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RESUMO

A B-lactoglobulina (B-1g), é uma proteina globular considerada pequena, possui cada monémero
com 162 aminoacidos. Normalmente, em pH neutro e temperatura ambiente, esta na forma de
dimeros, forma nativa — onde cada subunidade tem o peso molecular de aproximadamente 18,3
kDa. Além da temperatura, o valor do pH e o teor de calcio sdo fatores bem conhecidos que
influenciam a desnaturacdo e agregacao da proteina do soro do leite. Nesse contexto, o presente
trabalho teve por objetivo estudar as alteragdes na estrutura da B-lactoglobulina (B-1g) causadas
pelo aquecimento, na presenca de ions calcio (Ca) em meio &cido. Com base nas condicGes
estabelecidas durante os experimentos foi possivel constatar, através da granulometria por
difracdo a laser (DL), que a alteracdo do pH e o aquecimento modificam o tamanho das
particulas das solucdes estudadas. Ja na investigacdo via ressonancia nuclear magnética (RMN)
observou-se em pHs baixos a agregagdo € menor devido as temperaturas utilizadas, portanto o
fendmeno que mais destaca-se é a desnaturacao, principalmente nas amostras em que foram
aquecidas previamente.

Palavras-chave: B-LACTOGLOBULINA; AGREGACAO; TEMPERATURA.



ABSTRACT

B-lactoglobulin (B-1g), a globular protein considered small, has each monomer with 162 amino
acids. Usually, at neutral pH and ambient temperature, it is in the form of dimers, native form
- where each subunit has the molecular weight of approximately 18.3 kDa. In addition to
temperature, the pH value and the calcium content are well known factors that influence the
denaturation and aggregation of the whey protein. In this context, the present work aimed to
study the changes in B-lactoglobulin (B-lg) structure caused by heating in the presence of
calcium ions (Ca) in acid medium. Based on the conditions established during the experiments,
it was possible to verify, through the Laser Diffraction (LD) granulometry, that the pH change
and the heating modifies the particle size of the studied solutions. In the investigation by nuclear
magnetic resonance (NMR) it was observed in low pHs the aggregation is smaller due to the
temperatures used, so the phenomenon that stands out most is denaturation, especially in the
samples in which they were previously heated.

Keywords: B-LACTOGLOBULIN; AGGREGATION; TEMPERATURE.
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1 INTRODUCAO

O leite possui duas classes de proteinas: a caseina (80%) e as proteinas séricas (20%),
no qual a segunda da origem ao concentrado ou isolado proteico de soro, comumente chamado
de “whey protein”, termo em inglés usado para referenciar as proteinas do soro (BROWNLOW
et al., 1997; CROGUENNEC, 2004; PINHEIRO ALVES et al., 2014; SGARBIERI, 2004; V.
MORR; A. FOEGEDING, 1990).

A B-lactoglobulina (B-lg) é o maior peptideo do soro, cerca de 18,3 kDa, estando
presente numa propor¢do de 45% a 57% da fracdo proteica. Apresenta 0 maior teor de
aminoacidos de cadeia ramificada, equivalentes aos aminoacidos essenciais como isoleucina,
leucina e valina (GARCIA, 2017).

Entender o comportamento dessa proteina € um interesse particular da industria de
laticinios, devido ao potencial que a B-Ig tem de afetar o processamento dos produtos advindos
do leite; como por exemplo, a agregacédo da -lg gerada pelo tratamento térmico, contribui para
0 acumulo de residuos nos trocadores de calor utilizados na producéo do leite (CROWTHER et
al., 2016; KONTOPIDIS; HOLT, 2004).

Além da temperatura, o valor do pH e o teor de calcio (Ca) séo fatores bem conhecidos
que influenciam a desnaturacéo e agregacdo da proteina do soro do leite. O Ca esté envolvido
no crescimento e na deposicdo dos agregados da B-lg formando pontes covalentes entre
monomeros, agregados ¢ minerais na superficie da p-lg. Além de participar do mecanismo de
desnaturacdo diminuindo a temperatura na qual o processo comeca. Ja o pH atua na estrutura
da proteina causando alteracdo do tamanho dos agregados e influencia diretamente no tempo
de desnaturacdo (PETIT et al., 2011; RENARD et al., 1998; SPIEGEL; HUSS, 2002).

Nesse contexto, o presente trabalho tem por objetivo estudar as alteragdes na estrutura
da B-lactoglobulina (B-lg) causadas pelo aquecimento, na presenca de ions calcio (Ca) em meio

acido.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 p-Lactoglobulina

As proteinas sdo macromoléculas formadas por aminoécidos, sdo cadeias que
interagem e se dobram em formas tridimensionais com funcionalidade especificas. Executam
funcdes essenciais nas células, compdem membranas, enzimas, sdo parte do sistema
imunoldgico, precursoras de horménios e formam os musculos (BROERSEN, 2005; GARCIA,
2017).

Diversos trabalhos apontam caracteristicas sobre o comportamento e as qualidades
nutricionais das proteinas soluveis do soro do leite, também conhecidas como “whey protein”
termo em inglés, cujas principais sdo: B-lactoglobulina, a-lactaloumina, imunoglobulinas e
albumina de soro. No leite bovino, 45 a 57% dos peptideos do soro sdo representados pela [3-
lactoglobulina. Quantitativamente, a a-lactoalbumina esta em segundo lugar, com 15% a 25%
no leite bovino e a principal do leite humano (CROWTHER et al., 2016; GARCIA, 2017
PINHEIRO ALVES et al., 2014; SGARBIERI, 2005).

Na Tabela 1, pode-se observar que quando se compara o leite bovino e 0 humano, nota-
se que a B-lactoglobulina é predominante no leite bovino, como explica Sgarbieri (2004) em

seu estudo sobre as propriedades fisioldgicas e funcionais das proteinas do soro de leite.

Tabela 1 — Quantidades, em gramas por litro, das principais proteinas de soro lacteo,
do leite bovino e do leite humano.

Proteinas do soro (g/L) Leite bovino Leite humano
B-lactoglobulina 3,2 desprezivel
a-lactalbumina 1,2 2,8

Soralbumina (BSA) 0,4 0,6
Imunoglobulinas 0,7 1,0
Lactoferrina 0,1 0,2
Lisozima Desprezivel 0,4

Fonte: Adaptado de Sgarbieri (2004).

A B-lactoglobulina (B-lg), € uma proteina globular considerada pequena, possui cada
mondmero com 162 aminoacidos com uma cisteina livre e duas pontes de dissulfeto.
Normalmente, em pH neutro e temperatura ambiente, esta na forma de dimeros, forma nativa —
onde cada subunidade tem o peso molecular de aproximadamente 18,3 kDa (BROWNLOW et
al., 1997b; CROGUENNEC; MOLLE; MEHRA, 2004).
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Na figura 1 pode-se observar a estrutura terciéria da p-Ig. Em sua reviséo sobre o soro
de leite e suas proteinas, Poppi et al (2010) cita Brownlow (1997) onde este explanou de forma
extensa a conformagao espacial da B-lg. Concluindo que a molécula compreende 9 segmentos
em folhas B antiparalelas que se arranjam formando uma espécie de calice achatado. Devido a
isso, pequenas moléculas hidrofébicas podem se ligar no seu interior, acarretando propriedades
funcionais de grande aproveitamento para industria de alimentos, como capacidade de
emulsificacdo, formacdo de espuma, geleificacdo e ligacdo de aroma e sabor (POPPI et al.,
2010).

Figura 1 — Estrutura terciaria da p-Lactoglobuina.

A Val A Asp
B Ala ﬁ B Gly

Fonte: Adaptado de Poppi et al. (2010).

As proteinas de soro apresentam basicamente todos 0s aminoacidos essenciais em
excesso as recomendacBes nutricionais, exceto os aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina), mas atendem as recomendac@es para todas as idades. Apresentam elevadas
concentracdes dos aminoacidos triptofano, cisteina, leucina, isoleucina e lisina (SGARBIERI,
2004).

2.2 Desnaturacao e Agregacao

A desnaturacdo é um processo no qual ha a quebra das estruturas secundaria e terciaria
de uma proteina, que pode ocorrer quando estas forem submetidas ao aquecimento, agitacao,
radiacBes ultravioleta e visivel, raios X, entre outros. Com essas influéncias externas, as

proteinas sofrem mudancas nas suas propriedades, sendo destruidas principalmente as suas
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caracteristicas fisioldgicas. Agentes quimicos também podem acarretar alteracfes estruturais
nas proteinas, como &cidos e bases fortes, alguns solventes organicos, determinados compostos
organicos neutros e metais pesados, mesmo que ndo causem alteracdo na sequéncia dos
aminoacidos, podem gerar transformac6es na molécula, tornando-a insolivel e a dificultando a
cristalizagio desses compostos (CROGUENNEC; MOLLE; MEHRA, 2004; LEEB et al., 2015;
RAHAMAN; VASILJEVIC; RAMCHANDRAN, 2015)

A desnaturacdo resulta na mudanga da conformacdo, rompem-se ligacOes que
estabilizam essa conformacao, causando entdo um desenrolamento das cadeias peptidicas, onde
as proteinas se tornam menos sollveis e quimicamente mais reativas. As proteinas nativas
soliveis em sais no seu ponto isoelétrico (pl) normalmente, quando desnaturadas, tornam-se
insoluveis (DELAHAIJE et al., 2016; RAHAMAN; VASILJEVIC; RAMCHANDRAN, 2015)

O aquecimento das proteinas de soro pode acarretar a perca da solubilidade devido a
desnaturacdo, principalmente na faixa de pH 4.0 a 6.5. As caracteristicas de solubilidade dessas
proteinas estdo profundamente relacionadas as condicfes térmicas empregadas em sua
producdo. Condicdes as quais podem ser controladas para que haja a solubilidade requerida
para um produto especifico, por exemplo. Dentre as condi¢cbes ambientais referentes a
solubilidade proteica, a principal é a temperatura, no qual o pH, forca iénica e velocidade de
aquecimento, influenciam em conjunto neste efeito (GOMAA et al., 2016; KONTOPIDIS;
HOLT; SAWYER, 2004; RENARD et al., 1998; SPIEGEL; HUSS, 2002)

O pH na faixa de 6,5 e 7,5 proporciona melhor efeito de agregacdo da B-lg induzida
pelo aquecimento. Os agregados formados em pH 6,5 sdo os mais hidrofobicos e podem ser

utilizados como carreadores bioativos (PEREZ et al., 2014).

Na tabela abaixo (Tabela 2) tém-se as principais caracteristicas estruturais da B-Ig
devido a alteracdo do pH, essas alteracdes foram classificadas em cinco transicdes como foi
mostrado na revisdo de Sgarbieri (2005) demonstrando os estudos de Taulier & Chalikian
(2001).

Tabela 2 — Influéncias causadas por cada faixa de pH estudados por TAULIER &
CHALIKIAN (2001).

Faixa de Ph Influéncias na g-LG

Mudangas estruturais, contudo, em grande parte,

1,0-2,0 -
preserva a sua estrutura secundaria;

25-4,0 Verifica-se a passagem de dimero a mondmero;
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Ocorrem pequenas alteragdes na estrutura tercidria,
45-6,0 sem transformacdo significativa na estrutura
secundaria;
Acontece a transi¢do de Tanford, acompanhada por
alteragBes localizadas das estruturas secundaria e

6,5-85 terciaria, sem mudanca na conformagdo global da
proteina;
Verifica-se a desnaturacdo alcalina, além de resultar a
9,0-125 ruptura de qualquer estrutura dimérica nativa,

transformando-se em mondmeros desdobrados.

Fonte: Autor (2019) adaptado de Sgarbieri (2005).

A B-lg € uma proteina termossensivel, portanto, diversos efeitos sdo produzidos por
acdo da temperatura, dentre eles a exposicao de regifes da molécula apropriada para diferentes
tipos de interacdo com outros componentes, em sistemas complexos. ModificacOes reversiveis
comegam ao redor de 50 °C e irreversiveis acima de 65-70 °C. Em pH neutro, o aquecimento
origina em primeiro lugar a monomerizacdo da proteina nativa, seguida de uma perda da
conformacéo globular compacta (GALANI; APENTEN, 1999; JURADO-ALAMEDA et al.,
2014; PAVLOV; HSU, 2018; SGARBIERI, 2005)

Durante tratamento térmico da B-lg, em solucéo, os seguintes fendmenos ocorrem:
Dimero < Mondmeros < Flexibilizacado da estrutura terciaria — Agregacao

A formacdo de agregados ocorre em dois estagios, primeiramente via criacdo de
pequenas particulas durante a desnaturacdo da proteina nativa, entdo, no segundo estagio
acontece a agregacdo ou aglomeracdo dessas particulas através de colisbes dentro do campo de
fluxo para formar particulas maiores. No leite, interacdes entre caseina, B-lg e Ca formam
agregados, enquanto no “Whey Protein Concentrate — WPC” — concentrado proteico de soro de
leite — essa formagdo se da unicamente através da polimerizagdo da B-lg sozinha, uma vez que
ndo ha caseina presente e Ca estd em pouca quantidade quando comparado ao leite (SIMMONS;
JAYARAMAN; FRYER, 2007).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Planejamento e Preparo da amostra

Os experimentos em sua maioria foram realizados no “Institut National de la
Recherche Agronomique” Instituto Nacional de Pesquisa Agrondmica — INRA, Villeneuve
d’Ascq, Franga. Buscou-se testar alguns fatores para observar o comportamento da estrutura da
B-Lg utilizando entdo a combinacdo entre: aquecimento, adicdo/auséncia de célcio e correcdo
do pH. Foram feitas andlises granulométricas e de ressonancia nuclear magnética (RMN).

A amostra de B-Lactoglobulina utilizada foi a Prolacta 95, p6 fornecido pela Lactalis
Ingredients (F-35230 Bourgbarré, France). Foram preparadas as solu¢es na concentracdo 50
g/L de B-Lg, utilizou-se diferentes propor¢des de calcio nas analises, com excecdo dos
experimentos de RMN aos quais se fixou a propor¢ao Ca/p-Lg. O pH foi ajustado utilizando
solucdo de HCI [1 M]. As amostras foram aquecidas em banho-maria utilizando as temperaturas
de estudo 65, 70 e 90 °C e foi observado o comportamento da solugdo com o tempo de

aquecimento e os fatores: pH e calcio — cinética da desnaturacao e agregacao.

3.2 Granulometria por Difracdo a Laser (DL)

Nos experimentos de granulometria teve-se como objetivo verificar as melhores
condicdes: pH, Ca, tempo e temperatura para realizacdo posteriores analises de RMN. O

equipamento utilizado foi 0 Mastersize 2000 (Malvern Instruments Ltd, England).

Como pode ser visto na tabela abaixo (tabela 3), foram testadas em cada ensaio, 0
seguintes pHs corrigidos (*): 2,0; 3,5; 4,0 e 5,0. Para cada um deles, preparou-se amostras com
diferentes proporgdes de calcio/B-Lg, que foram: 0; 3:1 e 6:1. Além disso, fixou-se 0s tempos
de medicdo no equipamento (0,5; 1,5 e 4,5 horas). O aquecimento das amostras foi feito em

banho-maria, como descrito anteriormente, a temperatura de 65 °C.

Tabela 3 — Condigdes experimentais esquematicas das amostras para leitura na
granulometria a laser.

pH corrigido (*)

Tempo (h) 0,5 15 45
0 la 2a 3a

Ca/p-Lg 31 1b 2b 3b
6:1 1c 2c 3c

Onde: letra representa a condi¢do da amostra em propor¢io calcio/B-Lg (a, b e ¢); Numero: indica a

sequéncia de leituras da mesma amostra de acordo com o tempo correspondente (1, 2 e 3).
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3.3 Ressonancia magnetica nuclear (RMN)

Esta analise foi conduzida para estudar a conformacdo da proteina por meio dos
espectros resultantes de cada leitura. Os equipamentos utilizados foram o espectrometro Bruker
AVANCE 11l e 0 AVANCE NEO 900 US? (*H 900 MHz), para 0 RMN solido e liquido,

respectivamente.

As amostras foram diluidas em Deutério (D20), manteve-se a concentragdo de B-Lg,
50 g/L, a correcdo do pH foi feita com solucdo de HCl a 1 Molar e o aquecimento prévio,
quando necessario, realizado em banho-maria por 4 horas. As amostras foram acondicionadas

a 5 °C até o momento da analise de RMN.

As tabelas 4 e 5 mostram as condicdes utilizadas no preparo das amostras para analise
de ressonancia nuclear magnetica, referentes ao aquecimento (quando aplicado), correcéo do

pH e proporc¢éo de Calcio e B-Lg.

Tabela 4 — Condic6es experimentais das amostras do RMN sélido.

Amostra Aquecimento pH Ca/p-Lg
prévio (°C)  esperado

1 90 3,5 6:1
2 70 3,5 6:1
Fonte: Autora (2019)

Tabela 5 — Condic6es experimentais das amostras do RMN liquido.

Amostra Aquecimento pH Ca/p-
prévio (°C)  esperado  Lg

- 3,5 6:1
4 - 45 6:1
Fonte: Autora (2019)

3.4 Anélise dos dados
Granulometria por difracédo a laser (DL)

Os dados obtidos na DL referem-se aos tamanhos dos agregados, portanto, foram
organizados em gréaficos: tamanho de particula x % de volume das particulas analisadas.

Utilizou-se o software Excel para a organizagdo dos resultados e construcdo dos graficos.
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Ressonancia Nuclear Magnética (RMN)

Os dados resultantes das leituras nos espectrometros, RMN solido e liquido, foram
analisados no software TopSpin (Bruker), onde observou-se as caracteristicas dos espectros e
posteriormente plotados no Dmfit 2011 para exposicdo em forma de figuras. Buscou-se
observar as mudancgas ocorridas nos espectros e quais as influéncias das propriedades da solucéo

causaram essas alteragdes — pH, aquecimento, ions Calcio.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Granulometria por Difragdo a Laser (DL)

As amostras de pH 2, ndo obtiveram boas obscurac¢des no equipamento, abaixo de 5%,
portanto, os dados referentes as leituras dessas amostras ndo podem ser considerados para a
construcdo dos graficos. Fato que pode ser explicado devido ao pH ser muito baixo comparado
ao pH original da solucéo que é neutro (pH £6,7). Renard et al. (1998) destaca que a temperatura
de desnaturacdo aumenta com a diminuicdo do pH e é significativamente maior em pH 2.0,
entdo, como a temperatura utilizada foi 65 °C, esta ndo foi suficiente para proporcionar a
desnaturacdo e consequentemente agregacdo detectavel pelo equipamento (RENARD et al.,
1998).

A figura 2 apresenta 0s experimentos conduzidos no pH 3,5, onde inicialmente o
comportamento da amostra sem Ca se assemelhou ao da amostra de propor¢do média de Ca
(Figura 2A). Apo6s 1,5 horas de aquecimento, houve a incidéncia de fracdes inferiores a 0,1 um
somente para a amostra que ndo continha Ca, para tal entendimento necessita-se de estudo

complementar em equipamento mais sensivel, como estudo de RMN, por exemplo (Figura 2B).

Ao término do aguecimento, as amostras se comportaram de maneira que as fragdes
de maior tamanho estavam presentes na amostra com maior proporcdo de Ca, apesar de no geral
todas as amostras terem se comportado de maneira semelhante. Aparentemente, neste pH a
presenca de Ca ndo € um fator de grande influéncia na formacdo de agregados. Embora a
agregacao ocorra principalmente por meio de rea¢6es de troca tiol/dissulfeto em uma faixa de
pH neutro ou alcalino, os agregados ligados de forma ndo covalente sdo predominantemente
formados em um ambiente acido (SPIEGEL; HUSS, 2002)



Figura 2 — Experimentos (DL) realizados com pH 3,5.
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Onde as letras A, B e C representam respectivamente, os tempos 0,5h, 1,5h e 4,5h. As cores azul,
laranja e cinza, representam as proporcoes de Ca/f-Lg, 0; 3:1 e 6:1 respectivamente.
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Quando analisado 0 efeito do aquecimento da B-Lg no pH 4,0, observou-se que
inicialmente, a auséncia do Ca resultou maiores particulas (Figura 3A). Para a amostra de Ca/f-
Lg 3:1, o aquecimento de 4,5 horas gerou o crescimento das particulas dessa solucéo, onde de
inicio estavam em sua maioria préximas a 10 um e ao fim chegaram até 350 um. Contudo a
amostra sem adi¢ao de Ca e a amostra Ca/p-Lg 6:1, obtiveram fraces superiores no término do
aquecimento (Figura 3C).

Segundo Spiegel (2002), nos seus estudos sobre a f-Lg, a diminui¢cdo do pH na faixa
de 6,7 a aproximadamente 4,5 resulta em um consideravel decréscimo da taxa de desnaturacao.
Devido a isso, tém-se a obtencdo de particulas pequenas na regido de pH acido, que véo
crescendo com passar do tempo, quando a taxa de desnaturacdo aumenta. Além disso, em
temperaturas abaixo de 85 °C, o desdobramento da proteina ocorre lentamente, o que explica
o fato de demandar grande tempo para a completa desnaturagdo no uso de baixas temperaturas
(SPIEGEL,; HUSS, 2002).

Figura 3 — Experimentos (DL) realizados com pH 4,0.
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Onde as letras A, B e C representam respectivamente, os tempos 0,5h, 1,5h e 4,5h. As cores azul,
laranja e cinza, representam as propor¢des de Ca/B-Lg, 0; 3:1 e 6:1 respectivamente.

Ja no pH 5,0 o comportamento do tamanho da particula nas primeiras 0,5 horas da
amostra com maior quantidade de Ca indicou a incidéncia de particulas em torno de 0,1 um, 12
pm e 410 um, um comportamento desordenado que pode ser devido ao fato de estar proximo
ao ponto isoelétrico (pI) da solu¢ao de B-Lg (Figura 4A). Em seu pl, a B-Ig exibe uma alta
estabilidade térmica, como foi discutido por Leeb (2015), portanto, um tempo de aquecimento
mais longo € necessario para atingir a desnaturacdo completa. Além disso, por ser um pH menos
acido, percebe-se ao fim da reacdo, a incidéncia de particulas maiores em comparacdo aos

outros pHs estudados neste trabalho

Figura 4 — Experimentos (DL) realizados com pH 5,0.
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Onde as letras A, B e C representam respectivamente, os tempos 0,5h, 1,5h e 4,5h. As cores azul,

laranja e cinza, representam as propor¢des de Ca/B-Lg, 0; 3:1 e 6:1 respectivamente.

4.2 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A analise dos espectros foi feita de modo a comparar a acdo do pH (Figura 5) e da
temperatura (Figura 6) na proteina, ja que todas amostras continham a mesma quantidade de
Ca, esse ndo foi um fator levado a comparacdo. Espera-se que a agregacdo aumente a largura

das linhas dos picos, o contrario ocorre com a desnaturacao (D. S. PEIXOTO et al., 2018).

Na figura 5, tém-se 0s espectros obtidos a partir do RNM liquido, ao qual estudou-se
diferentes pHs. Observou-se pouca desnaturacdo e consequentemente agregacdo, pois a
estrutura de ambos espectros se encontra semelhante a estrutura nativa da proteina — picos finos
e de alta intensidade em grande parte do espectro — com a ressalva de que em pH 4,5 alguns
picos se diferem, localizados em: ~8 ppm, 5,5-5,0 ppm e 1-0 ppm; onde estes se fundiram e/ou

encontram-se em maior largura.
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Figura 5 — Espectros de RMN liquido: diferentes pHs.
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Fonte: Autora (2019)

Na figura 6, tém-se o0s espectros obtidos das amostras com pH 3,5 e diferentes
temperaturas de pré-aquecimento, 90 e 70 °C. Observando 0s espectros, nota-se que a amostra
pré-aquecida a 90 °C resultou em um espectro de poucos picos e baixas intensidades,
caracterizando uma alta desnaturacao, que pdde ser percebida visualmente pois sua textura ficou
tipo gel. A 70 °C, percebe-se picos mais definidos, estreitos e fundidos, indicando que houve
uma menor deshaturacdo, quando comparado a amostra de maior temperatura. Em ambas
amostras pode-se dizer que houve agregacéo.

Essa diferenca de 20 °C entre as temperaturas estudadas demonstrou comportamentos
diferentes nos espectros analisados. Tal fato pode ter ocorrido devido a combinagéo
temperatura-tempo, uma vez que se utilizou 0 mesmo tempo de aquecimento e a amostra com
maior temperatura obteve melhor desempenho no processo de desnaturacdo, pois quanto mais

alta temperatura, menor o tempo da reacéo.

De acordo com os estudos de Akkerman (2015) para todas as proteinas do soro, um
aumento significativo no grau de desnaturacdo é observado ao aumentar o tempo de retencao
para todas as temperaturas utilizadas em seus experimentos. A interacdo entre temperatura e
tempo de retengdo também é significativa. O aumento da temperatura em um tempo de espera
fixo impulsiona o acréscimo desnaturagdo, comparado com o aumento do tempo de espera a
uma temperatura fixa (AKKERMAN et al., 2015).
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Figura 6 — Espectros de RMN solido: diferentes temperaturas de pré-aquecimento.

Fonte: Autora (2019)
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5 CONCLUSAO

Com base nas condicOes estabelecidas no presente estudo foi possivel concluir que a
alteracdo do pH atrelado a presenca de ions Ca e o aquecimento influenciam na desnaturacgdo e
agregac¢do da B-lactoglobulina. A alteracdo do pH e aquecimento transforma as particulas em
solugdo, estudas entdo por seus tamanhos em granulometria por difracdo a laser (DL). Ja na
investigacdo via ressonancia nuclear magnética (RMN) conclui-se que em pHs baixos a
agregacdo € menor devido as temperaturas utilizadas, portanto o fenémeno que mais destaca-

se € a desnaturacao.
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