LG (TT)
was evaluated as a function of pH, ionic strength and mass ratio of the involved proteins to
determine the ideal conditions for complexation. In addition, the different complex
coacervates were evaluated for their lutein encapsulation efficiency (EE). The heat treatment
promoted the exposure of hydrophobic and free sulfhydryl groups of the B-LG structure. The
ideal conditions for complex coacervation between GA and B-LG and between GA and -
LG (TT) were identified at pH 6.5; minimum ionic strength and GA:B-LG mass ratio of 2.5:1.
The heat treatment applied to B-LG negatively affected its complex coacervation yield with
GA compared to the one observed before heat treatment. The complex coacervates between
GA and B-LG and between GA and B-LG (TT) exhibited a high lutein EE.

Keywords: complex coacervation, proteins, encapsulation, lutein
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Proteinas sdo biopolimeros versateis e de grande relevancia na inddstria de
alimentos, sobretudo por sua importancia nutricional, capacidade de modular a textura de
produtos e de estabilizar emulsdes e espumas (Ach et al., 2015; Bouyer et al., 2011; Jones et
al.,, 2010; Matalanis et al.,, 2011). Em complemento a sua relevancia tecnoldgica, tais
polimeros vém sendo comumente aplicados pela comunidade cientifica no desenvolvimento
de estruturas supramoleculares inovadoras como filmes inteligentes, nanotubos e coacervados
(Krebs et al., 2008; McManus et al., 2016; Mezzenga & Fischer, 2013; Tiwari et al., 2008).
Os coacervados, por exemplo, tem sido propostos para a encapsulacdo de compostos
bioativos, purificacdo de moléculas e producdo de formulaces para alimentacdo parenteral
(Donald, 2008; Pathak et al., 2015; Wang et al., 2014; Weinbreck et al., 2003). Dentre as
aplicacBes sugeridas para a coacervacdo complexa entre proteinas, a encapsulacdo de
compostos bioativos de interesse se destaca pelo potencial de tais estruturas em proteger,
estabilizar, transportar e liberar de forma controlada esses compostos (Chapeau et al., 2016).

A coacervacao consiste em um fendmeno de equilibrio em um sistema coloidal
caracterizado pela formacdo de duas fases liquidas distintas, uma com maior concentracéo de
coloide, denominada fase coacervada, e outra menos concentrada, conhecida como solucao de
equilibrio (McNaught & Wilkinson., 1997). Quando a formacdo dessas duas fases &
desencadeada pela interacdo entre coloides de cargas opostas, o fenbmeno é denominado
coacervacao complexa (McNaught & Wilkinson., 1997).

Apesar da coacervacdo complexa entre diferentes coloides apresentar um
mecanismo genérico, a coacervacdo complexa heteroproteica (HPCC) apresenta certas
peculiaridades. Em complemento aos pardmetros reacionais classicos que condicionam a
coacervacao complexa, tais como concentracdo de coloides, pH e forca i6nica, na HPCC
também ¢ afetada por variagdes sutis do sistema. A titulo de exemplo, a modificacdo de
poucos aminoacidos na estrutura da proteina, pode desencadear a transi¢cdo de um regime de
coacervacao complexa para a formacdo de agregados amorfos (equilibrio liquido-sélido)
e/ou a formagdo de complexos moleculares soliveis (Croguennec et al., 2017). Portanto,
compreender como os fatores adjacentes ditam as interacdes entre as proteinas é determinante
para a elucidacdo do seu mecanismo de coacervagao complexa (Tavares et al., 2015).

No estudo da HPCC, a B-lactoglobulina (B-LG) se destaca por ser uma das
proteinas alimentares melhor caracterizadas do ponto de vista estrutural (Sarwar, 1997), e por
ser largamente aplicada em trabalhos sobre HPCC (Tavares et al., 2015)(Yan et al., 2013). A
gelatina, por sua vez, é uma proteina obtida pela hidrolise parcial do colageno (Duconseille et

al., 2015), sendo a principal proteina utilizada na microencapsulacdo de compostos de
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interesse por coacervagdo complexa (Wang et al., 2014). No entanto, ndo existem relatos na
literatura sobre a coacerva¢do complexa entre a B-LG e a gelatina do tipo A (GA), que é
obtida por meio da hidrolise acida do colageno.

Neste contexto, o presente trabalho avaliou o processo de HPCC entre a GA ¢ a -
LG apresentando diferentes estados estruturais. Para isso, a 3-LG foi obtida a partir de isolado
proteico de soro de leite (WPI) comercial pelo método de salting out, e entdo foi submetida a
tratamento térmico para indugdo de mudancas estruturais. O processo de coacervagdo
complexa entre GA e a B-LG antes e depois do tratamento térmico foi avaliado em funcéo da
razdo proteica, do pH e forca i6nica. Os coacervados complexos obtidos foram igualmente
avaliados quanto ao seu potencial em encapsular a luteina, um carotenoide com potencial de

modular positivamente a satde dos olhos (Giordano & Quadro, 2018).
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2.1 Objetivo geral

Com o intuito de produzir informagdes relevantes quanto ao impacto da estrutura
terciaria de proteinas globulares na HPCC e nas propriedades dos coacervados obtidos, o
presente projeto avaliou o processo de HPCC entre a GA e a B-LG em diferentes estados
estruturais. Em complemento, os coacervados obtidos foram avaliados quanto ao seu

potencial em encapsular a luteina.

2.2 Objetivos especificos

Para a execucdo do presente projeto, trés diferentes etapas foram conduzidas: (i)
Obtencdo, modificacdo estrutural e caracteriza¢do da B-LG; (ii) Determinacdo das condicGes
ideais e caracterizacdo do processo de coacervacao complexa entre a GA e as diferentes
formas estruturais da B-LG, e (iii) Avaliacdo do potencial dos coacervados obtidos para
encapsular a luteina.

A B-LG foi obtida a partir do isolado proteico de soro de leite comercial (WPI)
por meio da técnica de Salting Out, e entdo submetida a tratamento térmico em via liquida
para permitir sua desnaturacdo parcial, porém sem a formacdo de agregados insollveis
(70°C / Smin) B-LG (TT). A B-LG antes do tratamento térmico (B-LG) e a B-LG (TT) foram
caracterizadas por cromatografia de exclusdo de tamanho, cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa (HPLC-RP), hidrofobicidade de superficie e concentracdo de
grupos sulfidrila livres superficiais e totais.

O processo de HPCC da GA com a B-LG e com B-LG (TT) foi caracterizado pela
determinacdo da faixa de pH e de forca i6nica permitindo a formacdo de coacervados
complexos. O impacto da razdo massica entre as diferentes proteinas na morfologia das
estruturas formadas, bem como no rendimento de coacervagdo complexa foi igualmente
avaliado.

Por fim, a interagdo molecular entre a B-LG e a B-LG (TT) com a luteina foi
caracterizada por Quenching de Fluorescéncia e a eficiéncia de encapsulacéo de luteina pelos

coacervados complexos formados por GA / B-LG e GA / B-LG (TT) foi determinada.



21

3 REVISAO BIBLOGRAFICA




22

3.1 Prefacio

Diversos fatores intrinsecos e extrinsecos afetam o processo de coacervacgao
complexa entre proteinas (HPCC). Além das interacOes eletrostaticas, que sdo o principal
motor da associagdo entre as proteinas para a coacervacdo complexa, forcas de van der Waals
e interagcbes hidrofébicas também estdo frequentemente implicadas na formagdo dessas
estruturas supramoleculares. A natureza, o tamanho e a conformacgdo das proteinas
envolvidas, assim como as condicOes reacionais de concentracao proteica, forca idnica e pH
sdo capazes de modular o processo de HPCC. Nessas circunstancias, a diversidade e a
complexidade dos fatores envolvidos tornam a caracterizagdo dos processos de HPCC uma
tarefa desafiadora.

Este capitulo de Revisdo Bibliogréafica abordard, inicialmente, as caracteristicas
estruturais das proteinas de interesse neste trabalho: B-LG e GA. Em seguida sera discutido o
processo de HPCC abordando os principais mecanismos envolvidos e a importancia dos
fatores reacionais na determinacédo de suas condi¢Oes ideais. Na sequéncia, o fundamento das
principais técnicas analiticas aplicadas para a avaliacdo da HPCC, bem como suas vantagens e
limitacGes foram revisadas. A sumarizacao das técnicas analiticas discutidas neste capitulo de
Revisdo Bibliogréfica esta apresentada na Fig. 1. Por fim, as potenciais aplicacGes da HPCC

em diferentes campos serdo debatidas.
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Figura 1. Sintese das principais técnicas analiticas aplicadas na caracterizagcdo da
coacervacao complexa heteroproteica, com a indicacdo de sua aplicacdo em diferentes etapas
do processo. AbreviacOes: Titulacdo calorimétrica isotérmica (ITC); Espectroscopia de

Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR); Dicroismo Circular (CD); Espalhamento
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dindmico de luz (DLS); Microscopia de forca atbmica (AFM); Microscopia eletrénica de
transmissdo/varredura (TEM/SEM); Microscopia de campo claro (BFM); Microscopia de
contraste de fase (PCM); Microscopia confocal de varredura laser (CLSM) e Calorimetria

diferencial de varredura (DSC).

3.2 Caracteristicas das proteinas de interesse: p-LG e GA

As proteinas sdo constituintes importantes da dieta dos seres humanos para o
fornecimento de aminoacidos que serdo fundamentais na sintese de novas proteinas que
contribuirdo, por exemplo, com a manutencdo da massa muscular, respostas imunes,
sinalizacdo celular e catalise de reacdes (Henley et al., 2010). Além disso, no contexto da
industria de alimentos, ingredientes ricos em proteinas sdo importantes para a formulacao de
produtos, por exemplo, por promoverem a melhoria de certas caracteristicas sensoriais e por
poderem ser utilizadas na encapsulagéo de diferentes compostos bioativos. Entre as diferentes
fontes de proteinas utilizadas pela inddstria de alimentos, as proteinas do soro do leite e as
gelatinas merecem destaque.

As proteinas do soro de leite sdo proteinas globulares que possuem elevado valor
bioldgico. Essas proteinas sdo amplamente comercializadas na forma de concentrados e / ou
isolados proteicos para aplicacbes diversas em produtos formulados (Hoffman & Falvo,
2004). A B-LG é a proteina majoritaria do soro de leite bovino. Esta é uma proteina &cida,
composta por 162 residuos de aminoacidos organizados de modo a apresentar cerca de 10%
de a-hélices, aproximadamente 43% folhas-p ¢ em torno de 47% de estruturas ndo ordenadas
em sua estrutura nativa (Brownlow et al., 1997). Além disso, esta proteina apresenta cinco
residuos de cisteina (Cys): quatro deles envolvidos na formacao de duas ligacdes dissulfeto e
um residuo de Cys possui seu grupo tiol livre, porém oculto no interior da estrutura nativa da
proteina (Qin et al., 1998). A presenca das duas ligacbes dissulfeto é importante na
estabilidade da estrutura nativa da proteina, que apresenta uma temperatura de desnaturacao
de aproximadamente 75 °C (Croguennec, O’Kennedy, et al., 2004).

A B-LG possui duas isoformas principais: B-LG A e B-LG B, cujas massas
moleculares (Mw) sdo 18.362 Da e 18.277 Da, respectivamente (Tavares et al., 2015). Estas
duas isoformas se diferem uma da outra apenas pela substituicdo de dois residuos de
aminoacidos: o residuo 64 que corresponde ao acido aspartico na B-LG A, enquanto
corresponde a uma glicina na B-LG B; por sua vez o residuo 118 ¢ uma valina na -LG A e
uma alanina na B-LG B (Qin et al.,, 2008). Tal modificacdo ocasiona alteracdes nas
propriedades fisico-quimicas da B-LG. A B-LG A, por exemplo, é ligeiramente mais
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hidrofébica e mais negativamente carregada (p.I=5,1) do que a B-LG B (p.1=5,2) (Kizilay et
al., 2014; Maller, 2013; Qin et al., 2008).

Em solugdo, a B-LG existe como dimeros ndo covalentes em equilibrio com suas
formas monomeéricas. Esse equilibrio pode ser afetado pela concentracdo de proteinas, pH,
forga idnica e mudancas de temperatura (Croguennec et al., 2017). Além de apresentar
excelentes tecno-funcionalidades, como sua elevada solubilidade, boas propriedades
gelificantes, emulsificantes e espumantes, a estrutura terciaria B-LG tem sido reportada por
ser capaz de se ligar a uma série de compostos bioativos (Chatterton et al., 2006; Couto et al.,
2021). Trés sitios preferenciais de ligagdes com compostos bioativos hidrofébicos foram
identificados na estrutura da proteina (Fig. 2), o que possibilita a potencial encapsulacéo,
transporte e protecdo destas moléculas (EI-Salam & EI-Shibiny, 2012; Chatterton et al., 2006;
Couto et al., 2021; Madureira et al., 2007).

Close to dimmer
interface and a-Helix

Figura 2: Estrutura da B-LG (PDB: 1GX8), com a indicacdo de potenciais sitios de interacdo
de moléculas de carater hidrofdbico.

As gelatinas, por sua vez, estdo entre os principais agentes gelificantes utilizados
pela industria de alimentos (Wang et al., 2014). As gelatinas sdo polimeros naturais obtidos

pela degradacdo hidrolitica parcial do colageno. Segundo as condi¢des de hidrdlise do
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coldgeno, dois tipos de gelatina podem ser obtidos: (i) gelatina do tipo A (GA), cujo pl é em
torno de 9,2, é obtida pelo processo de hidrélise em condigdes acidas do colageno que
normalmente apresenta menor complexidade estrutural, encontrado na pele de porco; e (ii) a
gelatina do tipo B (GB), cujo pl € aproximadamente 5,0, é obtida pela hidrélise em condicdes
alcalinas do colédgeno que comumente apresenta maior complexidade estrutural, encontrado
da pele bovina (Lv et al., 2019; Sahoo et al., 2015). No processo de hidrdlise em condic¢Bes
alcalinas ha um favorecimento da desamidacdo dos residuos de asparagina e glutamina
formando &cido aspartico e acido glutamico, respectivamente, portanto, a proporcao de acido
glutdmico e acido aspéartico é maior na GB em comparacdo com a GA (Duconseille et al.,
2015; Singh et al., 2002; Taheri et al., 2009). Em complemento, as moléculas de GB
apresentam formas mais estendidas em comparacdo com as moléculas de GA (Croguennec et
al., 2017; Veis & Cohen, 1958).

As fontes mais abundantes para a produgdo das gelatinas sdo coprodutos de
origem animal. A principal matéria prima utilizada, responsavel por 46 % do total, é a pele de
porco, seguida pelo couro bovino com 29,4 % e dos 0ssos suinos e bovinos com 23,1 % do
total (Alipal et al., 2021; Gomez-Guillén et al., 2009; Sultana et al., 2018). A gelatina oriunda
de peixes tem uma participacdo de apenas 1,5% da producéo total de gelatinas (Alipal et al.,
2021; Gbémez-Guillén et al., 2009; Sultana et al., 2018). Segundo Farris et al., (2010) na
gelatina extraida da pele suina, cerca de 66,15 % de todos os seus residuos de aminoacidos
correspondem a glicina, prolina, alanina e hidroxiprolina, enquanto os demais 33,85% se
dividem nos outros residuos de aminoacidos presentes. Em contrapartida, as gelatinas ndo sao
consideradas proteinas completas pela deficiéncia de aminoécidos essenciais (ex. triptofano).

A estrutura quimica das gelatinas compreende um conjunto de cadeias
polipeptidicas. Como apresentado na Fig. 3, as cadeias a sd3o o resultado da hidrolise do
colageno, sendo cadeias polipeptidicas Unicas e possuem uma massa molecular por volta de
100 kDa, correspondendo a uma cadeia de primeira ordem. As interacfes covalentes entre as
cadeias a ddo origem as cadeias B e y (Alipal et al., 2021; Mariod & Adam, 2013). Por
consequéncia, as cadeias f sdo compostas por duas cadeias a covalentemente ligadas, com
uma massa molecular cerca de 200 kDa, sendo denominadas cadeias de segunda ordem. Por
sua vez, as cadeias y sdo o resultado da reticulagao de trés cadeias o através de interacOes
covalentes, gerando uma estrutura de terceira ordem com um massa molecular de
aproximadamente 300 kDa (Diaz et al., 2011; Gomez-Guillen et al., 2011; Taheri et al.,
2009). A distribuicdo dessas estruturas podem ser influenciadas pelos rearranjos espaciais

entre as cadeias e por suas diferentes interacdes (Duconseille et al., 2015; Guo et al., 2003).
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Adicionalmente, segundo Elharfaoui et al., (2007) podem existir outras estruturas de gelatinas
com maior massa molecular, que sdo denominadas microgéis, embora ndo formem géis

verdadeiros.

15¢ order 2 order 3" order

1 a-chain %
2 a-chains ;@MWO %

Figura 3: Possiveis ordens de organiza¢dao das cadeias o para a conformacdo da gelatina

(adaptado de (Guo et al., 2003)).

Assim como a B-LG, as gelatinas também apresentam étimas propriedades tecno-
funcionais. Como baixa concentracdo critica de gelificacdo, alta dispersibilidade em sistemas
aquosos, capacidade de retencdo da dgua, de formacao de hidrogéis, de formacéo de filmes de
revestimento. Além de sua habilidade para encapsular, proteger e transportar compostos
bioativos (Calvarro et al., 2016; Gomez-Guillen et al., 2011; Nur et al., 2014; Ramos et al.,
2016). Na industria de alimentos, de cosméticos e farmacéutica, as gelatinas tém sido
amplamente aplicadas como agentes gelificantes, estabilizantes e clarificantes (Elgadir et al.,
2013; Alipal et al., 2021; Ma et al., 2016; Mariod & Adam, 2013).

3.3 Coacervacdo Complexa Heteroproteica (HPCC)

A coacervacdo é um fendmeno de equilibrio de um sistema coloidal caracterizado
pela formagdo de duas fases liquidas distintas. Uma com maior concentragdo de coloide
denominada como fase coacervada, e outra menos concentrada conhecida como solucdo em
equilibrio (McNaught and Wilkinson., 1997). Em funcdo do nimero de polimeros diferentes
envolvidos no processo, a coacervagdo pode ser classificada em coacervagéo simples e/ ou
coacervacdao complexa (Nairm, 1995). A coacervacdo simples baseia-se na formacdo de
coacervados contendo um anico polimero por desidratacdo ou déficit de agua devido a adicao

de um sal ou &lcool (Bachtsi & Kiparissides, 1996). Em contraponto, quando essa separagao
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de fases € induzida pela interacdo de coloides com cargas opostas, o fendmeno é chamado de
coacervacao complexa (McNaught and Wilkinson., 1997).

Apesar das interacOes eletrostaticas ditarem o0s passos iniciais do mecanismo de
coacervacdao complexa, interacdes hidrofobicas, forcas de van der Waals e outras interacGes
ndo covalentes podem estar envolvidas. A concentracdo dos polimeros, sua razdo molar e a
temperatura do meio reacional tém, igualmente, papel importante na formacao dos complexos
(Newton & Tarcha, 1991; Xiao et al., 2014). A coacervacdo complexa entre proteinas e
polissacarideos tem sido extensivamente estudada (Kayitmazer et al., 2013; Kizilay et al.,
2011; Schmitt & Turgeon, 2011). Porém, a coacervagdo complexa entre proteinas (HPCC) é
consideravelmente menos descrita na literatura, embora um grande nimero de grupos de
pesquisa tenham comecado a se interessar neste fendmeno (Croguennec et al., 2017). A
HPCC tem atraido a atencdo, principalmente, devido a suas aplicacBes potenciais como na

encapsulacao e transporte de compostos bioativos (Chapeau et al., 2016; Tavares et al., 2014).

3.3.1 Mecanismo da coacervacdo complexa

Assim como em outros sistemas de coacervacdo complexa, a HPCC também é
regida inicialmente por interacOes eletrostaticas, portanto o processo pode ser afetado pelo
aumento da forca ibnica (Nigen et al., 2007). Normalmente, a HPCC entre proteinas
globulares acontece em fraca forca idnica e em uma faixa estreita de pH, entre o pl das
proteinas envolvidas (Croguennec et al., 2017). Em complemento, outro fator importante na
HPCC ¢é a estequiometria entre as proteinas. Diferentemente de outros modelos de
coacervacao complexa, a HPCC entre proteinas globulares é dependente de uma compensacao
de carga e tamanho entre as proteinas envolvidas (Desfougeéres et al., 2010). Segundo Sliwka,
(1975), na coacervacdo complexa, primeiramente, os polimeros opostamente carregados
formam complexos a nivel molecular. Esses complexos se associam levando a formacdo de
microparticulas da fase coacervada, causando aumento na turbidez da mistura. Apos
determinado tempo, as microparticulas sofrem um efeito de coalescéncia e decantam, gerando
um modelo bifasico distintamente visivel como apresentado na Fig. 4. As mesmas etapas

podem ser verificadas na HPCC.
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Figura 4: Etapas principais da coacervagdo complexa. (i) mistura de dispers6es de polimeros,
(if) mistura turva e formacao de estruturas supramoleculares, (iii) associagdo dos complexos e

separacao de fases.

Entre os mecanismos de HPCC apresentados na literatura, a HPCC entre apo a-
lactoalbumina (a-LA) e a Lisozima (LYS) descrito por Salvatore et al., (2011) é sem davidas
0 melhor elucidado. Como apresenta a Fig. 5, a formagao dos complexos moleculares entre a-
LA e LYS é feita por meio de interacGes em sitios especificos na superficie das proteinas para
a formacdo de heterodimeros. A formacdo de tetrameros pela associacdo de heterodimeros
requer sitios de interacdo adicionais na superficie das proteinas. No caso dos complexos entre
apo a-LA e LYS, a auséncia do atomo de calcio na estrutura da a-LA exple outro sitio

eletronegativo na superficie da proteina que é determinante para a formacdo de tetrdmeros.
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Nos tetrameros, a maioria das regifes carregadas na superficie das proteinas esta indisponivel,
porém interagdes hidrofobicas permitem a formacdo de novas estruturas supramoleculares
pela interacdo entre os tetrdmeros (Salvatore et al., 2011)(Nigen et al., 2007).

Além disso, neste caso, outro fator importante é a temperatura. Quando 0 processo
de interacdo entre as duas proteinas é realizado em temperaturas inferiores a temperatura de
desnaturacdo da apo a-LA (30 °C), os tetrametros se associam formando agregados amorfos.
Em contrapartida, em temperatura igual ou (ligeiramente) superior a 30 °C, os tetrdmeros se
associam para formagdo de coacervados. Dessa forma, o aumento da mobilidade da apo a-LA
acima de 30°C garante 0 acesso a regides hidrofobicas no interior da proteina, necessarias
para a formacdo dos coacervados. Apesar da holo a-LA poder formar heterodimeros com a
LYS, esse sistema ndo permite a formacéo de tetrdmeros e, portanto, ndo leva a formacéo de

coacervados.
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Figura 5: Representacdo esquematica do mecanismo HPCC entre apo a-LA e LYS.

Adaptado: (Salvatore et al., 2011). Autorizacdo de uso apresentada nos anexos.

3.3.2 Influéncia dos parametros reacionais na HPCC

O principal fator desencadeante da coacervacdo complexa é a diminuicdo da
energia eletrostatica livre por meio das interacdes entre os coloides de cargas opostas (Schmitt
& Turgeon, 2011). No entanto, na HPCC certos fatores reacionais podem afetar mais
intensamente os fendmenos de interacdo molecular, comparativamente a outros processos de

coacervacao complexa, entre eles o pH, a forca i6nica, a concentracdo de proteinas, a razao
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entre as proteinas e a temperatura (Croguennec et al., 2017). A Tabela 1 apresenta uma
compilacdo das condigdes reacionais ideais utilizadas em estudos sobre HPCC envolvendo [3-
LG ou GA. E digno de nota, que ndo ha na literatura descri¢do do processo de coacervacéo
complexa entre a B-LG e a GA. Cada um dos principais parametros reacionais Serdo
discutidos na perspectiva de evidenciar como podem impactar tanto de forma negativa quanto
de forma positiva no processo de HPCC.

Tabela 1: Condicbes reacionais ideais (pH, forca idnica e estequiometria de proteinas) de

HPCC envolvendo gelatinas e/ou B-LG.

) . Razéo molar ou
o Faixade Forca ibnica o .
Biopolimeros o razdo massica dos Referéncias
pH maxima (mM)

coacervados
B-LG i i (Tavares et al.,

A 5,5-6,0 <30 4< B-LG/LF<8 2015)
B-LG i i _ (Anema & de

B 5,0-7,3 <100 B-LG/LF =3 Kruif, 2014)
B-LG 5,5-6,0 <30 4< B-LG/LF< 8 (Tavares et al.,

B 2015)

LF

i i A (Kizilay et al.,
B-LG 6,0 —_ B-LG/LF=2:1 2014)
B-LG (Flanagan et al.,

AB 7,0-6,2 <20 B-LG/LF =4 2015; Yan et al.,

2013)

i i _ (B-LG/LF)/B9=  (Chapeau etal.,
B-LG LF-B9 55 112 2016)
B-LG 75 =10 B-LG/LYS=1:2 (Ainisetal., 2019)

LYS . (Diarrassouba et
B-LG 7,5 —_ B-LG/LYS=2:1 al.. 2015)
B-LG

i i i _ ) (Pathak et al.,
B-LG GB 5,5-6,0 0 B-LG/GB=0,75:1 2015)

A (Tiwari et al.,

GA GB 6,3 <50 GA/GB=3:2 2008)

GA Cas 6,0 — GA/Cas=2:1 (Zhaoetal., 2020)

GA  LYS 70 ~10mM  GA/LYS=147 (Antonovetal,

2017)

(*) LYS: Lisozima; (*) Cas: Caseinato de sodio; (*) B9: Vitamina B9

Efeito do pH: O pH é uma variavel fundamental para a formacéo de coacervados

complexos entre proteinas, por impactar na carga superficial das proteinas envolvidas no
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processo, e consequentemente na atracdo / repulsdo eletrostatica entre elas (Rabelo et al.,
2019; Weinbreck et al., 2003). Os coacervados complexos entre proteinas usualmente séo
formados em faixas de pH bastantes estreitas, entre o pl das proteinas envolvidas (Schmitt et
al., 1998; Siow, 2012). Frequentemente, os complexos moleculares formados entres as
diferentes proteinas, que evoluirdo para a formacao dos coacervados complexos, atingem uma
carga proxima a neutralidade (Yan et al., 2013). Em complemento, durante a interacdo das
proteinas, a liberacdo de contra-ions pode levar a uma variacdo do pH do meio reacional, que
dependerd também da razdo da mistura entre as proteinas (Flanagan et al., 2015). Por
exemplo, Tavares et al., (2015) descrevem que a coacervagdo complexa entre Lactoferrina
(LF) e B-LG A e entre LF e B-LG B ocorreu na faixa de pH entre 5,0 e 6,0, no entanto, o pH
ideal para a HPCC da LF com a B-LG A foi de 5,5 enquanto com a p-LG B foi de 5,75. Em
contrapartida, Yan et al., (2013) relatam que a formacao de coacervados complexos entre LF e
B-LG (contendo as isoformas A e B) ocorre na faixa de 5,7-6,2, tendo um pH ideal de 6,0. Em
pH inferiores a 6,0, as misturas entre LF ¢ B-LG apresentaram elevado grau de auto agregacéo
da B-LG (proximidade do pl desta proteina, entre 5,1 e 5,2).

Em adicdo, a formacdo de complexos entre GA e GB ocorreu na faixa de pH entre
5,5 e 6,5, com condicdo ideal em pH 6,3 (Tiwari et al., 2008). No entanto, a coacervagao
complexa entre GA e GB em presenca da goma acécia levou a uma modificacdo das
condicdes ideais de formacgédo dos complexos para uma faixa de pH entre 3,5 e 4,5, em razdo

da participacdo desta goma nos complexos obtidos (Siow, 2012).

Efeito da forca idnica: O aumento da forca idnica do meio reacional leva a um
enfraquecimento das interacdes eletrostaticas entre as proteinas, e por esta razao, a resisténcia
do processo de HPCC ao aumento da forca ibnica é importante na caracterizacdo do seu
mecanismo (Kruif et al., 2004; Tavares et al., 2015). Como as interacfes eletrostaticas sdo
essenciais nas primeiras etapas da coacervacdo complexa, quando se trabalha com
concentracdes elevadas de sal, os ions interagem nas regides carregadas das proteinas e
“blindam” os sitios de interagdo necessarios para a coacervagdo complexa (Rabelo et al.,
2019; Zheng et al., 2020). Nessa perspectiva, Pathak et al., (2014); Pathak et al., (2015)
relataram que o processo de coacervagdo complexa entre LF e B-LG apresenta elevada
sensibilidade a forcas i6nicas superiores a 25 mM. Em adi¢do, para misturas entre GA e GB,
bem como, entre gelatinas e outras proteinas como a BSA ¢ a 3-LG ndo ha dados na literatura
quanto ao valor minimo de forca idnica capaz de impedir a formacao de coacervados (Tiwari
et al., 2008).
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O aumento progressivo da forca ionica do sistema reacional leva a uma
diminuicdo da taxa de formacdo dos coacervados complexos (Nigen et al., 2009). Em geral,
os estudos disponiveis na literatura limitam-se a influéncia do NaCl na turbidez e no tamanho
das estruturas supramoleculares formadas. Entretanto, a natureza do sal e os efeitos de
Hofmeister, impactam de forma diferente no processo de HPCC (Zheng et al., 2020). Esses
comportamentos podem estimular reacOes diferentes, por exemplo, Priftis & Tirrell, (2012)
observaram que a concentracfes ideais de NaCl podem converter precipitados sélidos em

coacervados complexos, pelo enfraguecimento das interacdes eletrostaticas.

Efeito da concentracdo de proteinas: A concentracdo proteica total € um fator
importante para a formacao de coacervados, pois uma elevada concentracdo de proteina pode
levar a uma transicdo entre regimes de coacervagdo e agregacao.

A alteracdo na concentracdo das proteinas afeta sua distancia intermolecular,
causando alteracGes na cinética de associacdo e o potencial de energia necessario para a
interacdo entre as proteinas (Yan et al., 2013). De acordo com Yan et al., (2013), em um
mesmo pH, a mistura entre LF e B-LG pode levar a formagdo de agregados em uma
concentracdo de 50 g / L. Em compensacdo, a formacdo de coacervados complexos pode ser
observada em concentracdes entre 10 a 40 g/ L, entretanto, em uma concentracdo da ordem
de 1 g/ L ndo é possivel observar a formacédo de estruturas supramoleculares. Concentracdes
proteicas muito pequenas, podem ndo ser o suficiente para garantir que os complexos
moleculares formados possam evoluir para a formacdo de coacervados, como descrito por

Tavares et al., (2015), igualmente no caso da coacervacao complexa entre LF e B-LG.

Efeito da raz&o entre as proteinas: A razdo molar de mistura entre os coloides
de cargas opostas apresenta maior influéncia no rendimento de coacervag¢do complexa do que
na coacervacdo em si (Weinbreck et al., 2003). Dessa forma, as alteracdes da razdo de mistura
podem diminuir o rendimento de coacervacdo por desequilibrar as cargas positivas e
negativas do sistema. De acordo com Anema & Kruif, (2014), para a formacdo dos
coacervados complexos, os complexos moleculares formados entre LF e B-LG deveriam ter
uma razao molar de 1:3. Em contrapartida, Yan et al., (2013), descrevem uma estequiometria
ideal para a formagdo de coacervado entre LF e B-LG de 1:1 (m / m), equivalendo a uma
razdo molar de 1:4.

Para estudos envolvendo gelatinas, encontra-se uma estequiometria de ligagéo

ideal de 3:2 (m/ m) na complexagdo entre GA e GB, sem maiores descricbes do processo
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(Tiwari et al., 2008). Em outros estudos envolvendo GB e BSA (Pathak et al., (2014)) e GB e
B-LG (Pathak et al., (2015)), os autores relatam que a coacervagao foi possivel com uma razéo
superior de BSA ou B-LG do que GB. No entanto, quando a BSA ou B-LG tiveram a mesma
proporcdo da GB, ou seja, com uma razdo massica de 1:1, ndo houve a formacdo de

coacervados.

Temperatura: A influéncia da temperatura na coacervacdo complexa tem sido
mais associada ao processo de HPCC, do que para outros coloides, sendo igualmente bastante
da dependente natureza de cada proteina (Blocher & Perry, 2017). Para Salvatore et al.,
(2011) a mistura entre apo a-LA e LY'S apresentou a formagdo de coacervados complexos em
uma temperatura igual ou ligeiramente superior a temperatura de desnhaturacdo da apo a-LA.
No entanto, abaixo dessa temperatura a formacdo de agregados amorfos foi descrita. Em
contraste, no sistema heteroproteico contendo LF e B-LG, conforme descrito por Anema & de
Kruif, (2014), pequenas variagbes de temperatura ndo afetaram significativamente a

intensidade de espalhamento de luz (tamanho) das estruturas supramoleculares formadas.

3.4 Principais técnicas analiticas para a caracterizacdo da HPCC

O processo de HPCC ¢é viabilizado pela combinacdo de diversos fatores como
diferentes tipos de interacdes de curto e longo alcance, condicbes reacionais especificas, além
das diferentes particularidades estruturais de cada proteina envolvida. Variagdes sutis nesses
diferentes parametros podem acarretar grandes variagdes nos parametros termodinamicos da
HPCC. Neste contexto, varias ferramentas e técnicas analiticas tém sido aplicadas para
estudar e compreender as diferentes facetas do processo de HPCC. Dessa forma, nesta secdo
serdo relatadas as principais ferramentas e técnicas analiticas que sdo usualmente empregadas
na caracterizacdo do processo de HPCC. Sera discutido qual o fundamento das técnicas e
como elas podem ser aplicadas no estudo da interacdo das proteinas para a formacdo de

coacervados complexos.

3.4.1 Turbidimetria

A turbidimetria é baseada na técnica de espectrofotometria, com a capacidade de
medir a turbidez de uma solugdo através da reducdo de transmitancia da luz incidida sobre ela,
dentro da regido da luz visivel (em geral 600 nm). Esta € uma das técnicas mais aplicadas para
estudar o processo de formacéo de estruturas supramoleculares entre proteinas em fungéo de

alteracdes da forca idnica, temperatura, razdo de mistura e pH do meio reacional, auxiliando
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na identificacdo de condicdes ideais para a HPCC (Croguennec et al., 2017). A Fig.6
apresenta diferentes exemplos da aplicagdo da turbidimetria na caracterizacdo da HPCC entre
diferentes proteinas. Ainis et al., (2019) avaliaram a interacdo entre a B-LG com LYS e com
Napin de colza (NAP) através da turbidez das misturas em funcao das razdes molares e do
pH, em uma concentracdo total de proteina de 0,1 mM (Fig. 6A). Os autores observaram que
as misturas entre B-LG e LYS apresentaram a maxima turbidez em pH 7,5, e uma razdo molar
de 0,67 de B-LG/LYS. Entretanto, o sistema B-LG + NAP ndo mostrou alteracbes na
turbidez em nenhuma das condicbes testadas, sugerindo a ndo formacdo de estruturas
supramoleculares entre as proteinas.

A Fig. 6B mostra a evolucéo da turbidez, bem como do potencial-zeta em funcao
do pH, da mistura de GA e GB na razdo massica de 3:2. A maxima turbidez foi atingida ao
redor do ponto onde o potencial-zeta da mistura se aproximou de zero. A medida que o
potencial-zeta se distanciou deste valor, houve uma diminuicdo na turbidez, associada a
ruptura dos complexos heteroproteicos (Tiwari et al.,, 2008). Em complemento, o
acompanhamento da cinética da turbidez pode trazer elementos importantes no estudo da
influéncia de diferentes fatores reacionais nas estruturas supramoleculares formadas durante a
mistura de proteinas de cargas opostas (Anema & Kruif, 2016; Nigen et al., 2009; Tavares et
al., 2017; Zheng et al., 2020). A Fig. 6C mostra como a presenca de uma pequena molécula de
carater hidrofobico (sonda ANS) em concentragdes crescentes afetou o perfil da cinética de
turbidez de misturas contendo 0,5 mM de B-LG e 0,05 mM de LF a pH 5,5. Em menores
concentracdes de ANS, onde a formacdo de coacervados complexos foi observada, a turbidez
maxima foi atingida no inicio do processo e tendeu a diminuir durante o periodo de 60 min
em razdo da coalescéncia e decantacdo dos mesmos. Em contraste, a mistura com a maior
concentragcdo de ANS, onde agregados amorfos foram formados, teve um comportamento
atipico comparada as demais, comecando com uma baixa turbidez que aumentou durante o

periodo de avaliacdo (Tavares et al., (2017).
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Figura 6: Determinacdo do desenvolvimento da complexacdo entre proteinas através das
medicdes de turbidez em funcéo de diferentes fatores. (A) Turbidez dos sistemas -LG + LYS
e B-LG + Napin de colza (NAP) em funcdo do pH e razdo molar de mistura (Ainis et al.,
2019). (B) Turbidez e potencial-zeta de misturas entre as gelatinas do tipo A e do B em
funcdo do pH (Tiwari et al., 2008). (C) Cinética da evolucdo da turbidez de misturas contendo
B-LG e LF com diferentes concentracdes de ANS (Tavares et al., 2017). As autorizacOes de

uso das figuras estdo apresentadas nos Anexos.

3.4.2 Potencial zeta (§)

A determinacdo do potencial { das proteinas individualmente e em mistura
permite gerar informagdes sobre a magnitude da repulsdo ou da atragdo eletrostatica entre
elas. Sendo um pardmetro fundamental para a determinacdo da estabilidade dos coloides. Em
torno de uma particula carregada h4 uma primeira camada, chamada de camada de Stern
seguida de uma camada difusa (fase dispersa ou plano de cisalhamento), como mostra a Fig.
7A. O potencial de Stern é o potencial elétrico no limite da camada de Stern. Com o
afastamento da superficie do coloide h4 uma diminuicdo da densidade de carga. O potencial
zeta é aquele apresentado no limite dessa camada difusa (Cano et al., 2018; Lowry et al.,
2016; Olivier, 1965).
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Na HPCC, as proteinas opostamente carregadas interagem entre si, para formar
primeiramente complexos moleculares que evoluem para os coacervados complexos,
dependendo do mecanismo e condi¢des reacionais envolvidas. O entendimento das interacdes
eletrostaticas na formacdo dos complexos moleculares é primordial para elucidar os
mecanismos de HPCC (Cano et al., 2018; Zheng et al., 2020). Durante a formacdo de
coacervados complexos heteroproteicos, espera-se que o potencial { dos complexos
moleculares formados seja zero, no entanto, esse potencial na maioria dos casos ndo é
atingido em razdo da anisotropia de carga e do impedimento estérico nas proteinas envolvidas
(Missana & Adell, 2000). Uma das técnicas mais comumente aplicadas para a determinacdo
do potencial ¢ é através da eletroforese de laser doppler, que mede a velocidade de
deslocamento das moléculas em um liquido pela aplicacdo de um campo elétrico. Essa
mobilidade eletroforética esta diretamente relacionada com a protonacédo e desprotonacdo dos
grupos ionizéaveis da molécula, conforme a equacdo de Henry (Olivier, 1965; Rabelo et al.,
2019; Zheng et al., 2020).

U 2elF(Ka)

i — 1)
n

Onde: U/ E é a mobilidade ou velocidade eletroforética (m?v-s'«107%); &€ é a constante

dielétrica (adimensional); { é o potencial zeta (mV); 1 € a viscosidade (cP); e F(Ka=1,5) € a

funcdo de Henry.

O potencial { das proteinas, pode ser afetado por diversas condi¢des reacionais
como o pH, a forca idnica e mesmo a concentracdo de proteina. Nos estudos de HPCC ¢
comum a determinagdo do potencial { das proteinas individualmente e em mistura em funcdo
do pH do meio reacional para a triagem de condic@es de coacervacdo favoraveis (Zheng et al.,
2020). Tiwari et al., (2008) no estudo da HPCC entre GA e GB, avaliaram o potencial ¢ das
proteinas individualmente e em mistura (Fig. 7B) A GA, que apresenta um pl de 9, apresentou
um potencial ¢ positivo abaixo de seu pl e negativo acima dele. A GB, por sua vez, apresenta
um pl de 5, e apresentou um potencial { positivo abaixo deste pH e negativo acima dele. Os
complexos obtidos pela mistura das proteinas apresentaram um potencial { préximo a zero no

pH de 6,5, condi¢do em que os autores reportaram a coacervacao complexa entre as proteinas.



37

mv

A) Stern layer i Electric double layer

\ i B) °
. Diffuse layer 30
o9 Negatively ?g 2
—— charged Particle 3 10

| : : &
; P § 0

bl g
: Surface potential M e
P 2

Distance from particle surface

Figura 7: AvaliacBes coacervacdo complexa entre proteinas através do potencial (). A)
Sistema ilustrativo do potencial ({); B) Determinacao do potencial zeta das gelatinas do tipo A
e B e seus complexos na razdo massica de 3:2 (Tiwari et al., 2008). As autorizacdes de uso

das figuras estdo apresentadas nos Anexos.

3.4.3 Titulacdo Calorimétrica Isotérmica (ITC)

A ITC é uma técnica experimental que permite a determinacdo de diferentes
parametros termodindmicos como entalpia (AH), entropia (AS) e energia de Gibbs (AG), além
da constante de afinidade do processo de interacdo entre diferentes moléculas (Zheng et al.,
2020). Desta maneira, os resultados de ITC podem fornecer informagdes importantes sobre a
formacdo de complexos moleculares entre proteinas de cargas opostas, Uteis na compreensao
da HPCC (Priftis et al., 2012). Por esta razdo, essa técnica é muito utilizada em estudos de
coacervacao complexa entre proteinas. Para este fim, o principio da técnica se fundamenta em
colocar uma das proteinas na cela de amostra do equipamento, enquanto a outra proteina é
injetada progressivamente na cela de amostra. Enquanto ha o monitoramento de qualquer
mudanca de energia entre a cela de referéncia e a cela da amostra a cada inje¢do, por meio da
medicdo da poténcia necessaria para manter a temperatura igual entre as duas celas (Fig. 8A)
(Kayitmazer, 2017). Na cela de referéncia usualmente é adicionado a solucdo tampé&o
utilizada no preparo das amostras.

Como esquematizado na Fig. 8A, acoplado a cela de amostra encontra-se uma
seringa que € utilizada para adicionar nela um determinado numero de aliquotas da segunda
proteina em intervalos de tempo controlados e sob agitacdo constante. No momento de

contato entre as moléculas, quando ha interacdo entalpicamente ndo nula, uma diferenca de
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temperatura entre as celas é observada. Sendo posteriormente convertida em poténcia
necessaria para manter as temperaturas idénticas, traduzidas pelo equipamento como 0s picos
que aparecem na parte superior dos termogramas das Fig. 8B, 8C e 8D. O calor gerado ou
consumido a cada uma das injecOes € correlacionado a quantidade de moléculas injetadas e
plotado versus & razdo entre as moléculas na cela a cada injecdo (painéis inferiores Fig. 8B,
8C e 8D) (Zheng et al., 2020). Para a determinacdo da entalpia da interacdo (AH) deve ser
feita a correcdo atrelada ao calor de diluicdo dos experimentos controle no qual o solvente
presente na seringa € titulado na molécula presente na cela de amostra e igualmente, a
molécula presente na seringa € titulada na cela de amostra contendo apenas o tampdo de

preparo das amostras (Kayitmazer, 2017).
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Figura 8: Termogramas de ITC obtidos no estudado da interacdo entre proteinas. A)
Esquema da montagem da titulacdo calorimétrica isotérmica; B) Modelo dos termogramas do
ITC, superior: dados brutos, inferior: dados integrados de entalpia versus razdo entre as
moléculas (Zheng et al., 2020). C) e D) Termogramas da complexacdo de p-LG/LYS e B-
LG / NAP, respectivamente, superior: dados brutos e inferior: entalpia e turbidez dos
complexos em funcdo da razdo molar (Ainis et al., 2019). As autorizacdes de uso das figuras

estdo apresentadas nos Anexos.

O ajuste de modelos aos termogramas pode permitir a obtencdo de parametros
importantes da interagdo como a constante de dissociagdo (Kd), a estequiometria de ligagcdo

(N) e outros parametros termodinamicos, conforme equacdes (2) a (5)

[AB]
[A][B] )

AG = —RT In (Kd) ?)

Kd =
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AG = AH — TAS (4)
ACp = d(AH)/dT (5)

Ainis et al., (2019) estudaram as interagdes entre B-LG / LYS e B-LG / NAP por
meio de ITC e obtiveram termogramas apontando comportamentos diferentes para os dois
sistemas (Fig. 8C e D). Na interagdo entre B-LG /LYS (Fig. 8C), foi observado um perfil
exotérmico, com maiores intensidades nas primeiras injec@es, por outro lado, a interacdo entre
B-LG / NAP (Fig. 8D), teve um comportamento mais complexo, com um perfil inicialmente

endotérmico, que se torna exotérmico durante a titulag&o.

3.4.4 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

A técnica de DLS é frequentemente utilizada na determinacdo do tamanho de
particulas em suspensdo. A luz espalhada pelas particulas em suspensdo possibilita a
estrapolacdo da sua distribuicdo de tamanho, através da equacdo de Stokes-Einstein (Eq. 6)

(Stetefeld et al., 2016).
kT

D= (6)

- 3nndp

Onde: D € o coeficiente de difusdo; k é a constante de Boltzmann; T é a temperatura, n é a

viscosidade da solugdo; d,, € o diametro hidrodinamico.

A confiabilidade dos resultados de DLS é determinada pela intensidade de luz
espalhada e o tamanho médio Z que é fornecida pelas diferentes formas e tamanhos de
particulas na amostra. Dessa forma, as moléculas de maior tamanho tém maior espalhamento
de luz comparativamente as moléculas de menor tamanho, por isso em geral, sdo
preponderantes no tamanho médio Z. Aléem do tamanho médio das particulas, o indice de
polidispersidade gerado na andlise € Util na caracterizacdo de interacGes moleculares (Anema
& Kruif, 2016; Bourbon et al., 2015; Monteiro et al., 2016).Tiwari et al., (2008) estudaram o
tamanho medio Z e a polidispersidade das particulas da solucdo de equilibrio obtida na
coacervacdo complexa entre GA e GB em funcdo do tempo. Esses autores relataram que
incialmente as particulas na solucéo de equilibrio apresentaram um didmetro médio em torno
de 400 nm e uma polidispersidade de aproximadamente 27%. Depois de um periodo de 10 h,
as particulas atingiram um didmetro médio de 900 nm com uma polidispersidade de 35%,

conforme apresentado na Fig. 9. Essa evolucdo, tanta de didmetro medio quanto de
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polidispersidade foi atribuida & formacdo de novas estruturas pela interacdo entre o0s

complexos moleculares incialmente formados.
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Figura 9: Caracterizagédo da polidispersidade do sobrenadante da coacervacdo complexa entre

as gelatinas do tipo A e do tipo B em fungédo do tempo (Tiwari et al., 2008). A autorizacao de

uso da figura esta apresentada nos Anexos.

3.4.5 Caracterizagdo morfologica das estruturas supramoleculares por diferentes
técnicas de microscopia

Diferentes estruturas supramoleculares podem ser obtidas pela interacdo entre
proteinas de cargas opostas. Os agregados amorfos, por exemplo, sdo estruturas formadas em
um equilibrio solido-liquido, tendo uma morfologia desordenada, ja o0s coacervados
complexos sdo formados em um liquido-liquido e, em geral, apresentam uma morfologia
esférica e uniforme. Nesses termos, a aplicacdo de diferentes técnicas de microscopia é de
grande relevancia na caracterizacdo morfoldgica dos sistemas contendo proteinas de cargas
opostas. Entre as técnicas de microscopia mais comumente empregadas na caracterizagdo de
sistemas contendo proteinas opostamente carregadas estdo a microscopia de campo claro e a
microscopia de contraste de fase (Fig. 10A, 10B, 10C e 10D). A microscopia de campo claro
€ a microscopia Optica mais simples, baseada na passagem de luz através da amostra,
permitindo que as &reas mais densas gerem um contraste na observacdo. No entanto, essa
técnica de microscopia apresenta limitacbes para a observagcdo de amostras quase
transparentes ou de baixo contraste (Wang & Fang, 2012). Por sua vez, a microscopia de

contraste de fase, soluciona certas dessas limitacGes, pois utiliza o diferencial de fase
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ocasionado pelas diferentes de densidade e indice de refracdo, conseguindo projetar o
contraste entre as fases mais escuras e claras (Burch & Stock, 1942).

A Fig. 10A mostra a morfologia tipicamente encontra em coacervados complexos,
obtida para as interacdes entre GA e caseinato de sddio (Zhao et al., 2020). Em contraponto, a
Fig. 10B mostra agregados amorfos obtidos para mistura contendo B-LG e LYS quando as
condigdes ideais de HPCC séo alteradas (Ainis et al., 2019). Similarmente, As Fig. 10C e 10D
apresentam estruturas tipicas de coacervados complexos (equilibrio liquido-liquido) e de
agregados amorfos (equilibrio liquido-sélido) para misturas de LF e B-LG carreando vitamina
B9, observadas por microscopia de contraste de fase (Chapeau et al., 2016).

A Microscopia Confocal de Varredura a Laser (CLSM), por sua vez, tem recebido
bastante atencéo para a caracterizacdo da morfologia de particulas de sistemas alimentares,
notadamente, de estruturas supramoleculares formadas por proteinas, como 0s coacervados.
Na CLSM a fonte de luz convencional é substituida por um laser, e a unidade de varredura e 0
orificio confocal permite uma resolucdo axial do plano focal, assim, eliminando a luz
encontrada fora do foco, ou a luz que interfere na qualidade da imagem (Durrenberger et al.,
2001; Trinh & Fraser, 2015). Usualmente, para a CLSM, os materiais sdo preparados sondas
fluorescentes, que sdo excitadas pelo laser do microscopio, emitindo fluorescéncia (Canette &
Briandet, 2014). Nesse sentido, a CLSM tem sido empregada na area de HPCC, além da
caracterizacdo morfoldgica das estruturas supramoleculares obtidas, para estudar a dindmica
das proteinas que compdem tais estruturas (Canette & Briandet, 2014; Zheng et al., 2020).
Para tanto, a CLSM pode ser utilizada de forma integrada a técnicas como a transferéncia de
energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET) e a recuperacdo da fluorescéncia depois da
fotodegradagdo (FRAP). No FRET, a energia e excita¢do de um cromoforo doador transferida
por meio do acoplamento dipolo-dipolo a um aceptor é monitorada, possibilitando a
compreensdo das intera¢cdes moleculares (Ko et al., 2006). No FRAP, por sua vez, monitora-
se o restabelecimento da fluorescéncia pela mobilidade das moléculas fluorescentes na escala
microscopica, apos fotobranqueamento irreversivel de uma determinada area (Braeckmans et
al., 2007).

Kizilay et al., (2014) aplicaram CLSM na caracterizagdo da morfologia dos
complexos formados entre B-LG e LF, com auxilio da sonda fluorescente, FITC. Conforme
evidenciado na Fig. 10E, esses autores observaram a formacdo de estruturas esféricas e
uniformes. Por outro lado, Antonov et al., (2017) estudaram a distribuicdo da GA e da LYS
nos coacervados complexos formados por essas duas proteinas, ligando covalentemente

sondas fluorescentes diferentes em cada uma delas. Conforme aponta a Fig. 10F esses autores
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mostram uma co-localizagdo entre as proteinas nos coacervados. Apesar do grande potencial
da CLSM na caraterizacdo de complexos formados entre proteinas, a necessidade de
utilizacdo de sondas fluorescentes no preparo das amostras, pode alterar o equilibrio de
interacdo entre elas (Zheng et al., 2020). Em complemento, outras técnicas microscopias nao
Opticas tem sido aplicadas na caracterizacdo morfoldgica de complexos formados entre
proteinas opostamente carregadas, como a microscopia eletrdnica de varredura (SEM), a
microscopia eletronica de transmissdo (TEM) e a microscopia de forca atdbmica (AFM).

A SEM e a TEM sdo microscopias que fornecem imagens com melhor resolucéo
quando comparadas a CLSM, no entanto, a complexidade de preparo das amostras pode
diminuir a precisdo dos resultados. Dessa forma, como ilustrado nas Figuras 10G e 10H a
SEM e a TEM sdo empregadas na caracterizacdo de estruturas agregadas ou redes de gel
constituidas pelos agregados (Goldstein et al., 2017; Marc, 2003). A AFM, no entanto,
proporciona imagens com excelente resolucdo para caracterizagdo morfoldgica de complexos
proteicos, produzindo informagdes de tamanho e caracteristicas da superficie das estruturas
supramoleculares obtidas (Garcia & Pérez, 2002; Zheng et al.,2020).

Figura 10: Imagens de microscopias de estruturas supramoleculares heteroproteicas. (A)
Morfologia dos coacervados complexos formados entre GA e Cas, observados através da
microscopia de campo claro (Zhao et al., 2020). (B) Caracterizacéo de agregados amorfos da
mistura entre B-LG e LYS por microscopia de campo claro (Ainis et al., 2019). (C) e (D)
Avaliagdo da morfologia dos complexo entre LF e B-LG em presenca da vitamina B9 por
meio da microscopia de contraste de fase (Chapeau et al., 2016). (E) e (F) Morfologia e
distribuicGes das proteinas da HPCC de B-LG / LF e de GA / LYS, respectivamente, avaliados
por CLSM (Antonov et al., 2017; Kizilay et al., 2014). (G) e (H) Imagens de SEM e TEM da
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HPCC entre B-LG e LYS carregando Vitamina D3 (Diarrassouba et al., 2015). As
autorizacdes de uso das figuras estdo apresentadas nos Anexos.

3.4.6 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

DSC é um método analitico frequentemente aplicado para determinar propriedade
fisicas de diversas moléculas, tais como suas temperaturas de transicdo estruturais, como
fusdo de cristais e transicdo vitrea. Em complemento, DSC permite a obtencéo de informacdes
termodinamicas, como a entalpia, de alteracfes estruturais termicamente ndo nulas (Schick,
2009). No contexto do estudo de proteinas, a técnica de DSC permite monitorar o processo de
desnaturagdo termo induzida da molécula, e determinar sua temperatura de desnaturacéo (7,,),
de modo que quanto maior for a estabilidade da molécula as mudangas estruturais induzidas
pelo calor, maior sera sua temperatura de desnaturacdo. Além disso, conforme esquematizado
na Fig. 11A, pela integracdo do pico caracteristico do processo de desnaturacdo proteica, é
possivel determinar a entalpia da desnaturacdo (AH), que por sua vez, € usada para definir a
variacdo da capacidade caldrica da desnaturacdo (ACp).

O principio da técnica se assemelha ao ITC, onde a diferenca de energia
necessaria para a manutencdo da mesma temperatura entre uma célula de referéncia e uma
célula de amostra é monitorada (Fig. 11B). Durante a analise de DSC, o dispositivo é
programado para manter as células na mesma temperatura, durante a aplicacdo de uma rampa
de aquecimento. A célula de referéncia, normalmente, é preenchida com o tampdo utilizado
no preparo da amostra ou com materiais inertes, enquanto a célula de amostra é preenchida
com uma solucdo contendo a(s) proteina(s) de estudo (ou outros coloides) (Malvern, 2021;
Menczel & Jose, 2009).

Umas das aplicacbes da DSC no estudo de interacdes entre proteinas opostamente
carregadas, assim como no processo de HPCC, é monitorar o impacto da interacdo na
estabilidade das moléculas envolvidas, levando em consideracdo sua desnaturagdo térmica
(Ibarra et al., 2016; Johnson, 2013). Wu et al., (2011), por exemplo, mostram que a formacéo
de complexos moleculares entre B-caseina e LYS desencadeia uma desnaturacao parcial da
LYS quando a razdo molar entre as proteinas é superior a 0,7 (Fig. 11C). Qutra potencial
aplicacdo desta técnica analitica é na compreensdo da dinamica de moléculas de agua nos
coacervados complexos, através do monitoramento simultadneo da fuséo de cristais de gelo e
de moléculas de agua ndo congelaveis nos coacervados complexos e nas proteinas nao
coacervadas. Neste sentido, Du et al., (2015) mostraram que a interacdo agua-proteina na

coacervacdo complexa entre LF e p-LG aumentou, em comparacdo com o0s controles ndo



44

coacervados, dado o aumento da proporcdo de moléculas de dgua ndo congeléveis presentes
nos coacervados (Fig. 11D).
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Figura 11: (A) Termograma ilustrativo do desdobramento (desnaturacdo) de uma proteina;
(B) Esquema ilustrativo da montagem do sistema de DSC; (C) Termogramas dos complexo
formados entre B-caseina e LYS em diferentes razdes molares (de 0 a 2) por DSC (Wu et al.,
2011); (D) Caracterizacao de agua estrutural em coacervados complexos formados por B-LG
e LF, por DSC (Du et al., 2015). As autoriza¢Ges de uso das figuras estdo apresentadas no
Anexos.

3.4.7 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada Fourier (FTIR) e Dicroismo
Circular (CD)

A analise de espectroscopia no infravermelho por transformada Fourier (FTIR)
pode ser util para monitorar alteracbes na configuracdo dos grupamentos quimicos
desencadeadas pela interacdo entre proteinas. Em complemento, a analise de dicroismo
circular permite monitorar o impacto da interacdo molecular das proteinas em suas estruturas
secundarias. A partir da interpretacdo dos espectros de FTIR é possivel observar as interaces
entre os polimeros e suas mudancas estruturais (Bacsik et al., 2007; Marsac et al., 2014;

Zheng et al., 2020). Como as interacOes eletrostaticas na HPCC, geralmente acontecem entre
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0s grupos amina (—NH3*) de uma proteina e os grupos carboxila (—C00 —) da outra
proteina, produzindo um alongamento ou deslocamento desses grupos, a técnica de FTIR tém
sido frequentemente aplicadas para monitorar tais alteragdes.

Durante a interacdo dos grupos (—C0OO0 —) e (—NH3*) é possivel observar o
alongamento e/ou deslocamentos das bandas de amidas (I, 11 e Ill) no espectro FTIR (Fig.
12A e 12B), acarretado pelo alongamento no plano da ligacdo C = O, pela curvatura das
ligacbes N — H e alongamento das interacbes C — N. Em complemento, é possivel observar
os alongamentos dos grupos N —H e O — H livres, devido a formacdo de ligacGes de
hidrogénio entre as cadeias laterais das proteinas e as moléculas da agua circundante, durante
a complexacdo das proteinas (Santos et al., 2018; Santos et al., 2018; Zheng et al., 2020; Zhu
etal., 2019).

Por sua vez, a técnica de CD tem como principio a absorcdo diferencial da luz
circularmente polarizadas pela amostra, sendo muito util para a avaliagdo da estrutura
secundaria e da estabilidade térmica (desnaturacao) das proteinas (Kelly et al., 2005). Além
disso, por deconvolucdo dos espectros obtidos € possivel estimar o conteudo de a-hélice e
folhas-p da estrutura proteica. Na Fig. 12C estdo apresentados os dados de variagcdo do
contetido estimado de a-hélice da BSA e da B-LG em funcgdo da razdo de mistura com GB. Os
autores concluiram que a interacdo molecular com a GB tem maior efeito na alteracdo no
contetdo de a-hélice da BSA, comparativamente ao conteido de a-hélice da B-LG (Pathak et
al., 2015).
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Figura 12: Caracterizacdo de proteinas tanto individualmente quando participando de
coacervados complexos, através do FTIR e CD. (A): Espectros do FTIR de B-LG, BSA e o
sobrenadante de BSA/GB/B-LG, utilizados para determinar o conteudo de B-LG no
sobrenadante (Pathak et al., 2015); (B): Espectros do FTIR de isolado proteico de soja (SPI),
LF e seus complexo, utilizados para avaliar as mudangas estruturais das proteinas decorrentes
de sua interagdo (Zheng et al., 2020); (C) Conteudo estimado de a-hélices obtidos atraves de
dados de CD para misturas de BSA/GB e B-LG/GB em diferentes razbes de mistura
(Pathak et al., 2015). As autorizacgdes de uso das figuras estdo apresentadas no Anexos.

3.4.8 Reologia dos coacervados complexos heteroproteico

A reologia estuda o fluxo e a deformagdo de materiais, e tém sido bastante
aplicada no estudo da coacervacdo complexa entre proteinas com o objetivo de fornecer
informagdes sobre as propriedades mecénicas e funcionais dos coacervados (Kruif et al.,
2004; Sing & Perry, 2020). Além disso, tém sido igualmente aplicada na determinacdo das
condigdes reacionais ideais do meio reacional para permitir HPCC, bem como para avaliar o
efeito da variagdo de tais parametros na fase coacervada (Priftis et al., 2015).

Kizilay et al., (2014) investigaram o comportamento de escoamento dos

coacervados complexos formados entre B-LG e LF através da determinag¢do dos médulos de
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armazenamento (viscoso (G™")) e modulo de perda (eléstico (G")) em funcdo do pH e da
frequéncia. Esses autores observaram que o mdédulo viscoso dos complexos apresenta um
valor baixo em w = 0,1rad s~!, no entanto, mostra um aumento em pH abaixo de 6,
especialmente na maior frequéncia w = 20rad s~! (Fig. 13A). Por outro lado, em
frequéncias w > 25rad s~ os autores evidenciaram grande sobreposicdo dos dados em
funcdo do pH (Fig. 13B). Segundo os autores, o comportamento desses coacervados
complexos é viscoelastico, compativel com fluidos altamente viscosos. Em adicéo, Tiwari et
al., (2008) determinaram os parametros viscoelasticos da mistura entre GA e GB com ou sem
encapsulamento de bioativos, através da varredura de frequéncia. Na Fig. 13C e 13D estdo
apresentados os valores do mddulo viscoso e do modulo de eléstico, respectivamente, onde é
possivel observar maiores valores para 0 modulo elastico em comparagdo com o maédulo
viscoso, indicando que a mistura comporta-se como uma rede bem estruturada. Em
complemento, foi possivel identificar uma queda dos valores do médulo G” conforme foi
adicionado o bioativo, em contrapartida, os valores de G’ aumentaram com a participacdo do

composto encapsulado, determinando um ganho na fluidez da amostra.
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(Kizilay et al., 2014). (C) e (D) investigacdo da dependéncia dos modulos (G*) e (G™) dos

complexos de GA e GB em fungao da frequéncia (o) (Tiwari et al., 2008).

3.5 Potenciais aplicagdes da HPCC

Diversos grupos de pesquisa tém se interessado na HPCC, devido a baixa
demanda energética para a formacdo dos coacervados complexos, por ser um processo
espontaneo, nas condicdes reacionais ideias. Em complemento, as estruturas supramoleculares
formadas na HPCC tém demonstrado grande potencial para encapsular e transportar
compostos bioativos, para estabilizar emulsdes, na formacdo de nanogéis e na separacao e
purificacdo de proteinas. Esta se¢do abordara brevemente o potencial da HPCC para cada uma

das aplicacdes mencionadas.

3.5.1 HPCC para a encapsulacdo de compostos bioativos

A HPCC apresenta um alto potencial de encapsulacdo de moléculas hidrofilicas,
como a vitamina B9, de moléculas hidrofébicas como a vitamina D3, fucoxantina (FX),
salbutamol e também de microrganismos probidticos, como o Lactobacillus reuteri. Além do
potencial em encapsular compostos de interesse, essas estruturas supramoleculares também
tém apresentado uma eficacia em sua entrega direcionada. Diarrassouba et al., (2015)
estudaram o potencial dos coacervados complexos de B-LG e LY'S para encapsular a vitamina
D3, atingindo uma taxa de encapsulacdo da ordem de 90 %. Por sua vez, Chapeau et al.,
(2016) estudaram o rendimento de formacdo de complexos entre B-LG e LF na presenca de
vitamina B9 e atingiram simultaneamente um rendimento de coacervagdo da ordem de 95 % e
uma taxa de encapsulacdo da vitamina B9 de 90 %. Esse mesmo grupo de pesquisa validou a
escalabilidade do processo de encapsulacdo da vitamina B9 pelos coacervados complexos de
B-LG e LF, da escala de microlitros para 1-2 L por meio de um processo de misturas estaticas
com um fluxo de 300 mL / min, com rendimento de coacervacdo de 65% e eficiéncia de
encapsulagdo de 98% (Chapeau et al., 2017). Em complemento, a vitamina B9 encapsulada
pelos coacervados complexos de B-LG e LF apresentou maior estabilidade comparativamente
a vitamina B9 ndo encapsulada, e propiciou igualmente sua maior biodisponibilidade em
ensaios in vivo (Chapeau et al., 2017).

Zhu et al., (2019) aplicaram a coacervacdo complexa entre WPI e LYS para a
encapsulacdo de FX. Os autores descreveram um rendimento de encapsulagdo de
aproximadamente 82 %. Esses mesmos autores demonstraram que a encapsulagdo da FX

aumentou sua resisténcia a degradacdo termo induzida (75 °C por 2 horas) e propiciou sua
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liberacdo controlada em condigOes intestinais simuladas (intestino delgado). Por sua vez,
Zhao et al., (2020) observaram que a coacervacdo complexa entre GA e caseinato de sodio
(Cas) para encapsular células de Lactobacillus reuteri, foi mais eficiente no aumento do taxa
de sobrevivéncia da bactéria ao processo de atomizacdo, comparativamente as células

encapsuladas com coacervados complexos de GA e goma arébica.

3.5.2 Aplicacdes emergentes da HPCC

A HPCC tem ainda potencial para a estabilizacdo de emulsdes do tipo pickering e
na formacdo de hidrogéis. Wei et al., (2019) que utilizaram coacervados complexos de
ovotransferrina (OVT) e LYS para estabilizar emulsbes contendo curcumina e atingiram uma
estabilidade de 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente. Por sua vez , Bourbon et
al., (2015) descreveram a producdo de hidrogeis pela interacbes entre LF e
glicomacropeptideo (GMP) e posterior gelificagdo térmica (80 °C por 20 minutos) do
complexo, obtendo estruturas estaveis. Outra aplicacdo potencial é a separacao e purificacao
de proteinas através de suas interac@es seletivas durante a coacervacdo complexa. Conforme
relatado por Pathak et al., (2015) em um sistema ternario composto por BSA / B-LG / GB, ha
uma seletividade de coacervacdo entre BSA e GB que podem ser recuperadas na fase
coacervada e posteriormente separadas por desolvatacdo, enquanto a B-LG permanece na
solugdo de equilibrio.
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4 IMPACTO DA ESTRUTURA DA BETA-LACTOGLOBULINA EM SUA
COACERVACAO COMPLEXA COM A GELATINA DO TIPO A, E NA
HABILIDADE DOS COACERVADOS FORMADOS EM ENCAPSULAR

LUTEINA
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O material apresentado neste capitulo serd submetido para publica¢do na revista “Quimica

Nova”.

RESUMO
A coacervacao complexa heteroproteica (HPCC) tem atraido a atencéo de grupos de pesquisa
de diversas areas por suas diversas aplicagdes potenciais, como a encapsula¢do de compostos
bioativos. No entanto, o processo de HPCC ¢ bastante sensivel aos diversos fatores reacionais
e altamente dependente das proteinas envolvidas e do seu estado conformacional. Nesse
sentido, o presente trabalho caracterizou o processo de HPCC entre a gelatina do tipo A (GA)
e a B-lactoglobulina (B-LG) antes e depois de tratamento térmico a 70 °C/5 min (B-LG-TT),
bem como, avaliou o potencial dos coacervados complexos obtidos para encapsular a luteina.
A B-LG-TT apresentou uma maior hidrofobicidade superficial e uma maior concentracdo de
grupos SH livres superficiais, em comparagdo a B-LG. As condigdes ideais de coacervagédo
complexa entre GA e B-LG e entre GA ¢ B-LG-TT foram observadas em pH 6,5; minima
forga iOnica e razao massica GA:B-LG de 2,5:1. O tratamento térmico aplicado permitiu o
desdobramento da B-LG, o que afetou negativamente o rendimento de coacervacdo. A
eficiéncia de encapsulagdo de luteina nos coacervados complexos formados entre GA e B-LG
foi de 79,6 % + 0,8 %, superior aquela observada nos coacervados complexos formados entre
GA e B-LG-TT (68,9 % £ 0,6 %). Ainda assim, 0s coacervados complexos entre GA e as

diferentes B-LG exibiram um grande potencial de aplicacdo para encapsular a luteina.

Palavras-chave: coacervacdo complexa, proteinas, encapsulacéo, luteina.
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4.1 Introducdo

A Coacervagdo Complexa Heteroproteica (HPCC) apresenta diversas aplicacfes
potenciais, como por exemplo, a estabilizacdo de emulsdes, a separacdo e purificacdo de
proteinas, a formacdo de nanogeis e a encapsulacdo e transporte de compostos bioativos
(Bourbon et al., 2015; Tavares et al., 2015; Wei et al., 2019). A eficiente encapsulacéo e o
transporte de compostos bioativos, torna a HPCC uma solucdo para proteger moléculas
altamente sensiveis a diferentes condigdes reacionais (Zhao et al., 2020). A luteina, por
exemplo, que é uma xantofila (hidroxicarotenoide) bioativa bastante importante por modular
positivamente a salde dos olhos, possui grande sensibilidade a luz, oxigénio e calor, podendo
se beneficiar pela encapsulacdo (Giordano & Quadro, 2018).

A B-lactoglobulina (B-LG) estd entre as proteinas alimentares mais
frequentemente aplicadas nos estudos de HPCC. Esta proteina do soro de leite apresenta uma
cavidade hidrofobica, disponibilizando trés sitios preferenciais para facilitar o carregamento
de moléculas hidrofébicas. Além disso, apresenta Otimas tecno-funcionalidades, como boa
solubilidade e excelentes propriedades emulsificante, espumante e gelificante (Chatterton et
al., 2006; Couto et al., 2021). A B-LG apresenta 162 residuos de aminoacidos, sua estrutura
terciaria € composta por aproximadamente 10 % de a-hélices, cerca de 43 % de folhas-p e em
torno de 47 % de estruturas ndo ordenadas (Brownlow et al., 1997). Em complemento,
contém 5 residuos de cisteina (Cys), quatro deles formando duas ligacfes dissulfeto, o que
tem forte contribuicdo na estabilidade estrutural da proteina (Qin et al., 1998). Em
complemento, a gelatina do tipo A (GA) também apresenta excelentes propriedades tecno-
funcionais, como boa forca de gel em pequenas concentracdes, capacidade de retencdo de
agua e alta dispersibilidade em sistemas aquosos. A GA esta entre as principais proteinas com
aplicacdes na industria de alimentos, farmacéutica e cosmética, por sua capacidade de formar
hidrogéis, filmes de revestimento, além de apresentar a capacidade de encapsular e transportar
compostos bioativos (Elgadir et al., 2013; Alipal et al., 2021; Ma et al., 2016; Mariod &
Adam, 2013; Calvarro et al., 2016; Gomez et al., 2011; Nur et al., 2014; Ramos et al., 2016).
A estrutura da GA ¢ alargada e em espiral (triplice hélice) formada por cinco fracGes
proteicas, sendo duas o, uma B e duas y (Alipal et al., 2021; Mariod & Adam, 2013). Esta
proteina também figura entre aquelas frequentemente aplicadas em estudos de HPCC.

Varios grupos de pesquisa tém-se interessado em elucidar as peculiaridades do
processo de HPCC. Além da participacdo de interagdes de curto e longo alcance, como
interacOes eletrostaticas, hidrofobicas e forgas de van der Waals, diversos fatores intrinsecos e
extrinsecos afetam o processo de HPCC (Schmitt et al., 2011)(Missana et al., 2000). Os



68

efeitos das condicdes reacionais como forca idnica, pH, concentracdo proteica e razdo
massica/molar sdo frequentemente abordadas durante a caracterizacdo do processo de
coacervacdo complexa em duas proteina (Croguennec et al., 2017; Zheng, Tang, & Sun,
2020). Apesar disso, poucos abordam o impacto da estrutura tercidria das proteinas em seu
processo de HPCC.

Nesse contexto, 0 presente estudo teve como objetivo a caracterizagdo do
processo da HPCC entre a GA e a B-LG apresentando diferentes estados estruturais, em
funcdo do pH, forca idnica e razdo proteica. E por fim, os coacervados complexos obtidos

foram igualmente avaliados quanto ao seu potencial de encapsular a luteina.
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4.2 Material e métodos
4.2.1 Materiais

A GA (Bloom=300, 98,0 % de pureza) foi adquirida da Sigma-Aldrich (St Louis,
Missouri, EUA). O isolado proteico de soro de leite (WPI, com uma composi¢do segundo o
fabricante: 94,0 % m/m de proteina; 0,9% m/m de gordura; 2,0 % m/m de lactose e
0,4 % m/ m de minerais) foi obtida de uma fonte comercial confidencial. Reagente de Folin,
albumina de soro bovino (BSA) e Tris (hidroximetil) aminometano foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri, EUA). Acido 1-anilinonaftaleno-8-sulfénico (ANS) foi
adquirido da Cayman Chemical Company (Ann Arbor, Michigan, EUA). Os demais produtos
quimicos foram comprados da Synth (Diadema, S&o Paulo, Brasil).

4.2.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

A caracterizacdo das fracOes proteicas presentes na GA foi realizada através de
eletroforese em gel de poliacrilamida - dodecilsulfato de sddio- (SDS-PAGE) em condicGes
redutoras, de acordo com (Laemmli, 1970) com algumas modificacdes. As dispersdes de GA
(2% m/v) foram misturadas com tampdo Laemmli sob condicdes redutoras utilizando B-
mercaptoetanol como agente redutor e incubadas a 95 °C por 5 min. Para a separacdo foram
utilizados géis de poliacrilamida a 12 % e o equipamento Mini-Protean Tetra Cell System
(Bio-Rad, Richmond, CA, EUA) operando a 110V e 3,0 A. Os géis foram corados com
Coomassie Brilliant Blue G-250 e o marcador de massa molecular utilizado foi o Precision
Plus Protein™ Unstained Standards (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) na faixa de 10 a
250 kDa.

4.2.3 Purificacdo e modificagdo estrutural da p-LG

A B-LG foi obtida a partir do WPI comercial através do método de salting out
proposto por Maté & Kochta (1994). Brevemente, o WPI foi diluido em agua a uma
concentracédo de 15,0 % de proteina, depois o pH da disperséo foi ajustado para 2,0 e a mesma
foi suplementada com 7,0 % de NaCl. Em seguida, a disperséo foi centrifugada a 24000 g por
2 min a uma temperatura 20 °C, para a ocorréncia da separagdo das proteinas precipitadas. O
sobrenadante contendo a B-LG foi diafiltrado contra dgua deionizada para a retirada do sal e
posteriormente foi liofilizado e estocado a -20°C até uso. Para induzir mudangas estruturais a
proteina, a B-LG foi submetida a um tratamento térmico a 70 °C por 5 min, em uma

concentragdo proteica de 4 % (m/m) e pH 7,0, em seguida foi rapidamente resfriada em
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banho de gelo, obtendo a B-LG (TT). O tratamento térmico aplicado foi definido de modo a
induzir a desnaturacdo parcial da p-LG, mas minimizando a formacdo de agregados (sem
alteracdo de turbidez da dispersdo). Para cada uma das replicatas conduzidas, o tratamento

térmico foi realizado de forma independente.

4.2.4 Determinacéo hidrofobicidade superficial

A hidrofobicidade superficial da B-LG e da B-LG (TT) foi determinada utilizando
uma sonda fluorescente 1-anilino-8-naftalenossulfonato (ANS) como descrito por (Wang &
Pato, 2005). As amostras foram diluidas com tampéo fosfato 10 mM a pH 7, para obter
concentragfes de 0,0025 % até 0,02 % (m/m) de proteina, com intervalos de 0,0025 %
(m/m). Para as medi¢Ges, 20 uL da sonda ANS preparada no mesmo tampdo a uma
concentracdo de 8 mM foram adicionados a 4 mL da solucdo de proteina. As dispersdes foram
mantidas por 15 minutos ao abrigo da luz em temperatura ambiente. A intensidade de
fluorescéncia foi medida com excitagdo em 390 nm e o espectro de emissdo foi coletado de
390 a 600 nm, utilizando um espectrofotémetro Synergy Mx (Biotek instruments, Winooski,
EUA). Os controles foram realizados com as soluc@es de proteinas sem ANS e tampdo com
ANS. O indice de hidrofobicidade superficial (Ho) foi obtido pelo coeficiente angular da
regressao linear dos dados de fluorescéncia pela concentracdo proteica. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

4.2.,5 Determinacdo da concentracdo de grupos sulfidrila livre (SH)

A concentracdo de grupos SH livres totais e superficiais das dispersdes de B-LG e
B-LG (TT) foram determinados usando 5-5"-Ditiobis (acido 2-nitrobenzdéico) (DTNB),
seguindo a metodologia de Shen et al., (2017). A 0,5 mL de cada dispersdo de proteina foi
adicionado 2,5 mL de tampdo Tris-glicina (0,086 M de Tris, 0,09 M de glicina, 0,004 M de
EDTA, pH 8,0) para a determinacdo das sulfidrilas livres superficiais. O mesmo procedimento
com adicdo de 8 M de uréia ao tampao foi realizado para a quantificacdo dos SH livres totais.
Posteriormente, foi adicionado 20 pL de reagente Ellman para cada uma das solucdes, e a
absorbancia das dispersdes foi determinada em 412 nm utilizando o leitor Synergy Mx
(Biotek instruments, Winooski, EUA) apds 15 min. O experimento foi realizado em triplicata,
e os teores de SH livres superficiais e totais foram calculados conforme equacdo abaixo.

umol SH/g = (73,53 % A4, *D)/C
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Onde: A4, é a absorbancia a 412 nm; ¢ = Concentracdo de proteina C = (9,2 mg.mL™1);
D = fator de diluicdo e 73,53é de 10°/(1,36*10%); 1,36« 10* = constante de
absortividade molar ((M~.cm™1) (Ellman, 1959).

4.2.6 Cromatografia de exclusado de tamanho

A cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC) foi realizada para a caracterizacao
das dispersdes de B-LG e B-LG (TT), a uma concentracdo de 0,05 mg.mL™! de proteina em
tampéo fosfato 20 mM em pH 6,5. Antes da injecdo, as dispersbes foram centrifugadas a
10000 g por 15 min a 25 °C (centrifuga Allegra 64R Beckman Coulter Inc. CA, USA). As
amostras foram injetadas em uma coluna Biosep SEC-s3000 e a eluicdo isocratica com
tampéo fosfato 20 mM em pH 6,5 a 0,5 mL.min~? foi assegurada pelo cromatografo AKTA
Pure (GE HealthCare Bioscience AB, Rosenberg, SE, USA) e monitorada com detector UV a
280 nm.

4.2.7 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase-reversa

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase-reversa foi igualmente
realizada para a caracterizacdo das dispersdes de B-LG e B-LG (TT), a uma concentracdo de
0,05 mg.mL™! de proteina. Antes da injecdo, as dispersdes foram centrifugadas a 10000 g
por 10 min a 25 °C (centrifuga Allegra 64R Beckman Coulter Inc. CA, USA). As amostras
foram injetadas em uma coluna PLRP-S (Varian Inc., Shropshire, UK) e eluidas com um
gradiente de agua/acetonitrila acidificadas com acido trifluoracético em HPLC-DAD (High
Efficiency Liquid Chromatography, Shimadzu Prominence). A eluicdo foi monitorada por
leitura UV a 280 nm.

4.2.8 Preparacédo das solucbes méae e dos coacervados complexos

As soluces mées da B-LG foram preparadas a 4 % (m/ v) de proteina, a partir da
solubilizagdo do po liofilizado de B-LG em agua milli Q com agitacdo constante durante 3 h a
temperatura ambiente para permitir sua hidratacdo. Utilizando a solu¢do mae de B-LG, a
solu¢do mae de B-LG (TT) foi obtida conforme descrito no topico “Purificagdo e modificagio
estrutural da B-LG”. A solugdo mae da GA foi preparada a 2 % (m/v) de proteina, a
solubilizacéo foi realizada conforme descrito anteriormente, diferindo somente a temperatura
(40 °C). As solugbes foram ajustadas para diferentes pHs (de 6,0 a 9,0) utilizando HCI ou
NaOH 1 mol L,
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Os complexos foram formados a partir da mistura das solugbes mée, seguindo
uma ordem de mistura GA-B-LG ou GA-B-LG (TT). Foram testadas razdes massicas GA:f3-
LG ou GA:B-LG (TT) de 2:1, 2,5:1, 2,8:1, 3:1, 3,2:1, 3,5:1. Além disso, foi analisada a
influéncia da forca idnica na coacervagdo complexa entre as proteinas e para isso, as proteinas
foram misturadas na presenca de concentracOes crescentes de NaCl, 5, 10 e 20 mM. Todos 0s

experimentos foram realizados em triplicata.

4.2.9 Medicdes de potencial zeta (£)

O potencial ¢ dos complexos de GA + B-LG e GA + B-LG (TT) na razdo massica
2,5:1, bem como das proteinas individualmente, foi determinado em funcéo do pH usando um
Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). As dispersdes foram
diluidas a 0,1 %, e as amostras foram colocadas nas células de mobilidade eletroforética e
apos 2 minutos de equilibrio na temperatura de 25 °C, um potencial de 150 V foi aplicado. A
mobilidade eletroforética das dispersdes foi convertida em potencial { pelo software Malvern
através da equacdo de Henry, com a aproximacdo de Smoluchowski (F(Ka) =1,5). A

constante dielétrica, o indice de refragdo foram fixados em 78,5, 1,333, respectivamente.

4.2.10 Turbidimetria das misturas

A complexacdo entre as proteinas GA + B-LG e GA + B-LG (TT) foi monitorada
através de medicdes de absorbancia a 600 nm (Aggonm) Utilizando equipamento Synergy Mx
(Biotek instruments, Winooski, EUA). As medidas de absorbancia foram convertidas em
medidas de turbidez pela equacéo:

T = (2,303 * Agoonm)/!

Onde T = turbidez (cm™1), e | = caminho 6tico (1 cm).

GA e B-LG ou GA e B-LG (TT) foram misturadas nesta ordem diretamente nos
pocos da microplaca. As medicdes de absorbancia foram realizadas logo apds a mistura e a

cada 30 minutos, durante o periodo de 150 min.

4.2.11 Microscopia Optica dos complexos

As misturas entre GA+p-LG e GA +B-LG(TT) foram observadas em
microscopia Otica para verificacdo da formagdo de coacervados complexos, agregados
amorfos ou auséncia de formacgdo de estruturas supramoleculares. As observacGes foram

realizadas usando um microscopio 6ptico (Digilab DI-136M) com ampliacdo de 800x. Nas
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dispersbes controle (proteinas individuais nas mesmas condi¢des dos complexos) ndo foi

observada a formacéo de nenhuma estrutura supramolecular.

4.2.12 Quantificacdo do rendimento da coacervacdo complexa

O rendimento de formacéo de coacervados complexos entre de GA e B-LG e entre
GA e B-LG (TT) foi determinado pela relacdo entre o teor de proteinas inicial e o teor de
proteinas remanescente na solucdo de equilibrio (sobrenadante de centrifugacdo) através do
método de Lowry (Dawson & Heatlie, 1984; Lowry & Rosebrough, 1951). Para a
determinacdo do teor inicial de proteina (y;), as amostras foram analisadas imediatamente
apoOs a mistura, respeitando as diferentes razdes massicas descritas no topico “Preparacdo das
solugbes mée das proteinas e seus coacervados”. Complementarmente, ap6s 90 min de
preparo das misturas nas mesmas condigOes descritas anteriormente, elas foram centrifugadas
a 19800 g por 10 min a 25 °C para a separagdo da fase coacervada (maior densidade) da
solugcdo de equilibrio (sobrenadante). Entdo o teor de proteina do sobrenadante foi
determinado (ys).

O rendimento de coacervagdo complexa foi calculado pela seguinte relagéo:

Ye (%) =1—(¥s/v1)

Onde y.(%) corresponde ao rendimento total coacervacdo; y, corresponde ao teor de
proteinas remanescente no sobrenadante e y, corresponde ao teor de proteinas inicial em cada
uma das diferentes misturas.

Na aplicacdo do método de Lowry, albumina de soro bovino (BSA) foi utlizada
para construcdo de curva padrdo (0 a 0,3 mg/mL) e a determinacdo de absorbancia a 660 nm
(Ageonm) Toi realizada utilizando equipamento Synergy Mx (Biotek instruments, Winooski,

EUA). Todas as analises foram realizadas em triplicatas independentes.

4.2.13 Quenching de fluorescéncia entre luteina e p-LG e entre luteina e p-LG (TT)

A constante de Stern-Volmer (Ksv) entre luteina e B-LG e entre luteina e B-
LG (TT) foi determinada por quenching de fluorescéncia de acordo com (Mantovani et al.,
2020) com modificacdes, utilizando equipamento Synergy Mx (Biotek instruments,
Winooski, EUA). As dispersbes de proteina a 1 uM foram preparadas em tampéo fosfato
10 mM a pH 6,5. A solucdo-estoque de luteina a 170 uM foi preparada em etanol. Para a
realizacdo do quenching de fluorescéncia, ao volume de 2 mL de cada uma das dispersdes de
proteinas foram adicionadas quantidades crescentes da solugdo-estoque de luteina para uma

varredura de raz6es molares de luteina / B-LG variando de 0 a 8. Cada relagdo molar estudada
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foi preparada de forma independente das demais, e para todas as determinagdes do ensaio, a
concentragéo final de etanol de 5 % foi fixada. As leituras de fluorescéncia foram realizadas
apos 15 min de equilibrio ao abrigo da luz com um comprimento de onda de excitacdo de
280 nm e a coleta de um espectro de emissao entre 300 e 450 nm. Para a corre¢édo do efeito de
filtro interno, o espectro de absorbéncia entre 250 e 600 nm para cada uma das razdes
luteina/B-LG analisadas, foi coletado (Lakowicz, 2006). As constantes de dissociacdo foram
determinadas pela aplicacdo da relacdo de Stern-Volmer. As analises foram realizadas em

triplicata.

4.2.14 Eficiéncia de encapsulacdo da luteina pelos coacervados complexos

Para verificar o potencial dos coacervados complexos na encapsulacdo de
carotenoides, foram preparadas misturas de GA+B-LG e GA+B-LG (TT) na razdo massica de
2,5:1 em pH de 6,5, contendo uma concentragcdo de 8 uM de luteina. As diferentes misturas
foram mantidas em repouso por 90 min ao abrigo da luz e entdo, foram centrifugadas a
19800 g a 25 °C por 10 min, para a separacdo da fase coacervada e da solucdo de equilibrio
(sobrenadante). O sobrenadante foi descartado e a luteina foi extraida da fase coacervada com
tetraidrofurano (THF) e solucdo aquosa de NaCl 10 % de acordo com (Xavier et al., 2012),
com algumas modificacbes. Brevemente, 5 mL de THF foi adicionado & fase coacervada,
apos agitacdo suave a mistura foi centrifugada a 19800 g durante 5 min para permitir a
separacdo das fases aquosa e organica. Esta Ultima foi coletada e para garantir a recuperacéo
da luteina restante, o procedimento foi repetido quatro vezes. Os extratos organicos foram
secos em um evaporador rotativo e sucessivamente ressuspendidos em um volume conhecido
de etanol.

O contetdo de luteina encapsulada foi, entdo, determinado por medicdes de
absorbancia a 445 nm (Synergy Mx, Biotek instruments, Winooski, EUA) utilizando o
coeficiente de extingdo da luteina em etanol, Eq,, = 2550 (Davies, 1976) A eficiéncia de
encapsulacdo (% EE) foi calculado pela equacéo:

% EE = (Lg/L;) * 100
Onde % EE corresponde & eficiéncia de encapsulagdo; Ly corresponde & massa de luteina
encapsulada na fase coacervada e L; corresponde a massa de luteina inicialmente presente na

mistura. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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4.2.15 Anélise Estatistica
A andlise estatistica dos dados foi realizada com aplicacéo teste de comparagédo de
médias ou ANOVA com post-test de Tukey utilizando software estatistico R. Diferentes letras

indicam diferencas significativas em um nivel de confianca de 95 %.

4.3 Resultados e discusséo
4.3.1 Caracterizacdo da gelatina do tipo A (GA) por SDS-PAGE

A literatura descreve a presenca de trés principais fragdes proteicas nas gelatinas,
as cadeias o (@, e ay), P e v, das quais as duas primeiras costumam ser as mais relevantes
(Nikoo et al., 2014). A Fig. 14 apresenta o perfil de eletroforese em gel de poliacrilamida da
GA empregada neste estudo. Conforme evidenciado no gel, a GA apresentou duas cadeias o
com massa molecular correspondente a 100-150 kDa; uma cadeia B com massa molecular de
aproximadamente 200 kDa e uma cadeia y apresentando massa molecular superior a 250 kDa,
sendo as cadeias a ¢ vy, as fragdes proteicas mais relevantes. Essa variabilidade da distribuicao
da massa molecular das principais fracGes presentes nas diferentes gelatinas pode ser
explicada pelos diferentes processos de transformacdo do colageno nas gelatinas, gerando
diferentes cadeias polipeptidicas com massas variaveis (Sai-Ut et al., 2012; Alipal et al., 2021;
Mariod & Adam, 2013).
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Figura 14: Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes redutoras da Gelatina do tipo
A.
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4.3.2 Caracterizacdo e efeito do tratamento térmico na estrutura da p-LG

A B-LG contém uma elevada proporg¢do de residuos de aminoéacidos com caracter
hidrofobico, cujas cadeias laterais se direcionam para o interior da estrutura globular (Laligant
et al., 1991). Quando esta proteina € submetida a tratamento térmico, o desdobramento da
molécula acarreta uma exposi¢cdo de tais cadeias laterais dos residuos de amino&cidos e,
consequentemente, um aumento na sua hidrofobicidade superficial. Em razdo do tempo e
intensidade do tratamento térmico, a hidrofobicidade superficial das moléculas pode,
posteriormente, diminuir em razdo da agregacdo proteica. Como a sonda ANS exibe uma
baixa fluorescéncia na agua, mas se torna bastante fluorescente em ambientes ndo polares,
portanto, a maior exposi¢do de sitios hidrofébicos acessiveis na superficie da proteina pode
ser acompanhada pelo aumento na intensidade de fluorescéncia desta sonda. A Fig. 15
apresenta o indice de hidrofobicidade superficial (S,) da B-LG antes e ap6s o tratamento
térmico de 70 °C por 5 min (B-LG (TT)). Um aumento significativo de S, pode ser observado
em consequéncia do tratamento térmico, indicando o desdobramento da proteina, conforme

discutido mencionado anteriormente.
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Figura 15: indice de hidrofobicidade superficial (S,) da B-lactoglobulina antes (B-LG) e apds
o tratamento térmico de 70 °C por 5 min (B-LG (TT)).
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Dos cinco residuos de cisteina na estrutura nativa da B-LG, quatro estdo
envolvidos na formagéo de duas ligagdes dissulfeto (cistina) e um possui o grupo SH livre. A
concentracdo dos grupos SH totais e superficiais da f-LG e da -LG-TT estdo apresentados na
Fig. 16. A B-LG apresentou uma concentracdo de grupos SH totais em torno de
45 umol (SH) / g, coerente com o relatado na literatura para essa proteina (Sava et al., 2005).
Ap0s o tratamento térmico (B-LG (TT)), a concentracdo de SH totais ndo apresentou diferenca
significativa (p < 0,05) comparativamente a proteina antes do tratamento térmico, indicando
que o tratamento térmico aplicado ndo alterou a relagdo cistina/cisteina da proteina. No que
concerne a concentracdo de grupo SH superficiais (acessiveis), a B-LG apresentou 16
umol (SH) /g, no entanto, um aumento significativo (p <0,05) foi observado ap6s o
tratamento térmico aplicado (B-LG (TT) = 19 umol (SH)/ g). Desta forma, apesar da néo
inducdo de formacdo de novas ligacdes dissulfeto, o tratamento térmico aplicado ocasionou
uma maior exposi¢do dos grupos SH previamente ndo acessiveis. Esse resultado corrobora o
efeito do tratamento térmico aplicado na inducdo do desdobramento da proteina conforme

discutido em razdo do aumento do indice de hidrofobicidade superficial.
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Figura 16: Concentracdo de grupos SH totais e superficiais da B-LG e da B-LG (TT).

As Fig. 17A e 17B apresentam os perfis cromatograficos das dispersdes de B-LG e
de B-LG (TT) analisados em cromatografia de exclusdo de tamanho e cromatografia liquida
em fase reversa, respectivamente. Na cromatografia de exclusdo de tamanho, ambas as

dispersdes exibiram um pico majoritario centrado em torno de 18 min (Fig. 17A), o qual
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corresponde a B-LG monomérica. Na amostra previamente ao tratamento térmico essa
populacdo corresponde a 91,29 % + 1,02% da area do cromatograma, enquanto para no
cromatograma da amostra B-LG (TT), essa populacdo representa 62,35 % * 2,15% da area
total. Essa significativa diferenca (p < 0,05) se deve a inducdo da formacéo de uma populagéo
de oligbmeros e/ou agregados sollveis ap6s o tratamento térmico (entre 11 e 17 min).
Endossado pelo aumento do indice de hidrofobicidade superficial das proteinas apds o
tratamento térmico, mas uma manutencdo da concentracdo de grupos SH livres totais, €
razoavel inferir uma participacdo relevante de interacdes hidrofobicas na estabilizacdo dos
oligbmeros e/ou agregados sollveis observados apés o tratamento térmico aplicado.

Em contraponto, nenhuma diferenca significativa pode ser evidenciada no perfil
de cromatografia liquida em fase reversa entre a proteina antes e apds o tratamento térmico
Fig. 17B, como mostrado por (Tavares et al., 2015). A isoforma B da proteina apresentou uma
proporcao de 36,97% + 0,54% e 37,57% * 0,048% da area total dos cromatogramas para as
amostras de B-LG e B-LG (TT), respectivamente. O mesmo comportamento foi observado
para a isoforma A, que apresentou proporcdes de 34,23% + 0,05% e 34,70% + 0,105% da
area total do cromatograma respectivamente para as amostras de B-LG e B-LG (TT). Por sua
vez, o “ombro” observado antes do pico correspondente a isoforma B da proteina apresentou
proporcdo de é&rea ligeiramente maior para a B-LG (TT), sendo de 11,3% =+ 0,78%,
comparativamente a f-LG (9,9% + 0,062%).
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Figura 17: Perfil cromatografico da B-LG (linha continua) e da B-LG (TT) (linha pontilhada).

A) Cromatografia de Exclusdo de Tamanho; B) Cromatografia Liquida em Fase Reversa.

4.3.3 Potencial zeta (£) das proteinas individualmente e em mistura

O potencial () das proteinas individualmente e suas misturas foi avaliado em
funcdo do pH, na faixa de 6,0 a 7,0, para avaliar seu 0o comportamento de complexacédo
molecular, como ilustrado na Fig. 18. O potencial () da GA foi sempre positivo em toda a
faixa de pH avaliada, diminuindo com o aumento do pH. O comportamento observado foi
condizente com o esperado para este proteina bésica, conforme descrito por Tiwari et al.,
(2008), que relataram a reducdo do potencial ({) da GA com o aumento do pH, até um
potencial (€) nulo em seu ponto isoelétrico (pl) (pH 9,0). O potencial ({) da B-LG e da B-LG
(TT) foi negativo em toda a faixa de pH avaliada, coerente com o pl da B-LG, reportado entre
5,1e5,2 (Kizilay et al., 2014; Miller, 2013; Qin et al., 2008). O tratamento térmico favoreceu
a desprotonacédo dos grupos ionizaveis desta proteina, e, portanto, a B-LG (TT) apresentou um
potencial () significativamente menor (p < 0,05), em toda a faixa de pH, em comparagdo com
ap-LG.
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A diferenca do potencial ({) entre a GA em relagdo a B-LG e B-LG (TT) pode
facilitar a complexacdo entre as proteinas a nivel molecular por interacéo eletrostética. Nesse
sentido, podemos observar na Fig. 18 que os complexos entre a GA e as diferentes formas da
B-LG tiveram um potencial () muito préximo ao zero, em toda a faixa de pH avaliada, na
razao massica de 2,5:1 GA:B-LG. Esse comportamento dos complexos formados € causada
pela interacdo dos grupos ionizaveis protonados da GA com 0S grupos ionizaveis
desprotonados das B-LG. Apesar da diferenca de potencial ({) observada entre B-LG ¢ -
LG(TT), na presenca de GA, nenhuma diferenca pdde ser observada em relagcdo ao potencial
(©) dos complexos formados. Durante a complexacao eletrostatica de diferentes coloides, e em
especial proteinas, a participacdo de interacGes hidrofébicas, forcas de van der Waals e
ligacGes de hidrogénio na estabilizacdo dos complexos, permite sua formacdo mesmo

mantendo um desequilibrio de cargas superficiais (Missana & Adell, (2000).
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Figura 18: Potencial ({) das proteinas individualmente e suas misturas em funcéo do pH, na
faixa de 6,0 a 7,0. Linha azul Continua: GA; Linha cinza continua: B-LG (TT); Linha cinza
pontilhada: B-LG; Linha cinza continua com quadrados: GA + B-LG (TT) e Linha cinza
pontilhada com esferas: GA + -LG. Todas as misturas foram feitas na razéo 2,5:1 de GA: -
LG.
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4.3.4 Avaliacdo turbidimétrica das misturas GA:B-LG e GA:B-LG (TT): efeito do pH,
cinética de complexacao e forca ibnica

Para avaliar o efeito do pH na complexacédo entre GA + B-LG e entre GA + 3-LG
(TT), as proteinas foram misturadas em diferentes razdes massicas variando entre 2:1 e 3,5:1
(GA:B-LG) em fungdo do pH (de 6,0 a 7,0). Para o céalculo da turbidez, a leitura da
absorbéancia a 600 nm das diferentes amostras foi realizada 1,5 h ap6s a mistura e os dados
estdo apresentados na Fig. 19A e 19B, respectivamente para GA + B-LG e GA + B-LG (TT).
Em todos os casos as solu¢des-mae das proteinas ndo apresentaram turbidez detectavel. Os
valores de turbidez observados para as misturas GA + B-LG foram sistematicamente maiores
em comparagdo com a mistura GA + 3-LG (TT), para uma mesma condi¢do de pH e razéo
massica. Para a mistura GA + B-LG, o maior valor de turbidez foi observado na razdo massica
2,5:1 em pH 6,5, sendo este estaticamente diferente (p < 0,05) das demais razdes massicas.
Entretanto, para as misturas GA + B-LG (TT), o maior valor de turbidez foi observado na
mistura de razdo massica 2:1 e pH 6,25. No entanto, a turbidez observada nesta condi¢do ndo
apresentou diferenca significativa (p < 0,05) com aquelas observadas na mistura de razdo
massica 2,5:1 nos pHs de 6,25 e 6,5.
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Figura 19: Medicbes de turbidez variando o pH de 6,0 a 7,0. A) turbidez dos complexos de
GA + B-LG em diferentes razGes massicas; B) turbidez das misturas de GA + B-LG (TT)
testando vérias razfes massicas. Linhas azuis R = 2:1, linhas vermelhas R =2,5:1, linhas
verdes R =2,8:1, linhas roxas R =3:1, linhas azuis claras R =3,2:1, e linhas laranjas
R=35:1.

Para a avaliacdo da cinética de formacdo dos complexos GA + B-LG e GA + j3-
LG (TT), a evolucdo da turbidez das diferentes misturas foi monitorada durante 3 h em um
condigéo fixa de pH (6,5), estabelecida em razéo dos resultados apresentados na Fig 19A e
19B. Conforme apontado na Fig. 20, independentemente da razdo massica testada, tanto nas
misturas GA + B-LG (Fig. 20A) quando nas misturas GA + B-LG (TT) (Fig. 20B), pouca
alteracédo de turbidez é evidenciada durante a primeira hora ap6s a mistura inicial, no entanto,
um aumento consideravel foi observado apds 1,5h de mistura, e depois disto houve a

tendéncia de formacdo de um plateau. Este comportamento pode estar relacionado com um
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fendomeno similar a “nucleagdo e crescimento”, onde nos momentos iniciais apos a mistura ha
a formacdo de complexos moleculares entre as proteinas que pouco impactam na turbidez do
meio, mas que se associam ao longo do tempo formando estruturas supramoleculares capazes
de alterar a turbidez do sistema (Tiwari et al., 2008; Zheng et al., 2020).
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Figura 20: Cinética de turbidez das misturas de proteinas. A) Misturas entre GA + -LG; B)
Misturas de GA + B-LG (TT).

Em complemento, para avaliar a sensibilidade do processo de complexacao entre
GA + B-LG e entre GA + B-LG (TT) o aumento da forca idnica do sistema, a turbidez das
misturas entre as proteinas na razdo massica de 2,5:1 e pH 6,5 foi avaliada apds 1,5h em
concentragdes crescentes de NaCl. A Fig. 21 mostra uma diminui¢do abrupta da turbidez de
ambos os sistemas estudados apenas com o incremento de 5 mM de NaCl e na concentracao
de 20 mM de NaCl a turbidez das misturas foi negligenciavel. N&o houve diferenca
significativa (p < 0,05) no comportamento observado para as misturas GA + B-LG e GA + [3-

LG (TT), indicando elevada sensibilidade do sistema estudado ao aumento forga idnica.
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Como as interacOes eletrostaticas sdo apontadas por desencadearam a formacéo de estruturas
supramoleculares em misturas de proteinas de cargas opostas, em geral, aumentos sutis de
forca ibnica apresentam um grande impacto negativo em sua formacéo, entretanto, o grau de

susceptibilidade é dependente da natureza das proteinas envolvidas (Croguennec et al, 2017).
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Figura 21: Influéncia da forca idnica na complexacdo entre GA + B-LG e entre GA + -
LG (TT) na razdo massica de 2,5:1 e pH 6,5. Linha cinza pontilhada GA + B-LG e linha cinza
continua GA + B-LG (TT).

4.3.5 Microscopia Optica das estruturas supramoleculares formadas

Para a caracterizagdo das estruturas supramoleculares formadas entre GA + B-LG
e entre GA + B-LG (TT), as misturas na razdo massica 2,5:1 e em pHs 6,25 e 6,5 foram
avaliadas por microscopia 6ptica 1,5 h ap6s a mistura das proteinas e centrifugacdo para
obtengdo da fase concentrada em proteinas (fase densa), conforme Fig. 22. Para a mistura
GA + B-LG em pH 6,25 (Fig. 22A) a separagdo de fases no eppendorf ndo foi tdo distinta
guando nas demais amostras avaliadas. Estruturas supramoleculares esféricas tipicas de
coacervados complexos foram observados nas misturas GA + B-LG em pH 6,25 (Fig. 22A),
GA +B-LG (TT) em pH 6,25 (Fig. 22B), GA + B-LG em pH 6,5 (Fig. 22C) e GA + p-
LG (TT) em pH 6,5 (Fig. 22D). A descrigdo de estruturas supramoleculares de morfologia

esférica e uniforme é amplamente relatada como tipica da formacdo de coacervados
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heteroproteicos para diferentes misturas de proteinas (Chapeau et al., 2016; Diarrassouba et
al., 2015; Tavares et al., 2015; Zhao et al., 2020).

GA + B-LG GA + B-LG (TT)

Coacervate
phase

0 N Lean

Coacervate . Coacervate
phase F e phase

pH 6,5

Lean oy N Lean
phase phase

Figura 22: Imagens de microscopia dptica na ampliacdo de 800 x das misturas GA + B-LG e
GA + B-LG (TT) na razdo massica de 2,5:1. A) GA + B-LG em pH 6,25; B) GA + B-LG (TT)
apH 6,25; C) GA+B-LGapH 6,5, e D) GA +B-LG (TT) apH 6,5.

4.3.6 Recuperacio proteica da fase “coacervada”

Com o intuito de entender melhor as diferencas nos comportamentos de
complexacdo e formacdo de estruturas supramoleculares entre a GA + B-LG e entre GA + -
LG (TT), em funcdo do pH e razdo massica, o rendimento de recuperacdo proteica na fase
densa da centrifugacdo foi determinado. A Fig. 23A apresenta os rendimentos de proteina
recuperada na fase densa das diferentes misturas proteicas preparadas em pH 6,5, enquanto, a
Fig. 23B mostra aqueles relativos as misturas preparadas em pH 6,25. Os maiores
rendimentos de recuperacdo proteica na fase densa foram obtidos para as misturas de razéo
massica 2,5:1 em pH 6,5 para ambos os sistemas proteicos avaliados. Conforme discutido
anteriormente, essas condicOes se caracterizam pela formacdo de estruturas supramoleculares
tipicamente observadas em um regime de coacervacdo complexa. Nessas condicdes
reacionais, o rendimento de coacervagdo observado na mistura GA + -LG foi de 64% + 2%,
significativamente maior (p <0,05) comparativamente ao observado para a mistura de
GA com B-LG (TT), que apresentou um rendimento de 57% + 1,1%. Em complemento aos
resultados discutidos anteriormente, as alteragBes estruturais induzidas a B-LG pelo
tratamento térmico aplicado teve um impacto negativo em sua coacervacdo complexa com a
GA.

Apesar de inferiores aqueles observados na razdo massica 2,5:1 em pH 6,5, em

pH 6,25 (Fig 23B) o rendimento de recuperacdo proteica na fase densa para as misturas entre
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GA + B-LG e entre GA + B-LG (TT) foi maior para as razfes massicas de 2:1 e 2,5:1. Nestas
condigdes reacionais, ndo houveram diferencas significativa (p < 0,05) nos rendimentos de
recuperacdo proteica observados, independentemente da razdo massica e do estado estrutural
da B-LG. Neste sentido, o potencial de aplicacdo dos coacervados complexos formandos entre
GA +B-LG e entre GA +B-LG (TT) para encapsular a luteina foram conduzidos nas
condigdes reacionais ideais para maximizacgao do rendimento de recuperacédo proteica na fase

coacervada: pH 6,5, razdo massica de 2,5:1 e forca idnica nula.
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Figura 23: Rendimentos de recuperagdo proteica nos coacervados variando a razdo massica
das proteinas nas misturas. A) rendimentos a pH 6,5; e B) rendimentos a pH 6,25 da GA com
B-LG com ou sem TT. (*) Rendimento significativamente maior que os demais rendimentos

observados. (**) Auséncia de diferenca significativa entre os dados.

4.3.7 Interacdo molecular da luteina com a p-LG e com a B-LG-TT

Carotenoides sdo pigmentos naturais de carater hidrofobico, que, em meio aquoso,
tendem a formar agregados (Hempel et al., 2016). A luteina, especificamente, tende a formar
agregados do tipo-H, que séo caraterizados por uma forte ligagdo entre as moléculas devido a
participacdo de ligagdes de hidrogénio na estabilizacdo dos agregados (Mantovani et al.,
2021). A Fig. 24 (a e b) apresenta os espectros de absorbancia das dispersdes de B-LG e B-LG
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(TT) com concentracOes crescentes de luteina, em condi¢des similares das aplicadas para a
determinacdo do quenching de fluorescéncia. Para a realizagdo da analise de quenching de
fluorescéncia, a solucdo-mae de luteina foi preparada em etanol para garantir sua completa
solubilidade, no entanto com a adicdo de luteina no sistema predominantemente aquoso um
pico de absorbancia méximo entre 380-390 nm, caracteristico da formacéao de agregados tipo-
H de luteina foi observado, conforme descrito por outros autores (Mantovani et al., 2020). A
intensidade do pico observados entre 380-390 nm aumenta progressivamente com 0 aumento
da concentracdo de luteina, e nenhuma diferenca de comportamento pdde ser evidenciada

comparando os espectros obtidos em presenca das duas diferentes formas da B-LG.
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Figura 24: Espectro de absorcdo (a e b) e de fluorescéncia (A e B) da proteina (1 uM),
pH 6,5 na presenca de concentracdes crescentes de luteina (0 a 8 uM). A,a) B-LG / Luteina; e,
B,b) B-LG (TT) / Luteina.

Para a realizacdo do quenching de fluorescéncia, os espectros de emissdo de
fluorescéncia entre 300 e 450 nm, apds excitacdo em 280 nm das dispersdes de B-LG e B-LG
(TT) a pH 6,5 com incrementos progressivos na concentracdo de luteina foram obtidos (Fig.
24A e B). Nestas condicOes, a fluorescéncia da proteina é condicionada pela quantidade dos
residuos de triptofanos (Trp) e sua exposicdo. A B-LG contém dois residuos de triptofano, Trp
61 e Trp 19, sendo esse Gltimo responsavel por aproximadamente 80 % da fluorescéncia total
da proteina (Croguennec, Mollé, et al., 2004; Liang et al.,, 2011; Yi et al., 2016). A
modificagdo da intensidade da fluorescéncia da proteina com a adicdo de concentragdes

progressivas de ligante indicam que a interagdo molecular entre o ligante a proteina afeta o
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microambiente dos residuos de triptofano. Por meio da relagdo entre a intensidade de
supressao (quenching) da fluorescéncia e a concentracdo de ligante adicionada, é possivel
avaliar a afinidade da interacao.

Os dados do quenching fluorescéncia foram analisados de acordo com a equacéo
de Stern-Volmer:

Fo/F =1+ka10[Q] = 1 + Ky [Q]
onde F, representa a intensidade de fluorescéncia na auséncia do quencher e F na presenca do
quencher, k, € a constante biomolecular de quenching, [Q] € a concentracdo total do
guencher e finalmente K, € a constante de Stern-Volmer.

Em razdo do aumento da absorbancia das dispersées nos comprimentos de onda
de excitacdo e emissdo, com o aumento da concentracdo de luteina, o efeito de filtro interno
(inner-filter effect) foi corrigido conforme descrito por (Mantovani et al., 2020). A Fig. 25
apresenta os graficos de Stern-Volmer para a analise do quenching de fluorescéncia entre
luteina / B-LG e entre luteina / B-LG (TT) e a Tabela 2 apresenta os valores de Ky, € k, para
as interagdes. Como o valor de k, das interagGes excedem o valor limite de controle
difusional da interacdo (~10'° Ms™), isso indica uma interagdo com mecanismo estatico
entre as moléculas. Embora o Kg, da interacdo entre B-LG (TT) e luteina tenha sido
numericamente superior aquele da interacdo entre B-LG e luteina, ambos permaneceram na
mesma ordem de grandeza de (10* M~1), indicando uma interacdo molecular de afinidade
moderada e de mesma magnitude entre as moléculas (Lakowicz, 2013; Mantovani et al.,
2021; Zhang & Zhong, 2013; Zhu et al., 2019).
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Figura 25: Relagdo de Stern-Volmer da interacdo entre (A) B-LG / lutein; e entre (B) B-LG
(TT) / lutein. B-LG, em pH 6,5.
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Tabela 2: Pardmetros de interacdo entre luteina e B-LG e entre luteina e B-LG (TT).

Sample Ksv (10*mM-Y) Kq (10!2 My-15s-1)

B-lg / lutein 253 +0.407 253  +0.407
B-lg (TT) / 459 +0.157 459 +0157
lutein

4.3.8 Rendimento de encapsulacdo da luteina nos coacervados complexos

Como as condic¢Oes ideais para maximizagdo do rendimento de recuperacdo
proteica na fase coacervada para ambos os sistemas foi definida em pH 6,5, razdo massica de
2,5:1 e forca ibnica nula, estas condi¢cGes foram reproduzidas para avaliar o potencial dos
coacervados complexos em encapsular a luteina. A Fig. 26 apresenta a porcentagem da
luteina inicialmente incorporada na mistura que foi extraida da fase coacervado de cada um
dos diferentes sistemas proteicos. O rendimento da luteina encapsulada pelo coacervados
complexos de GA +B-LG foi de 79,6 % 0,8 %, significativamente maior do que o
observado para os coacervados complexos de GA +B-LG (TT) (68,9 % £ 0,6 %). Essa
diferenca na porcentagem de encapsulacdo da luteina entre os dois sistemas pode ser
explicada pelo maior rendimento de formacdo de coacervados complexos (recuperagédo
proteica) observado para GA + B-LG em comparacdo com GA + B-LG (TT). Apesar disso, 0
presente estudo indica que os coacervados complexos formados tanto por GA + B-LG quanto

por GA + B-LG (TT) apresentam grande potencial para encapsular luteina.
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Figura 26: Rendimento da luteina encapsulada na fase coacervada formada por GA/B-LG e
GA/B-LG (TT).

4.4 Concluséo

O tratamento térmico aplicado a B-LG induziu o desdobramento das moléculas,
causando mudancgas na estrutura proteica. Apesar das alteracfes estruturais, notadamente o
aumento da hidrofobicidade superficial, a magnitude da interacdo molecular entre luteina e -
LG e entre luteina e B-LG (TT) permaneceu na mesma ordem de grandeza. No entanto, tais
alteracBes estruturais impactaram negativamente no rendimento de coacervacdo complexa
entre a B-LG (TT) e a GA, comparativamente com a B-LG e a GA. Esses resultados mostram
a dependéncia da estrutura proteica em seu comportamento de interagdo molecular.
Consequentemente, quando aplicados para a encapsulacdo de luteina, uma menor quantidade
do carotenoide foi encapsulada pelos coacervados complexos formados entre GA + [3-
LG (TT), em comparacdo com os coacervados complexos formados entre GA + B-LG. Porém,
ambos os sistemas estudados apresentaram alto potencial de aplicacdo para encapsular luteina.
Mais estudos s@o necessarios para explorar o potencial destes sistemas na protecdo, transporte

e liberagéo controlada deste carotenoide.
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5.1 Concluséo geral

A HPCC é um processo espontaneo nas condigdes reacionais ideais, demandando
pouca energia para a formacéo dos complexos supramoleculares. No entanto, o processo da
HPCC pode ser afetado por diversos fatores extrinsecos e / ou intrinsecos, por exemplo, pH,
forca ibnica, concentracdo de proteinas, razdo entre as proteinas envolvidas, tempo e
temperatura. Tanto a GA como a B-LG tém sido empregadas em varios processos de HPCC,
no entanto, o processo de HPCC entre essas duas proteinas ainda ndo havia sido relatado na
literatura. As condicdes ideais para a formacdo de coacervados complexos entre GA e B-LG
foram a pH 6,5 em uma forca idnica minima e uma razao massica de 2,5:1. Nessas condicoes,
0 maximo rendimento de recuperacdo de proteina nos coacervados complexos de GA + B-LG
foi de 64% + 2%. O presente estudo, demonstrou igualmente a dependéncia de sutis
modificacdes estruturais nas proteinas no seu comportamento de coacervacao complexa. A
desnaturacdo, ainda que parcial, B-LG quando submetida a tratamento térmico (B-LG (TT))
provocou uma reducdo significativa no rendimento de coacervagdo proteica em condigdes
ideais para 57% + 1,1%. A alteracdo estrutural da B-LG ndo afetou a magnitude da intereacédo
molecular entre esta proteina e a luteina, e os coacervados complexos formados entre essas
proteinas e GA apresentaram elevado potencial para encapsular o carotenoide. Uma eficiéncia
de encapsulacdo de 79,6 % + 0,8 % foi observado para os coacervados complexos GA + 3-LG
e de 68,9 % * 0,6 % para aqueles formados por GA + B-LG (TT).
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