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INTRODUCAO

As proteinas sdo macronutrientes fundamentais para a nutrigdo humana e para o0 processamento de
alimentos, contribuindo para a textura, cor e sabor de produtos formulados (Loveday, 2019). No entanto, a
origem (animal ou vegetal) e as condi¢des de producdo e pds-producdo podem originar ingredientes
proteicos com aspectos estruturais e tecno-funcionais insatisfatorios. Nesse contexto, a fosforilagdo é uma
técnica de modificacdo que promove a incorporagdo de um grupo fosfato na estrutura proteica,
potencialmente aumentando sua camada de hidratagdo e sua eletronegatividade. A modulacdo desses
parametros pode ser Gtil para o aprimoramento das caracteristicas estruturais e tecno-funcionais de proteinas.
Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi modificar as proteinas de isolado proteico do soro do leite
(WPI) e isolado proteico de ervilha (PPI) por meio de fosforilagdo quimica seguindo dois métodos distintos:
aquecimento por via imida e por via seca.

METODOLOGIA

Fosforilagdo quimica

A fosforilagdo por aquecimento umido foi realizada conforme Liu et al. (2019), com modificacdes.
Resumidamente, dispersdes a 2% de proteina e 4% de STP em pH 9 foram agitadas por 4 h a 60 °C sob
agitacdo constante em banho termostatico. As dispersdes foram entdo resfriadas até temperatura ambiente,
neutralizadas (pH 7) com HCI 1M, dialisadas (membrana de poro de 12 kDa) contra agua ultrapura a 5 °C
por 72h, liofilizadas e armazenadas a -80 °C. A fosforilagdo por aquecimento a seco foi realizada conforme
Li et al. (2005), com modificagdes. Resumidamente, dispersdes a 2% de proteina e 4% de STP em pH 9
foram agitadas por 1 h a temperatura ambiente, neutralizadas (pH 7), liofilizadas e incubadas a 85 °C/5 dias.
Os po6s obtidos foram ressuspendidos em agua destilada, e a solucdo resultante foi dialisada, liofilizada e
armazenada a -80 °C. Adicionalmente, os tratamentos de fosforilacdo foram realizados também em amostras
de proteinas previamente glicadas com maltose via reacdo de Maillard, conforme Li et al. (2005). O teor de
proteina nas amostras finais foi determinado pelo método de Kjeldhal (AOAC, 2006; método 991.20) para
fins de padronizacdo nas analises posteriores, adotando os fatores de conversdo de 6,38 e 6,25 para WPI e
PPI, respectivamente.

Teor de Fosforo
O teor de fosforo nas amostras finais foi determinado em triplicata, seguindo o método colorimétrico
utilizando molibdovanadato amarelo (AOAC, 2006; método 986.24).

Hidrofobicidade superficial

A hidrofobicidade superficial foi avaliada conforme descrito por Karaca et al. (2011): 2 mL de
dispersdes proteicas (0,0025 a 0,01% m/v), preparadas em tampdo fosfato de s6dio (10 mM, pH 7), foram
misturadas com 10 pL de sonda fluorescente ANS 8 mM, agitadas por 10 s e deixadas em repouso ao abrigo
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da luz por 15 min. A intensidade de fluorescéncia extrinseca foi entdo medida em comprimento de onda de
excitacdo de 390 nm e emissdo de 360 e 395 nm para PPl e WPI, respectivamente. Controles contendo
apenas proteina + tampdo, e ANS + tampdo também foram realizados. As andlises foram realizadas em
triplicata.

Grupos sulfidrila livres totais

O contetdo de grupos -SH livres totais foi determinado conforme descrito por Cheng et al. (2022),
com adaptac6es. Foram misturados 0,1 mL de dispersdo proteica (10 mg/mL de proteina), 0,4 mL de tamp&o
Tris-Glicina (86 mM Tris, 90 mM glicina, 4 mM EDTA, 8 mM ureia, pH 8) e 5 L de reagente de Ellman (2
mM DTNB, 50 mM de acetato de sédio), seguido de incubacdo por 20 min e centrifugacdo (5000 x g, 10
min, 25 °C). Uma aliquota de 300 pL do sobrenadante foi retirada e a absorbancia determinada a 412 nm em
leitor de microplaca. A andlise foi realizada em triplicata.

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

O perfil de proteinas foi avaliado sob condigdes redutoras (utilizado f-mercaptoetanol), conforme
método de Laemmli (1970). Brevemente, 0,5 mL de dispersdo proteica (20 mg/mL) foram misturados com
tampdo de amostra na propor¢do 1:2 (amostra:tampédo) e aplicados em gel de poliacrilamida 14%. A
separacdo foi realizada em um sistema Mini-PROTEAN (Bio-Rad, Richmond, CA, EUA) a 120 V. Os géis
foram corados em corante Coomassie Brilliant Blue e 0 marcador utilizado foi o Precision Plus Protein (Bio-
Rad, Hercules, CA, EUA), que contém bandas de 10 a 250 kDa.

Propriedades emulsificantes

A atividade emulsificante foi determinada conforme Ghribi et al. (2015). Foram misturados 0,5 mL
de 6leo de soja em 4,5 mL de dispersao proteica (0,5 % de proteina na mistura final), seguido de agitacdo em
UltraTurrax (9000 rpm por 4 min). Uma aliquota de 50 pL da emulsdo foi retirada imediatamente ap6s a
agitacéo, diluida em 7,5 mL de tamp&o fosfato 10 mM contendo 0,1% de SDS, agitada em vortex por 10 s e
a absorbancia determinada em 500 nm. A analise foi feita em triplicata. Adicionalmente, aliquotas da fragcdo
creme separada ap6s 10 min foram coletadas e analisadas por SDS-PAGE.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A incorporacéo de fésforo as proteinas foi mais intensa nas amostras de PPI. Além disso, 0 método
que mais incorporou fdésforo as proteinas, tanto nas proteinas do WPI como nas proteinas do PPI, foi a
fosforilacdo por via imida. A glicacdo com maltose via reacdo de Maillard prejudicou a incorporagdo de
fosforo as proteinas (Figura 1).

Figura 1. Teor de Fésforo nas amostras de WPI e PPI.

Os dados de hidrofobicidade superficial estdo apresentados na Figura 2. Globalmente, um claro
aumento da hidrofobicidade com o aumento do teor de fosforo incorporado as amostras de WPI pdde ser
observado. Provavelmente, 0 aumento na repulsao eletrostatica promovido pelo fosfato incorporado atuou
expondo um maior numero de grupos hidrofdbicos anteriormente escondidos no interior da estrutura proteica
(Han et al., 2024). A fosforilacdo ndo promoveu alteracdo significativa no indice de hidrofobicidade das
amostras de PPI. Adicionalmente, observa-se uma redugdo da hidrofobicidade nas amostras glicadas,
provavelmente devido a incorporacao de grupos hidrofilicos durante a reacao.
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Figura 2. Hidrofobicidade superficial das amostras de WPI (A) e PPI (B)

O teor de grupos sulfidrila livres estdo apresentados na Figura 3. Para as amostras de WPI (Figura
3A), fica evidente a baixa disponibilidade de grupos sulfidrila em amostras tratadas por via imida em relacéo
as tratadas por via seca. Isso ocorre devido a reatividade dos grupos sulfidrila livres, que é muito mais
intensa em meio liquido e promove maior formacao de agregados estabilizados por ligagdes dissulfeto, o que
explica a baixa disponibilidade de grupos sulfidrila livres. Nas amostras de PPl (Figura 3B) esse
comportamento foi menos 6bvio, mas foi possivel observar que o tratamento térmico diminuiu a
concentracdo de grupos —SH livres. Além disso, as amostras com fosforo apresentaram maior concentragéo
de grupos sulfidrila livres em comparacao aquelas apenas glicadas.
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Figura 3. Teor de grupos sulfidrila livres em amostras de WPI (A) e PPI (B)
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O perfil das proteinas obtido por SDS-PAGE esta apresentado na Figura 4. Foi possivel observar um
claro aumento na massa molecular das proteinas de WPI com a glicacdo, resultado da formacdo de pequenos
agregados proteina-maltose durante a rea¢do de Maillard. Para as amostras de PPI, a glicacdo promoveu uma
diminuicdo substancial de bandas referentes as proteinas de massa molecular < 20 kDa. Esse resultado pode
estar associado a incorporacdo dessas proteinas a outros agregados, sem o envolvimento de ligacOes
dissulfeto, formando agregados grandes o suficiente para ndo entrarem nos géis, como reportado por Zha et
al. (2019). Por outro lado, a fosforilagdo ndo promoveu nenhuma alteracéo perceptivel nos perfis observados.
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Figura 4. Perfil das proteinas de WPI (A) e PPI (B) obtidas por SDS-PAGE. Em A, 1 =albumina sérica bovina, 2 =
betalactoglobulina, 3 = alfalactoglobulina. Em B, 1 = subunidade convicilina (~70 kDa); 2 = subunidade vicilina (~50 kDa); 3 =
legumina o (~38 a 40 kDa); 4 = subunidade vicilina (~32-35 kDa); 5 = legumina f (~25kDa); 6 = subunidade vicilina (~ 20-22 kDa);
] = albuminas e/ou peptideos (<20 kDa).
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A atividade emulsificante (EAI) est& apresentada na Figura 5. Em um panorama geral, para WPI, o0s
tratamentos aumentaram o EAI, com destaque para a fosforilagdo por via seca. J& para a PPI, o efeito dos
tratamentos foi pouco relevante.
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Figura 5. indice de atividade emulsificante (EAI) de amostras das WPI (A) e PPI (B)

As fracOes creme coletadas das emulsdes apds 10 min do seu preparo foram analisadas por SDS-
PAGE (Figura 6). O perfil eletroforético obtido mostra que os efeitos de glicacéo na p-lactoglobulina e na a-
lactoalbumina (Figura 6A) prejudicaram a participagdo dessas proteinas na estabilizagcdo das emulsdes, o que
é aferido pela menor intensidade das bandas. Para a PPI (Figura 6B), o efeito da glicacdo foi pouco evidente
na corrida de eletroforese, e ndo houve diferenca aparente entre os tratamentos e a proteina nativa na fragédo
creme das emulsoes.
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Figura 6. Perfil das proteinas de WPI (A) e PPI (B) obtidas por SDS-PAGE. Em A, 1 =albumina sérica bovina, 2 = B-lactoglobulina,
3 = a-lactoalbumina. Em B, 1 = subunidade convicilina (~70 kDa); 2 = subunidade vicilina (~50 kDa); 3 = legumina a (~38 a 40
kDa); 4 = subunidade vicilina (~32-35 kDa); 5 = legumina 3 (~25kDa); 6 = subunidade vicilina (~ 20-22 kDa); ] = albuminas e/ou
peptideos menores (<20 kDa).

CONCLUSOES

Neste estudo, foi possivel observar que os diferentes métodos de modificagdo quimica influenciaram
de maneira distinta as propriedades estruturais e funcionais das proteinas do WPI e do PPI. A fosforilacdo
por via imida foi o método que promoveu maior incorporagdo de fosforo, especialmente nas amostras de
PPI. A fosforilagdo por via imida também promoveu o aumento da hidrofobicidade e formagao de ligagdes
dissulfeto no WPI, o que pode impactar negativamente a tecno-funcionalidade de sistemas coloidais. Por
outro lado, a fosforilacdo por via seca, ainda que com menor grau de incorporacdo de fosforo, contribuiu
para a melhora da atividade emulsificante das proteinas do WPI. Além disso, a glicagdo com maltose
induzida via rea¢do de Maillard néo elevou o grau de fosforilagdo em ambas as proteinas e limitou a atuagdo
da B-lactoglobulina e a-lactoalbumina do WPI na estabilizacdo de emulsdes. Esses resultados indicam que a
escolha do tipo de modificacdo quimica é determinante para direcionar as funcionalidades tecnoldgicas das
proteinas.
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