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RESUMO

A interacdo entre as proteinas do isolado proteico de baru (P-IPB) e curcumina (CUR) foi
estudada em pH 7,0 e diferentes temperaturas, por espectroscopia de fluorescéncia.
Houve formacdo de complexos termodinamicamente estaveis, com variacdo da energia
livre de Gibbs padrdo média (AG°m) igual a -22,74 kJ.mol, indicando que, no equilibrio
termodinamico, o complexo (P-IPB-CUR) predominou sobre as formas livres das
moléculas. Com o aumento da temperatura, o nimero de complexos P-IPB-CUR
formados diminuiu, com as constantes de interacdo (Kp) variando de 0,14.10* L.mol™! até
5,67.10* L.mol™!. A variagdo de entalpia padrdo média foi negativa (AH®n = -142,84
kJ.molt), assim como os valores de variagdo da entropia padrdo média (TAS°m de -116,17
a -123,89 kJ.mol?) indicando que o processo de formacéo de complexos P-IPB-CUR ¢
exotérmico e entropicamente desfavoravel. Desta forma, as interagfes hidrofilicas tém
um papel importante nesta interagdo. A redugdo nos valores entropicos esta associada a
reducdo no grau de liberdade translacional das moléculas do sistema ap0s sua interacéo.
Este trabalho elucida os mecanismos de interagdo entre proteinas vegetais (P-IPB) e
moléculas bioativas, evidenciando o potencial carreador destes biopolimeros.

INTRODUCAO

O baru (Dipteryx alata Vog.) é uma leguminosa abundante no Cerrado brasileiro,
cuja castanha pode ser explorada através do uso sustentavel para o aproveitamento das
fracdes proteicas e lipidicas. A castanha de baru torrada possui em torno de 25,8 9.100g
! de proteina, 41,9 g.100g* de lipideos e 13,6 9.100g™ de carboidratos (1). O isolado
proteico de baru (IPB) apresenta altor teor de proteina, maior que o teor de proteinas do
isolado proteico de soja, de caseina e albumina comerciais (2).

A Curcuma longa, conhecida como acafrdo-da-india, é utilizada como tempero,
corante e erva medicinal na Asia, devido &s suas propriedades antioxidante, anti-
inflamatdria, antimutagénica, antimicrobiana, antiviral e anticancer. Dentre seus
componentes, a curcumina se destaca como seu principal composto, pertencente ao grupo
dos curcuminoides (3). Porém, a curcumina, também chamada diferulometano, apresenta
baixa solubilidade em agua (7,9 mg/L) e biodisponibilidade, em razéo de sua meia vida
curta, de apenas 30-45 minutos (4).

A formagdo de complexos com proteinas animais (caseina micelar, caseinas,
albumina do soro bovino, lisozima, PB-lactoglobulina, entre outras) vém sendo
extensamente estudada como forma de contornar os obstaculos supracitados para
aplicacdo da curcumina (5-7). Entretanto, a demanda por proteinas de origem vegetal é
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crescente, devido a diversos fatores. Com essa mudancga, surgem muitos desafios, como
manter a qualidade nutricional dos alimentos, portanto, é importante conhecer as
interacOes especificas entre as proteinas vegetais e compostos bioativos, para uma
aplicacdo bem sucedida destas proteinas carreadoras de moléculas bioativas (8).

Estudos sobre a termodinamica de interacdo entre curcumina e diferentes tipos de
isolado proteico (de ervilha, de soro e de soja) demostraram que complexos proteicos
bioativos sdo formados predominantemente por interacfes hidrofobicas. Desta forma, é
importante que diferentes proteinas vegetais sejam estudadas, principalmente, as fontes
nativas, incentivando e valorizando os frutos brasileiros, como o baru, que possui alto
teor proteico, sendo suas proteinas potenciais carreadoras de moléculas bioativas, assim
como as proteinas animais e de soja.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi determinar, por meio da técnica de espectroscopia de
fluorescéncia, os parametros termodinamicos médios de formacdo de complexo entre as
P-IPB e a CUR, em diferentes temperaturas (entre 20 e 40 °C), e em pH 7,0.

MATERIAIS E METODOS

O IPB foi obtido da castanha de baru, por meio do método de extracdo de proteinas
por mudanca de pH (2). Curcumina (CUR) (pureza >80%) foi obtida da empresa Sigma-
Aldrich (USA), etanol (p.a.), acido cloridrico (37% p.a.) e hidroxido de sodio (p.a.) foram
obtidos da empresa Alphatec (Brasil).

Os experimentos de fluorescéncia foram realizados em pH 7,0 utilizando um
espectrofluorimetro da marca PerkinEImer, modelo LS 55. As P-IPB foram solubilizadas
pelo método de mudanca de pH, para obtencdo de uma solugéo na concentracao 2,7 x 10
4 g.mL(9). SolugBes estoque de CUR foram preparadas na concentragéo de 2,4x107
mol.L a partir da solugio estoque contendo as proteinas e 3% de etanol. Os experimentos
foram realizados com a concentracdo de CUR variando de 0 a 6,35x10° mol.L?! e
concentracdo de proteinas constante. As dispersdes de proteinas foram excitadas no
comprimento de onda de 295 nm e os espectros de emissdo de fluorescéncia emitidos no
intervalo de 300 a 550 nm. As anélises foram realizadas nas temperaturas de 20, 25, 30,
35 e 40 °C, em duplicata.

RESULTADO E DISCUSSAO

Devido a presenca de aminodcidos fluordforos (triptofano, tirosina e fenilalanina)
nas proteinas da castanha de baru, o IPB emite fluorescéncia. Observou-se que a
intensidade de fluorescéncia das P-IPB diminuiu com a adi¢do concentracdes crescentes
de CUR. A Figura 1 mostra o espectro de emissdo de fluorescéncia das P-IPB com o
aumento da concentracdo de curcumina, a 25 °C.
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Figura 1- Espectro de emissdo de fluorescéncia para o sistema P-IPB-CUR, em pH 7,0, 25 °C.

As P-1PB emitiram fluorescéncia em comprimento de onda méximo de 337,5 nm
e, apesar de a fluorescéncia emitida ter reduzido com o aumento da concentracdo da CUR,
ndo houve deslocamento no comprimento de onda de emissdo méxima, indicando que
ndo houve alteracdo conformacional das P-IBP detectavel pela técnica utilizada. A
supressdo da fluorescéncia ocorreu por meio de mecanismos de extingdo estaticos, pois
os valores da constante de Stern-Volmer (Ksv), Tabela 1, diminuiram com o aumento da
temperatura, isto significa que a supressdo da fluorescéncia ocorreu devido a formacéao
de complexos entre as P-IPB e CUR (10).

Tabelal- Parametros termodinamicos de formagao de complexo entre P-IPB e CUR, em pH 7,0.

Temperatur: K R? K A R?
i (I?’(ce:é;tua (10° W | R | gol' AH TAS |
Lmol ) Lmol ) 1 (kJ.mol?) (kJ.mol?)
20 1,68 0,99 5,67 0,99 0,89 -26,68 0,99 -116,17
25 1,42 0,99 253 0,99 0,84 -2513 -117,71
30 0,65 0,99 0,66 0,99 0,80 -22,15 14284 -120,69
35 0,77 0,97 0,34 0,99 0,74 -20,81 -122,04
40 0,62 0,97 0,14 0,99 0,69 -18,95 -123,89

A constante de interacdo média (Ky) e a estequiometria de formacao de complexo
média (n) foram determinadas por meio da equacdo equagéo de Stern-Volmer modificada.
Os parametros termodinamicos medios (variagao de entalpia padrdo (AH®m), variagcdo da
entropia padréo (TAS°m) e variagédo de energia livre de Gibbs padrao (AG°m) de formacéo
de complexo entre as P-1IPB e CUR foram calculados a partir da abordagem de van’t Hoff
e da relacdo fundamental de Gibbs (11).

Os valores de Ky, n, AG®°, AH® e TAS® para as diversas temperaturas estudadas
sdo apresentados na Tabela 1. Os valores de n diminuiram com o aumento da temperatura,
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por exemplo, a 25 °C ha uma CUR para cada P-IPB, enquanto, em 40 °C, duas proteinas
se agregaram ao redor de uma CUR. Os valores de Ky foram da ordem de 10* L.mol™ e
diminuiram com o aumento da temperatura, o que indica que os complexos formados sao
menos estaveis em temperaturas mais elevadas, com reducéo de 97,5% no numero de
complexos formados.

Os valores de AG° foram negativos em todas as temperaturas estudadas
(AG°médio = -22,74 kJ.mol™), demonstrando que o equilibrio favoreceu a formagéo de
complexos em relagdo as moléculas livres. Os valores negativos AH°m e de TAS®°m
evidenciaram que a interagdo entre as P-IPB e a CUR ¢é dirigida entalpicamente. A
negatividade atribuida & AH°nw indica que a energia liberada devido as interagdes para
formagéo de complexo entre P-IPB e a CUR (AHp.p-curc <0) somada com a energia
liberada devido as interacdes entre moléculas de agua liberadas da dessolvatacdo de
ambos os reagentes (AHH20-H20 < 0) superou a energia gasta no processo de dessolvatacéo
das moléculas de proteina e CUR do sistema ( AHpes-ipg > 0 € AHpes-curc > 0) (12). A
diminuicdo dos valores de TAS°m esta associada principalmente a uma reducdo no grau
de liberdade translacional das moléculas de P-IPB e CUR, o que corrobora com 0s
resultados de n encontrados, que sugerem agregacao de duas proteinas com uma molécula
de CUR.

CONCLUSAO

As P-IPB e CUR formam complexos termodinamicamente estaveis em pH 7,0. A
formacdo destes complexos é entalpicamente dirigida, com as interagdes hidrofilicas
exercendo um papel fundamental. A temperatura é um fator importante na formacao e na
estequiometria dos complexos. Este trabalho elucida os mecanismos de formacédo de
complexo entre P-IPB e CUR, demonstrando o potencial que proteinas de origem vegetal
pouco exploradas tém como carreadores de moléculas bioativas.
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