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RESUMO

Introducao: a albumina sérica bovina (BSA) figura como uma das principais
albuminas responsavel pelo carregamento de compostos hidrofébicos, que, por sua
vez, sdo insoluveis no plasma sanguineo, atuando também na eliminacdo dos
radicais livres de oxigénio e desativacdo de varios metabolitos. Objetivos: analisar a
albumina sérica bovina (BSA) como alternativa para nanotecnologia na area de
alimentos. Justificativa: a importancia dessa pesquisa repousa na analise das
condicdes de interacao entre o BSA - eugenol que podem contribuir com o avanco
das tecnologias utilizadas na producao e tratamento dos alimentos. Metodologia: o
estudo foi desenvolvido por meio de uma pesquisa bibliografica, com abordagem
qualitativa, reunindo dados de materiais disponiveis virtualmente em bases de dados
de pesquisas cientificas. Resultados: Percebeu-se que as operagdes que podem
alterar a temperatura e o pH da matriz alimenticia possuem relevante potencial para
o desenvolvimento de técnicas que possibilitam o melhoramento da estabilidade
cinética e funcionalidade dessa matriz, influenciando futuras aplicacdes tecnoldgicas
na area alimenticia.

Palavras - chave: Albumina. Nanotecnologia. Alimentagao.



ABSTRACT

Introduction: bovine serum albumin (BSA) is one of the main albumin responsible
for the loading of hydrophobic compounds, which in turn are insoluble in the blood
plasma, also acting in the elimination of oxygen free radicals and the deactivation of
several metabolites. Objectives: to analyze bovine serum albumin (BSA) as an
alternative for nanotechnology in the food area. Rationale: the importance of this
research rests on the analysis of the interaction conditions between BSA - eugenol
that can contribute to the advancement of the technologies used in the production
and treatment of food. Methodology: the study was developed through a
bibliographical research, with a qualitative approach, gathering material data
available in virtually scientific research databases. Results: It was noticed that the
operations that can alter the temperature and pH of the food matrix have relevant
potential for the development of techniques that allow the improvement of kinetic
stability and functionality of this matrix, influencing future technological applications in
the food area.

Keywords: Albumin. Nanotechnology. Food
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1 INTRODUGAO

As proteinas sao biomoléculas formadas por um conjunto de cadeias
poliméricas, onde cada mondémero € constituido por um residuo de amino&cido. O
aminoacido é formado por um carbono da cadeia principal, denominado carbono-alfa
(a). Este carbono realiza quatro ligacdes covalentes (Figura 1); uma com um atomo
de hidrogénio, outra com um grupo amina primario (—-NH.), um grupo carboxilico
(-COOH), e outra com um grupo radical, e as combinagdes dos diferentes
aminodcidos formam todas as proteinas (BARACAT-PEREIRA, 2014).

Existem quatro niveis de organizacdo que descrevem estruturalmente as
proteinas. A estrutura primaria consiste na representagédo linear da sequéncia de
aminoacidos. A estrutura secundaria se refere as conformagdes locais da proteina,
como a -hélice e conformagdes . A estrutura terciaria representa o arranjo
tridimensional de todos os atomos, caracterizando uma configuracdo global da
proteina. A estrutura quaternaria é o arranjo espacial do agrupamento de
subunidades de uma proteina com mais de uma cadeia de aminoacidos (BARACAT-
PEREIRA, 2014).

Dentre as diferentes proteinas de interesse na area de alimentos, destacam-
se as proteinas do leite, que podem ser classificadas em dois grupos: o primeiro
grupo corresponde as caseinas (a, B e k) que representam 80 % do conteudo
proteico total do leite e o segundo grupo corresponde aschamadas proteinas do soro
(LIVNEY, 2010; FOX, 2003).

As proteinas do soro sao principalmente uma mistura de proteinas globulares
compreendendo B-lactoglobulina (~ 50% m/m), a-lactoalbumina (~ 20% m/m),
imunoglobulinas (~ 10% m/m), albumina sérica bovina (~ 6%, m/m) e outros
componentes proteicos menores ou peptideos, incluindo a lactoferrina,
lactoperoxidase, lisozima e fatores de crescimento (LIVNEY, 2010; FOX, 2003).

A albumina tem sido uma das primeiras moléculas de escolha em sistemas
carreadores de diferentes principios ativos, e foi uma das primeiras nanoparticulas
aprovadas pela agéncia de Administracdo de Medicamentos e Alimentos dos
Estados Unidos (USFDA)( PARK, 2012; ZHAO et al., 2010).

Este estudo tem como objetivo analisar a albumina sérica bovina (BSA) como

alternativa para nanotecnologia na area de alimentos.



2 METODOLOGIA

2.1 TIPO DE PESQUISA

Trata-se de um estudo qualitativo onde realizou-se uma pesquisa
bibliografica.

A pesquisa qualitativa, pode ser definida como uma metodologia que produz
dados a partir de observagdes extraidas diretamente do estudo de pessoas, lugares
OU processos com 0s quais o0 pesquisador procura estabelecer uma interacéo direta
para compreender os fendbmenos estudados. Normalmente, parte de questdes mais
amplas, que s6 vao tomando uma forma mais definida quando se desenvolve o

trabalho.

2.2 DADOS OBTIDOS

Os dados foram extraidos em sistema de busca e em bases de dados sendo
utilizados os seguintes descritores para pesquisar os artigos: albumina sérica bovina
(BSA) como alternativa para nanotecnologia na area de alimentos

2.3 TRATAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os dados coletados foram analisados e expressos de forma descritiva em
texto, com sucessivo discursdo baseada em dados de estudos ja realizados.

Compreende-se a importancia da pesquisa bibliografica, tendo em vista que
esta se objetiva a buscar “a resolucdo de um problema (hip6tese) por meio de
referenciais teoricos publicados, analisando e discutindo as varias contribuicées
cientificas”. (Boccato, 2006, p. 266). Ainda, conforme o autor a pesquisa bibliografica
requer um planejamento sistematico que se inicia desde a definicdo do tema,
passando pela constru¢do do trabalho, até 0 momento de divulgacao da pesquisa.

Nesse sentindo, percebe-se que para a realizagdo da pesquisa bibliografica
se faz necessario um procedimento devidamente estruturado, para que esta cumpra
de fato a sua fungcdo de ampliar a divulgacdo do conhecimento cientifico, pois é
através desta que se propaga a aprendizagem sobre uma determinada area do



saber, facilitando assim o dinamismo das pesquisas cientificas e contribuindo para
que o conhecimento ndo fique restrito a apenas uma pequena parcela

pesquisadores e investigadores cientificos.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 FUNCOES DA ALBUMINA SERICA BOVINA (BSA)

Dentre as albuminas, a albumina sérica bovina (BSA), desempenha
importante funcdo carregadora de compostos hidrofébicos, os quais sédo insoluveis
no plasma sanguineo, além de atuar na eliminagado de radicais livres de oxigénio e
desativagéo de varios metabolitos lipofilicostoxicos, como bilirrubina, e uma grande
afinidade por pequenos compostos aromaticos (INDYK, et al., 2015; HE, CARTER,
1992). Dentre os diferentes compostos aromaticos de pequena massa molar, que
pode ser carreada pela BSA, tem-se por exemplo, o eugenol.

A BSA é uma proteina globular, com massa molar de 66,4 kDa, sendo
constituidapor uma sequéncia conhecida de 583 residuos de aminoacidos, incluindo
17 ligacOesdissulfetos intramoleculares e um grupo tiol livre. O ponto isoelétrico da
BSA é em pH de aproximadamente 4,6; sendo carregada negativamente em pH 7,0
e carga positiva no pH 3,0(INDYK, et al., 2015; HE, CARTER, 1992).

A BSA, é constituida principalmente por estruturas do tipo a-hélice, sendo
formada pela presenca de trés dominios homologos independentes (1, Il, 1ll). Cada
um deste dominio compreende dois subdominios A e B (lIA, IlIA e IB), denominados
como os “sitios” 1, Il e lll, respectivamente (Figura 1) (JATTINAGOUDAR et al.,
2016;HE; CARTER, 1992).

Figura 1 - Estrutura da BSA com seus diferentes sitios, em destaques os pontos de ligacao
hidrofébicos (site | e Il)

Site Il

Domain I

" o
CJQ’J Site |

Domain ll

(Fonte: JATTINAGOUDAR et al., 2016).
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A interacao oferecida pelo sitio | ocorre principalmente por meio de interagdes
hidrofébicas, enquanto no sitio Il envolve uma combinacdo de interacées
hidrofobicas, ligacdo de hidrogénio e interacdes eletrostaticas. Desta forma, os
locais de interagdo de albumina com moléculas exdégenas ou enddgenas de carater
hidrofébico, como o eugenol, pode ser favorecido, principalmente, pela presenca
dos subdominios Il e llIA, conhecido como sitios | e Il, respectivamente (BANIPAL,
et al.,, 2017;TAYEH et al., 2009).

Estes principais locais de interagdo na estruturada BSA,os subdominios IIA e
llIA, diferem em tamanho, flexibilidade, estereosseletividade e afinidade de ligacdo.O
subdominio IIA é maior, mais flexivel e menos estereosseletivo quando comparado
ao subdominio IlIA. As forgcas intermoleculares que estabilizam as espécies
exogenas no subdominio IIA sdo predominantemente hidrofoébicas, enquanto no
subdominio IlIA coexistem forcas hidrofobicas, ligacées de hidrogénio e interacdes
eletrostatica. Além dessas duas regides de ligacao, a BSA apresenta o subdominio
IB, um microambiente localizado na periferia da proteina. Por estar na interface
proteina — solugdo, o subdominio IB é mais suscetivel as alteragcbes tais como
mudanca do pH do meio e a temperatura. Quanto a presenca de fluoréforo,a
BSAapresentadois fragmentos de triptofano denominados Trp-134 e Trp-212,
localizados nos subdominios IB e IlA, respectivamente(REZENDE et al., 2017;
MOREIRA et al., 2014; CARTER, HO, 1994).

3.2 FATORES QUE INTERFEREM NA ESTRUTURA NATIVA DA BSA

A estrutura nativa da BSA em determinado meio pode sofrer mudanga na
conformacgdo mediante diferentes fatores, tais como, concentragédo da proteina, forca
ibnica do meio, temperatura, pH, dentre outros, podendo favorecer ao enovelamento
ou desnaturacao da proteina.

A grande maioria dos estudos visa entender melhor o0s principios
termodinamicos por trds do enovelamento e desnaturacdo das proteinas quando
estas, ligadas ou ndo a outras moléculas, sdo submetidas a grandes variagdes de
temperatura. Estes estudos visam fornece importantes informacdes sobre as
possiveis alteragées nas estruturas secundarias e ou terciaria das albuminas quando

estas sdo submetidas ao aquecimento, o que pode levar a alteracbes na
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estabilidade, propriedades de transportes, propriedades cinéticas e até perda
irreversivel de funcao da proteina ( ANJOS et al., 2011).

Na literatura ndo ha disponivel estudo demonstrando a influéncia da
temperatura sobre a BSA carreando eugenol. Desta forma, trabalhos reportados na
literatura envolvendo a BSA e moléculas de interesse para area de alimentos e com
caracteristicas fisico-quimicas similares ao eugenol (composto com elevada
hidrofébicidade, massa molar relativamente pequena) (Figura 2), que demostram a
influéncia da temperatura sobre a conformacdo e a interacdo entre a BSA e
determinadosligantes, podem auxiliar a inferir, sobre os possiveis efeitos da
temperatura sobre a interagdo BSA-eugenol (BSA-E).

Figura 2 - Estrutura molecular do eugenol.

]
HO ™ X~

Neste contexto, Nunes (2016), ao avaliar a interacdo do &cido cinamico
(AC)com a BSA na forma nativa(25 °C) e desnaturada (85 °C por 15 min) dispersas
em pH 7.4, evidenciou pela técnica de espectroscopia de florescéncia, que aBSA na
forma desnaturada ( comprovada pela de técnica de nano-calorimetria diferencial de
varredura- nano-DSC- ) e nativa obtiveram a mesma propor¢ao estequiométrica de
sitios de ligagcdo (n) com o acido cinamico (n=1:1), evidenciado que a possivel
mudanca na conformacao da proteina, ndo alterou a interacado BSA-ligante. Porém,
foi observado que a constante de ligacao (Ky) da interacao BSA-CA no estado nativo
passou de 4,46 x 10* L.mol" para 1,06 x 10* L.mol'para BSA-CA desnaturada,
sendo também constado uma redugao da variagéo de energia livre de Gibbs (AG °)
que tornou-se menos negativa na conformagdo desnaturada(— 22, 96 KJ.mol”) em
relagdo a conformagdo nativa (— 26, 53 KJ.mol"), sugerindo que a presenca de
sitios hidrofébicos presentes na BSA pode desempenhar importante funcéo para a
manutencdo da interacdo entre a BSA e ligantes que apresentem elevada
hidrofobicidade, tal como o eugenol (NUNES, 2016). A diminuicdo da constante de
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ligacéo verificada, também revela uma possivel reducao da estabilidade da interacéo
BSA-CA, que se equaliza com o aumento verificado do AG ° para o sistema BSA-CA
desnaturada.

Além dos parametros termodinamicos citados, foi evidenciado que a interacao
BSA-CA a 25 °C foi entalpicamente dirigido, sendo regido por interacoes
hidrofébicas (AH ° = 14,22 kJ.mol™) e com contribuicdo entrépica de 41,43 kJ.mol™,
porém, com a BSA desnaturada a interagdo BSA-CA foi ligeiramente exotérmico (AH
° = -3,95 kJ.mol™") e com menor contribuicido da entropia ao sistema (TAS ° = 19,01
kd.mol™ a 295 K), indicando que a desnaturacdo ao propiciar o desdobramento da
BSA, pode ter ocasionado a exposicdo de diferentes residuos de aminoacidos a
superficie(NUNES, 2016).

Além disso, € possivel, que a BSA desnaturada, o ligante possa estar
interagindo, preferencialmente, em uma regido mais externa, com por exemplo, 0
subdominio IB, que envolve uma combinacao de interacdes hidrofdbicas, ligacdo de
hidrogénio e interagdes eletrostaticas e, portanto, mais suscetivel a reestruturagéo
do solvente na interface proteina — solugdo promovida pela desnaturagéo térmica da
proteina.

Nunes (2016), também verificou as propriedades de superficie (potencial zeta,
didametro hidrodinamico e tensao superficial) sobre a BSA nativa e desnaturada por
acao térmica em pH 7.4, demostrando que a interagdo BSA-CA sobre a estrutura da
proteina nativa apresentou potencial zeta ( -17,6 mV), didametro hidrodinamico (7nm)
e tensdo superficial (53,4 mN.m™), diferentes em relagdo ao sistema BSA-CA
desnaturada, sendo que esta apresentou potencial zeta e tensdo superficial
menores ( -11,5 Mv e 48 mN.m™", respectivamente) , e maior diametro hidrodinamico
(19,1 nm) (NUNES, 2016), enfatizando que a desnaturacdo ocasionada pela
temperatura, favorece a mudancas de superficie na proteina e consequentemente,
para a interacao BSA-CA.

A desnaturacdo térmica ao favorecer maior flexibilidade da estrutura,
possibilita a exposicdo de sitios hidrofobicos da BSA que se encontram mais
interiorizados na BSA em estado nativo, e também a uma distribuicido de residuos
de aminoacidos menos carregados, que pode ter favorecido a diminuicéo,
respectivamente, da tensao superficial e do potencialzeta no estudo de Nunes
(2016).
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A temperatura de um sistema esta diretamente relacionada com a energia
cinética deste. Incrementos na temperatura de uma solucéo proteica, tal como na
BSA, geram aumentos na energia cinética do sistema, promovendo a redugdo da
viscosidade do meio, o que favorece a ocorréncia de colisbes efetivas entre as
particulas. Tais perturbacées, pode resultar, em rompimento de interacdes fracas,
que pode favorecer a exposicdo do nucleo hidrofébico levando a formacédo de
agregados e, conseguintemente, a perda da estabilidade termodindmica e cinética
(BARACT- PEREIRA, 2014).

Pode-se inferir a partir do estudo de Nunes (2016), que o potencial zeta ao
tornar-se menos negativo com a BSA desnaturada, pode favorecer a maior interacao
eletrostaticas entre as particulas, demonstrando possivelmente, uma menor
estabilidade cinética ao sistema (BSA-CA), e juntamente com a maior flexibilizagao
da estrutura da proteina desnaturada pela temperatura, proporcionar ao aumento do
didametro hidrodindmico. Estes dados, reportam também a importancia do estudo do
potencial zeta e do tamanho, que foi questionado na primeira questao desta prova
de qualificacdo, visto que a mudanga destes parametros no estudo citado,
demostram uma menor estabilidade do sistema BSA-ligante com a proteina
desnaturada em relagcao a estrutura nativa.

Neste contexto, pode-se inferir, que a interacdo de compostos de pequena
massa molar e elevada hidrofobicidade, como o eugenol, ao interagir com a BSA,
dependendo da temperatura do meio na qual a proteinaesta presente, podera
ocasionar mudancas em sua conformacao superficial, favorecendo a uma menor
estabilidade, porém, sem alteracado significativa na interacdo e possivelmente na
funcionalidade deste sistema ( BSA-ligante), uma vez que a estequiometria de sitios
de ligacdo entre a BSA e o ligante , no estudo supracitado, manteve-se inalterado
com a BSA no estado nativo ou desnaturado.

No trabalho realizado por Zhang, Zhong, 2012, foi avaliadoas possiveis
alteracdes causadas pela desnaturagéo térmica ( 80 °C por 15 min.) com diferentes
proteinas do soro, dentre elas a BSA em pH 6.4, e sua interacdo com a bixina (
substancia quimica orgéanica, muito utilizada como corante na industria de alimentos,
principalmente em queijos)(ZHANG, ZHONG, 2012).

Os autores constataram pela técnica de espectroscopia de florescéncia, que a
interacdo entre a BSA e bixina(BSA-b), teve uma diminui¢cdo significativa da

constante de ligagdo de Stern—Volmer (Ksy), entre a forma nativa e desnaturada da
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proteina com o ligante (de 4.10 x 10* M para 2.80 x 10* M, respectivamente),
porem, ambas foram consideradas como supressao estatica(ZHANG; ZHONG,
2012).

3.3 INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA CONFORMAGCAO DA BSA

O aumento da temperatura promove a diminuicdo da viscosidade do meio
reacional favorecendo a difusdo do supressor em direcdo ao fluoréforo no estado
excitado. Dessa forma, para o mecanismo estatico, 0 aumento da temperatura induz
a uma diminuicdo das colisbes entre o ligante e a BSA excitada e, como
consequéncia, observa-se uma diminuicdo da constante de supressao (Ksv) com a
elevacao da temperatura (MOREIRA et al., 2014; LAKOWICZ, 2006).

Com auxilio do modelo matematico de Stern-Volmer modificado, foi
constatado a diminuicdo da constante de ligacdo (K,) da interacdo BSA-b com
aproteina nativa de 2,32 x 10* M para 1,52 x 10* M"'com proteina desnaturada. Os
autores também evidenciaram, pela Transferéncia de energia por ressonancia de
Forster (FRET), que a distancia de ligagéao (r) entre o Trp- 212 e Trp-134 presentes
na BSA e a bixina foi afetada pela desnaturacao térmica, onde o valor de r da BSA-
b(nativa)passou de 4,61 nm para 4,83 nm ( desnaturada), demonstrando que a
temperatura ocasiona a mudanca na conformacao da BSA , indicando também uma
menor eficiéncia da transferéncia de energia entre o dador e o receptor, inferindo
que a mudanca da conformacdo da BSA pela desnaturacdo térmica torna a
distancia de ligacao entre a bixina e os residuos de Trp maior, que equaliza-se com
os valores obtidos pelo numero de sitios de interacdo para a interacdo BSA-b
desnaturada ( ki), que passou de 2.32 x10* M™" na forma nativa, para 1,52 x10* M™"
na forma desnaturada (ZHANG; ZHONG, 2012).

A diminuicdo destes parametros, pode ter sido favorecido pelo aumento da
flexibilidade da conformacdo da BSA pelo aumento da temperatura, que favoreceu,
possivelmente, a maior interacdo dos sitios hidrofébicos (que na proteina nativa
estavam mais interiorizados), com residuos de aminoacidos hidrofobicos presentes
na proteina, em relacdo a interacdo com a bixina, que resultou na diminuicdo da
constate de ligacdo do ligante com a BSA, ou seja, a interacao proteina-proteina foi

energeticamente mais favoravel que a interagdo proteina-ligante. A diminuicdo de
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kqcitado no presente estudo com a BSA desnaturada para a interagcdo BSA-b, pode
também inferir, uma menor interacao neste sistema, resultando em menor tempo de
retencdo do ligante com a com proteina, que podera ser desfavoravel para a
funcionalidade deste sistema.

Os autores também constataram, em conjunto como a técnica de
espectroscopia de dicroismo circular (CD), que a acado do calor sobre a interacao
BSA-b(desnaturada), também pode alterar sua conformagao secundaria, visto que o
complexo com a proteina na forma nativa obteve maior porcentagem de estruturas
a-hélice(50.4 £ 1.2) em relacdo ao complexo com a proteina desnaturada (24.1 +
0.7) (ZHANG; ZHONG, 2012).

A BSA ao ser aquecida passa por dois estagios de mudancgas estruturais. O
primeiro estagio que se situa numa faixa de aquecimento até 65°C & reversivel,
enquanto que o segundo (T > 65°C) é irreversivel e pode resultar em formacgao de
estruturas do tipo folhas-B, embora nenhum destes estagios resulte,
necessariamente, em uma completa destruicdo irreversivel da conformacdo da
BSA (KUZNETSOQV et al., 1975).

Evidencia-se, com este estudo, que a temperatura do meio pode alterar a
interacdo da BSA com moléculas de pequena massa molar com o eugenol, além de
favorecer, a mudanca na conformacdo da estrutura secundaria, e
consequentemente, desfavorecer a interagcdo BSA-ligante e a sua funcionalidade.

Em contrapartida, Silva (2015), ao estudar o efeito da temperatura (20, 25, 37,
45 e 55 °C) sobre a BSA no estado nativo e desnaturado interagindo com
betacaroteno (BSA-B) em pH 7,0;a partir datécnica de espectroscopia de
fluorescéncia, sugeriu que os valores de n para a interagcdo BSA-B desnaturadafoi
maior, ou seja, trés moléculas de BSA para cada molécula de betacaroteno (3:1) em
relacdo ao interacdo BSA-B no estado nativo (1:1). Além deste parametro, foi
constado que os valores obtidos para AG°® foram negativos para todas as
temperaturas estudadas, o que indica que o processo termodindmico de interacao
BSA-B desnaturada, favorece a formag¢édo do complexo e ndo dos reagentes (SILVA,
2015).

Entretanto, os valores de AG° foram menos negativos que os valores obtidos
para a interacdo entre betacaroteno e BSA nativa, o que indica que a formacao do
complexo entre o corante e a proteina em sua conformagédo desnaturada € menos

favoravel termodinamicamente. A variacao de entalpia de formacéao do complexo foi
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positiva indicando que o processo termodinamico de interacdo entre BSA-B
desnaturada é entalpicamente desfavoravel. Assim, a forca motriz que rege a
interacdo entre estas duas espécies é o aumento da entropia do sistema, em fungéo
da liberagdo das moléculas de agua que soltavam as moléculas da proteina e do
corante (SILVA, 2015).

Quando a proteina esta em sua conformacao desnovelada ha uma maior
exposicdo de grupos hidrofébicos para interagirem com o corante, que também é
uma molécula hidrofébica (SILVA, 2015). Neste contexto, a acdo da temperatura
sobre a BSA como carreadora de substancias hidrofébicas como o eugenol, pode
favorecer a uma maior interagdo (BSA-ligante), que podera resultar em maior
funcionalidade do sistema.

De acordo com os estudos supracitados, pode-se inferir, que o efeito da
temperatura na conformacdo e nas caracteristicas da BSA atuando como
carreadora, pode atuar de forma diferente na proteina, possivelmente,
possivelmente, devido a peculiaridade das caracteristicas do ligante. Desta forma,
sugere-se que a acao da temperatura na BSA carreando eugenol, podera: favorecer
a uma flexibilizacdo da proteina, que podera favorecer emmudangas na sua
superficie, tais como, potencial zeta, didmetro hidrodindmico (tamanho) e ou,
alteracdao na conformacéo da estrutura secundaria e ou terciaria, que por sua vez,
pode favorecer ou desfavorecer a interagdo com o eugenol, ou até mesmo, inalterar
0 numero de sitios de interacao entre a BSA e eugenol, e consequentemente, alterar
a funcionalidade do sistema BSA-E.

Importante ressaltar que a estabilidade térmica de uma proteina na presenca
de um ligante depende da interacao preferencial deste ultimo com os estados nativo
ou desdobrado da proteina. Se o ligante interage preferencialmente com o estado
nativo da proteina, confere estabilizacdo térmica para o biopolimero. No entanto, se
o ligante interage preferencialmente com o estado desnaturado da proteina, conduz
a uma reducao da temperatura de transicdo térmica do biopolimero (CELEJ et al.,
2005).
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3.4 INFLUENCIA DO PH NA CONFORMAGCAO DA PROTEINA BSA

Além da temperatura, o pH do meio no qual encontra-se a BSA, também pode
influenciar na conformagdo da proteina e alterar a interagdo entre a BSA e
determinado ligante, como o eugenol.

O pH é um fator que pode promover mudancas na densidade de cargas da
BSA devido a protonagao/desprotonacado de grupos ionizaveis, bem como em sua
carga liquida. Estas mudancas podem influenciar tanto as interagcdes entre os
segmentos da cadeia polipeptidica da BSA quanto as interacdes que esta proteina
realiza com outras moléculas, como por exemplo, moléculas de eugenol que estao
sendo carreados pela BSA (SILVA, 2015; KUN et al., 2009).

O ponto isoelétrico (pl) da BSA encontra-se em torno do pH de 4. 6.0 pl de
uma molécula indica o pH no qual ela se encontra com a mesma quantidade de
carga positiva e negativa. A BSA é carregada negativamente no pH 7,0 e pode
sofrermudanga na conformacdo no intervalo de pH entre 4 e 8 (Figura 4)
(FERREIRA, 2009; HE; CARTER, 1992).

Figura 3 - Diferentes isbmeros da conformacéao da BSA de acordo como o pH do meio.

FomaN pH4.3 FomaF pH2,7 FormaE

A estrutura tridimensional da albumina, sofre mudancas em sua conformacéo
principalmente quando nao se encontra em condicoes fisioldgicas (pH 7,0), originado
diferentes isbmeros de sua estrutura nativa (N) de acordo com o pH do meio (Figura
4). Em valores de pH entre 4.5 e 7.0 a sua conformacao "N" (normal/nativa) é
predominante. No intervalo de pH de 4,5 a 4,0 a BSA encontra-se sobre uma forma
de transicao, N-F, sendo que a forma F (flexivel), € mais favoravel quando ocorre
uma reducao abrupta do pH para valores menores que 4.0.A transicdo da forma F
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na conformagédo da BSA para a E favorece ao desnovelamento das a-hélices no
dominio |, e a maior flexibilizacdo (desdobramento) do dominio Il (transicdo da
forma N para F), principalmente em valores préximos ao pH 4,8 emsolugdo de BSA
0,1%. Em pH menor que 3.5, observa-se a predominancia da forma expandida da
proteina (E). A transicdo da conformacao N-F favorece a diminuicdo no contetdo da
estrutura ordenada (secundaria), sendo que a BSA na forma de N é mais compacta
em relacao as demais formas, que tendem a serem mais expandidas (NUNES, 2016;
FERREIRA, 2009; MICHNIK, et al., 2005).

Uma vez que a carga liquida da BSA pode ser alterada e até mesmo
controlada pelo pH do meio, estudos da interacdo que envolve a BSA em diferentes
valores de pH, com moléculas que apresentam funcionalidade, como o eugenol,que
possui agdo bactericida e ou bacteriostatica, possui grande significancia para a area
de alimentos, pois permite avaliar e predizer o valor de pH no qual a BSA como
carreadora de eugenol, podera ter maior estabilidade cinética e funcionalidade, bem
como as possiveis finalidades deste nanossistema em diferentes segmentos da
area alimenticia.

O pH é um fator que pode promover mudancas na densidade de cargas da
BSA devido a protonacao/desprotonacdo de grupos ionizaveis, bem como em sua
carga liquida. Estas mudancas podem influenciar tanto as interagcdes entre o0s
segmentos da cadeia polipeptidica da BSA quanto as interagdes que esta proteina
realiza com outras moléculas. (SILVA, 2015; KUN et al., 2009).

Nunes (2016), além de avaliar os parametros ja reportados nesta questao de
qualificacao, também analisou o efeito da interacdo entre a BSA e o cinamato de
metila (CM), pela mesma técnica de DLS, sobre as propriedades de superficie da
proteina em diferentes valores de pH(3,5; 5,0 e 7,4), e evidenciou que a interagédo
BSA-CM nao teve contribuicdode interagcdo eletrostatica, mas decorrente da
mudanca na conformacao da BSA em funcao do pH, equalizando com os resultados
preliminares obtidos.

Em suma, o efeito da temperatura e do pH do meio pode influenciar em
diferentes propriedades na conformagdo da proteina e nas caracteristicas da BSA
como carreadora, tais como, energia de ligacao, entropia, entalpia, sitios de ligacao
(interacdo estequiomeétrica), potencial zeta, diametro hidrodindmico, dentre outras.

Estas mudancas podem influenciar de maneira significativa nas

caracteristicas da BSA em sua forma de interagir e carrear o eugenol, podendo
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favorecer ou desfavorecer esta interacdo, e consequentemente influenciar na
estabilidade e funcionalidade deste nanosistema(BSA-E) em decorréncia das

caracteristicas de meio, tal como o pH e ou a temperatura.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Percebe-se a importancia do estudo da interacdo da BSA com o eugenol em
detrimentos a diferentes condicbes do meio, uma vez que durante o processamento
de alimentos, a matriz alimenticia podera passar por diferentes operagbes que
podem alterar a temperatura e o pH.

Desta forma, o estudo da interacdo BSA-eugenol e das possiveis
modificacdes na conformacédo e caracteristica de BSA como carreadora, podera
possibilitar em melhores alternativas para que este sistema (BSA-E), possa
apresentar maior estabilidade cinética e funcionalidade, ferramentas de grande

importancia para futuras aplicagdes tecnoldgicas para a area de alimentos.
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