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Resumo: COMPORTAMENTO DA B-CASEÍNA NA INTERFACE ÁGUA

ÓLEO DE EMULSÕES ALIMENTARES 

Entende-se que, no futuro, a Tecnologia de Alimentos, no aperfeiçoamento de 

produtos alimentícios mais sofisticados, deverá orientar-se segundo duas direções: a 

elaboração de produtos mais atrativos e convenientes e ao mesmo tempo mais 

nutritivos e com apelo funcional. Assim, o desenvolvimento de processos 

tecnológicos deverá estar dirigido para a introdução de novas matérias-primas, para 

o aproveitamento de subprodutos e para a produção alimentos funcionais ou de 

alimentos mais nutritivos e atraentes, que possam ser utilizados por grande parte da 

população mundial e ter impacto na Saúde Pública. O conhecimento dos 

determinantes da estruturação de alimentos, da fonna como ingredientes funcionais 

colaboram na fonnação da estrutura supramolecular e a relação entre percepção da 

textura e a estrutura do alimento é fundamental para que se produzam alimentos de 

texturas adequadas a programas de intervenção nutricional. 

A ~-caseína é um importante ingrediente funcional capaz de emulsionar 

grande volume de óleo e conferir estrutura estável a uma série de produtos 

alimentícios. Neste trabalho investigamos por RMN de IH a dinâmica da ~-caseína 

na interface óleo-água de emulsões. Primeiramente a ~-caseína foi purificada por 

FPLC (Fast Polymer Liquid Chromatography): a pureza da preparação foi 



controlada por SDS-P AGE e a proteína purificada foi então usada para produzir 

emulsões. Um sistema modelo constituído por ~-caseína, água e decano foi 

empregado, com substituição de cada componente por seu derivado deuterado. 

Desse modo, a principal fonte de próton poderia estar sempre identificada, 

permitindo estimar a contribuição de cada componente para os espectros obtidos. O 

tempo de relaxação (T 2) das emulsões e dos seus componentes puros foi 

determinado pela seqüência de pulsos CPM G e a análise dos dados mostrou um 

sistema multiexponenciaL F oram detectadas três principais populações de prótons, 

representando mobilidades moleculares muito menores que as dos componentes 

puros isolados. Pode-se dizer, analisando os resultados obtidos, que as emulsões 

restringiram a mobilidade molecular da água, lipídeo e proteína. A água, decano e 

~-caseína livres foram detectados nos sistemas emulsificados em quantidades muito 

pequenas. 



Summary: p-CASEIN BEHAVIOR AT THE WATER-OIL INTERFACE IN 

FOOD EMULSION 

Food Technology in the future when dealing in designing more sophisticated 

foods will face two challenges: producing more attractive and convenient foods and 

preserving or enhancing their nutritive and functional values. Therefore, the 

deveIopment of new technological processes will be directed for introducing novel 

raw materiaIs, thus resulting more nutritive and functional food that can be use by 

the population at large and impact PubIic Health. The know ledge of the way the 

supramoIecular arrangements are built and structure is fonned in the food processes, 

are of paramount importance for producing designed food with adequate structure 

and acceptability able to be used in malnutrition intervention programs. 

In this work, we investigated, by IH NMR, the dynamics of ~-casein 

emulsions. For preparing the emulsion in this study FPLC (Fast Polymer Liquid 

Chromatography) purified ~-casein was used with the purity of the preparations was 

checked by SDS-PAGE. A model system constituted by ~-casein, water and decane 

was empIoyed with repIacement of each component by its deuterated derivative. 

Therefore, the main proton source could always be assigned; and this approach 

allowed the estimation of the contribution of each component for the spectra 

recorded. Transverse relaxation times (T2) of the emulsions were obtained by 

CPMG pulse sequence and the analysis has shown multicomponent spectra. 



Three roam proton populations were detected representing molecular 

motilities much lower than the individual pure component. It can be said from the 

results that the emulsions restrained the molecular mobility of water, lipid and 

protein. Free water, free decane and free ~-casein were detected in the emulsified 

system in very low amounts. 
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COMPORTAMENTO DA D-CASEÍNA NA INTERFACE ÁGUA-ÓLEO DE 

EMULSÕES 

1 Introdução 

A aceitação de produtos alimentares pelo consumidor está ligada de maneira 

bastante estreita à sua aparência e estrutura. Entender a relação entre percepção da 

textura e a estrutura do alimento é fundamental para que se produzam alimentos de 

texturas atrativas (WILKINSON e col. 2000). 

Alguns autores defendem que a aceitabilidade no uso de uma substância 

como alimento depende de um conjunto de características detectadas pelos nossos 

órgãos do sentido como aparência, textura e "flavor". Apesar do consumidor se 

influenciar muito por fatores nutricionais, há fortes determinantes no consumo de 

alimentos: o sabor, a aparência e o preço (GAVA 1999). 

Entende-se que, no futuro, a Tecnologia de Alimentos, no aperfeiçoamento de 

produtos alimentícios mais sofisticados, deverá orientar-se segundo duas direções: a 

elaboração de produtos mais atrativos e convenientes e também mais nutritivos e 

com apelo funcional. Assim, o desenvolvimento de processos tecnológicos deverá 

estar dirigido para a introdução de novas matérias-primas, para aproveitamento de 
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subprodutos e produção de alimentos funcionais ou de alimentos mais nutritivos e 

atraentes, que possam ser utilizados por grande parte da população mundial (GA V A 

1999). 

Para isso é necessária uma abordagem multidisciplinar, combinando técnicas 

sensoriais, estudos de fisiologia e determinações fisico-químicas de propriedades de 

alimentos (WILKINSON e col. 2000). 

N este contexto, o conhecimento das propriedades funcionais de ingredientes 

de alimentos é útil para obtenção de produtos de grande aceitação, já que elas 

influenciam o caráter sensorial do alimento, e serão determinantes de sua 

aceitabilidade (SGARBIERI 1998; BORDERÍAS e MONTEIRO 1988). 

Nossa proposta foi analisar as propriedades da ~-caseína, quando utilizada 

como emulsificante em sistemas alimentares, de modo a colaborar para o 

entendimento das mudanças que ocorrem durante o processamento de alimentos 

onde proteínas são utilizadas como emulsificantes, permitindo, assim, melhor 

controle da estrutura, manipulação e controle da textura (WILKINSON e col. 2000). 
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2 Revisão Bibliográfica 

2.1 Propriedades Funcionais 

Entende-se por propriedades funcionais aquelas não nutritivas, mas que 

conferem ao alimento melhoria na aparência de apresentação final e manuseio 

durante a fabricação (SGARBIERI 1998; BORDERÍAS e MONTEIRO 1988). As 

proteínas apresentam uma série de propriedades funcionais, que são bem conhecidas 

e relatadas, sendo por essa razão aproveitadas para aprimorar a produção de 

alimentos (FURTADO e col. 2001). Entre elas, destacam-se: 

• Solubilidade - depende da estrutura da proteína, sua composição em 

aminoácidos, conformação e tamanho molecular (SGARBIERI 1998; 

LEHNINGER 1996); 

• Geleificação, viscosidade e textura - dependem do balanço entre a afinidade 

das proteínas pela água e da capacidade de interação entre as macromoléculas 

(SGARBIERI 1998; REGENSTEIN 1984); 
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• Formação de espuma e emulsificação - são propriedades de supemcie que 

dependem da formação de um filme de proteína contínuo, elástico, na interface 

água-óleo ou água-ar, para que o sistema bifásico e imiscível permaneça estável 

(SGARBIERI 1998). 

V ários estudos têm sido conduzidos com diferentes tipos de proteínas, no 

sentido de melhorar ou ampliar seu uso como ingrediente, com a finalidade de 

conferir algum atributo funcional ao produto (HAQUE 1993). 

Propriedades funcionais exercem importante papel na determinação das 

características principais do produto final, definindo seu uso. Dessa maneira, a 

proteína a ser utilizada deve ter suas características funcionais bem exploradas 

(FURTADO e col. 2001). 

Tais propriedades podem ser estudadas em diferentes sistemas e, neste 

trabalho, será adotado um sistema modelo para análise das propriedades da ~

caseína e seu comportamento em emulsões água-em-óleo. 
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2.2 Emulsões 

Os alimentos industrializados, em grande parte, são produzidos de maneira 

que seus componentes formam em água sistemas aparentemente com uma única 

fase, que constituem dispersões coloidais. 

Dentre essas, as dispersões do tipo líquido-líquido, as emulsões, são de 

grande importância e freqüentemente observadas em alimentos de grande consumo. 

Os principais tipos de emulsões alimentares são chamadas óleo-em-água (ex.: leite, 

creme, massa de bolo, sorvete, mousse) e água-em-óleo (ex.: manteiga, margarina, 

maionese) (BOBBIOa 1995). 

Emulsões são misturas de aparência homogênea, onde os componentes, quase 

sempre dois líquidos, são imiscÍveis. Um deles se encontra na fonna de pequenas 

partículas que estão dispersas no segundo componente que está em uma fase 

contínua, o dispersante (CHEFTEL 1989). 

Estas misturas tendem a se desestabilizar já que, na maior parte dos casos, é 

necessário um grande aporte de energia para dispersar as partículas. Para que isso 

não ocorra, prejudicando a aparência do produto ou alguma etapa de 

processamento, são empregados os emulsificantes, substâncias que apresentam 

propriedades interfaciais importantes, como a de manter agregadas as duas fases da 
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dispersão, impedindo o reagrupamento do material disperso (CHEFTEL 1989; 

ARÊAS e col. 1997). 

Os emulsificantes possuem grupos lipofilicos e hidrofilicos, e quando 

adicionados à uma dispersão coloidal, provocam diminuição na tensão interfacial 

pela sua adsorção na interface da mistura, projetando seus grupos hidrofilicos e 

lipofilicos para a fase em que cada um apresenta maior afinidade. Com a diminuição 

da tensão superficial, pode ocorrer aumento da área de contato entre a fase aquosa e 

a lipídica, melhorando a agregação dos componentes do sistema (BOBBIO 1995). 

A formação de agregados por moléculas anfifilicas, tais como tensoativos em 

meio aquoso é favorecida pelas interações hidrofóbicas, enquanto várias outras se 

opõem a isso, gerando o conceito de forças opostas que agem principahnente na 

região interfacial do agregado. A primeira força, o efeito hidrofóbico, tende a 

diminuir a área interfacial por molécula. A outra, o efeito hidrofilico, tende a 

aumentar essa área. No equihbrio termodinâmico ocorre uma área superficial ótima 

onde a energia de interação por molécula anfifilica tende a zero (BRANDÃO 1999). 

As substâncias emulsificantes mais empregadas são compostas de moléculas 

consideradas anfifilicas, que consistem tipicamente de uma porção hidrofilica polar 

(iônica ou não iônica) chamada de cabeça polar, ligada a uma cauda hidrofóbica. 

Essas características opostas, presentes na mesma molécula, conduzem a um 

fenômeno de auto construção das moléculas em soluções aquosas diluídas, de 
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maneira a blindar a porção hidrofóbica do meio aquoso ao mesmo tempo que expõe 

a porção hidrofilica à água (BRANDÃO 1999). 

As dispersões coloidais chamadas emulsões dependem da temperatura, pH, 

estrutura do agente emulsificante, diâmetro da gota da fase dispersa e da 

viscosidade da fase contínua. A estabilização estérica da camada emulsificante 

protege as finas gotas de emulsão contra coalescência imediata, conferindo 

estabilidade ao processamento e estocagem do produto (DICKINSON & 

STAINSBY 1982). 

Ingredientes com características emulsificantes são de grande importância 

para obtenção de uma série de produtos industrializados, sendo destacada em nosso 

trabalho uma das proteínas mais importantes em emulsões alimentares. 

Estudos de organização de moléculas com características emulsificantes são 

importantes tanto do ponto de vista teórico quanto prático, uma vez que seus 

mecanismos de atividade são influenciados pelo arranjo destas espécies químicas. O 

conhecimento e compreensão da dinâmica de substâncias tensoativas através de 

observações referentes ao comportamento de fase e estrutura destas substâncias 

tem sido de bastante interesse no meio científico (BRANDÃO 1999). 

Emulsões são fluidos bastante complexos cuja estrutura não é rígida, mas 

bastante dinâmica, evoluindo com o tempo e influenciada por diversos fatores 

(BODEN 1994 e 1990). Os emulsificantes são ingredientes aplicados em diversos 
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tipos de formulações que interferem em propriedades fisico-químicas relevantes do 

ponto de vista de armazenamento e utilização do produto (BRANDÃO 1999). 

Existem duas classes de substâncias que apresentam forte tendência a serem 

adsorvidas na interface óleo/água em emulsões alimentares: proteínas e pequenas 

moléculas de surfactantes (DICKINSON & STAINSBY 1982). 

A estabilidade das emulsões formadas depende: 

• Da natureza química das moléculas estabilizadoras adsorvidas na 

superflcie (FISHER & P ARKER 1988); 

• Do estado de agregação da proteína na fase aquosa (DICKINSON 

1999); 

• Da distribuição de proteínas e surfactantes entre as duas fases da 

emulsão (DICKINSON & COURTHAUDON 1991). 

As proteínas, como a p-caseína, apresentam importante papel estabilizador, 

muito provavelmente por serem adsorvidas na interface (SRINIV ASAN e co!. 1999; 

FANG e DALGLEISH 1996). 

Pelas razões apresentadas, o estudo do comportamento desse tipo de proteína 

é fundamental para que se possa entender e melhorar algumas interações ocorridas 

em processos de fabricação de alimentos, principalmente os que levam à fotmação e 

estabilização de emulsões. 
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2.3 B-caseína 

As proteínas do leite, na forma solúvel e dispersa, apresentam excelentes 

propriedades emulsificantes (MORR 1982, FANG & DALGLEISH 1996). 

As caseínas do grupo ~ apresentam a característica de associação

dissociação, cujo equih'brio depende da concentração de proteína, da temperatura e 

do pH. Em temperaturas abaixo de 8°C ou a valores elevados de pH, a ~-caseína se 

apresenta como monômero. A temperaturas mais elevadas e pH neutro a ~-caseína 

forma micelas gigantes em forma de rosário (CHEFTEL 1989). 

Diversos estudos mostram que a ~-caseína é uma proteína que possui perfil 

bastante adequado para emulsionar ingredientes de polaridades diferentes com 

muita eficiência. Faz parte do grupo das caseínas, que são uma família de 

fosfoproteínas produzidas nas glândulas mamárias, em resposta aos hormônios 

lactogênicos e outros estímulos. São secretadas como grandes agregados coloidais 

com a estrutura de grandes micelas, que são responsáveis por muitas das 

propriedades fisicas únicas do leite (GINGER e GRIGOR 1999). 

As caseínas correspondem a cerca de 76% das proteínas do leite bovino, 

sendo divididas em as}, a s2. ~ e K - caseínas. São proteínas de baixa solubilidade 

em pH 4,6, e possuem resíduos de serina esterificados por grupos fosfato. Estes 
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grupos fosfatos são importantes para as propriedades interfaciais das caseínas e para 

a fonnação de micelas de caseína (SWAISGOOD 1993; MURPHY e FOX 1991). 

Suas estruturas terciárias ainda não foram determinadas, uma vez que, devido 

suas características anfifilicas, é impossível cristalizá-las para a difração de raios-X 

e seu peso molecular excede o limite de resolução das técnicas de Ressonância 

Magnética Nuclear. Os modelos empregados até o presente são empíricos, baseados 

nas poucas informações estruturais disponíveis. 

Das estruturas citadas, a ~-caseína é muito anfifilica e age como surfactante. 

Sabe-se que é menos sensível à precipitação com cálcio e, pura em solução, forma 

agregados extensos (SINGH e col. 1993; SRINIVASAN e col. 1999). 

A asI caseína apresenta seqüência de aminoácidos bastante parecida com a~

caseína, mas a distribuição de cargas ao longo da cadeia é muito diferente 

(CASANOVA & DICKlNSON 1998). 

A altamente anfifilica ~-caseína é conhecida por fonnar agregados tipo 

micelas determinadas termo dinamicamente e por força de interações hidrofóbicas 

em processo endotérmico reversível. Medidas reológicas, realizadas em emulsões 

preparadas em idênticas condições de homogeneização, indicam que há forte 

tendência da ~-caseína acumular predominantemente na interface óleo/água quando 

em quantidades relativamente pequenas (CASANOVA & DICKINSON 1998). 
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A ~-caseína é constituída de 209 resíduos de aminoácidos, com PM de 23980 

daltons aproximadamente (Fig.l). 

ARG GLU LEU GLU GLU LEU ASN VAL PRO GL Y GLU ILE VAL 
GLU SEP LEU SEP SEP SEP GLU GLU SER ILE THR ARG ILE 
ASN L YS L YS ILE GLU L YS PHE GLN SEP GLU GLU GLN GLN 
GLN THR GLU ASP GLU LEU GLN ASP L YS ILE HIS PRO PHE 
ALA GLN THR GLN SER LEU VAL TYR PRO PHE PRO GL Y PRO 
ILE PRO ASN SER LEU PRO GLN ASN ILE PRO PRO LEU THR 
GLN THR PRO VAL VAL VAL PRO PRO PHE LEU GLN PRO GLU 
VAL MET GL Y VAL SER L YS VAL L YS GLU ALA MET ALA PRO 
L YS HIS L YS GLU MET PRO PHE PRO LlS TYR PRO VAL GLN 
PRO PHE THR GLU SER GLN SER LEU THR LEU THR ASP VAL 
GLU ASN LEU HIS LEU PRO PRO LEU LEU LEU GLN SER TRP 
MET HIS GLN PRO HIS GLN PRO LEU PRO PRO THR VAL MET 
PHE PRO PRO GLN SER VAL LEU SER LEU SER GLN SER L YS 
VAL LEU PRO VAL PRO GLU LYS ALA VAL PRO TYR PRO GLN 
ARG ASP MET PRO ILE GLN ALA PHE LEU LEU TYR GLN GLN 
PRO VAL LEU GLY PRO VAL ARG GLY PRO PHE PRO ILE ILE 
VAL 

Figura 1 - Seqüência de aminoácidos para a 13-caseina. 

Fonte: ChefieI JC, Cuq JL, Lorient D. Proteinas AUmentarias. Acribia, 1989. pág. 192 

A distribuição aleatória de resíduos hidrofilicos e hidrofóbicos faz a molécula 

substancialmente anfifilica. A ~-caseína forma micelas em solução aquosa com 

concentração crítica de micela muito baixa (menor que 0,1% a 20°C) (CASANOV A 

& DICKINSON 1998). 

A notável seqüência de aminoácidos revela um segmento N-terminal (1-42) 

com elevada densidade de carga e bastante hidrofilico com quatro radicais fosfato 
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esterificando resíduos de serina no segmento (15-19) e um quinto radical no resíduo 

35 (CHEFTEL 1989, DICKINSON, ROLFE & DALGLEISH 1988). 

O restante do polipeptídeo é fortemente hidrofóbico, contendo elevada 

concentração de prolinas, 35 resíduos ao longo da cadeia. Apesar destes resíduos de 

prolina potencialmente inibirem a formação de estrutura secundária (LEHNINGER 

1996), foram detectadas de 6-14% de estruturas a-hélice e 20-23% de folhas ~ na 

~-caseína, determinadas por Espectroscopia Raman, Infravermelho e dicroísmo 

circular (KUMOSINSKI e col. 1993). 

De maneira simplificada, vários autores sugerem que a conformação 

molecular predominante para ~-caseína adsorvida na superficie simples é uma longa 

cauda com N-terminal extendendo-se através da solução aquosa. A interação 

potencial entre as camadas de ~-caseína é intensa em qualquer situação de força 

iônica presente, consistente com a boa combinação estérica e eletrostática da ~

caseína nas gotas de emulsão (DICKINSON 1999). 

Uma estrutura distendida foi proposta por KUMOSINSKI e col. (1993), que 

combinava os teores de estrutura secundária, observados experimentalmente, com o 

modelo de um polímero distendido, usado para explicar as propriedades desta 

proteína. Em 2001, CASSIANO e ARÊAS mostraram por modelagem molecular 

que essa estrutura distendida era instável em meio aquoso, evoluindo em pouco 
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tempo para uma forma enovelada, que se compactava ainda mais quando a ~

caseína entrava no meio lipídico (fig.2). Essa estrutura molecular, mesmo compacta, 

foi capaz de explicar a maioria dos dados experimentais descritos na literatura 

(MURPHY e FOX 1991; DICKINSON 1994) e respondia pelas propriedades 

anfifilicas desta proteína. A presença dos resíduos serina fosforilados foi 

demonstrada como essencial para as propriedades interfaciais observadas, tanto em 

trabalhos experimentais (SOOD & SLATTERY 2000), como por modelagem 

molecular (CASSIANO e ARÊAS 2003). 

Figura 2 - Estrutura tridimensional da f3-caseina proposta por modelagem molecular. 

Fonte: Cassiano & Arêas, 2001. 
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Em trabalhos de DICKINSON (1989) foi verificado que o preparo de 

emulsões com caseínas puras promove formação de sistemas óleo-em-água bastante 

estáveis. Verificou-se que a existência de resíduos de fosfoserinas e a alta 

proporção de resíduos apoIares disponíveis induz a alta adsorção da ~-caseína em 

superficies hidrofóbicas em associação com a região hidrofilica do sistema. 

Durante a emulsificação, as moléculas de caseínas e agregados se 

encontram fortemente associados na superficie da emulsão. A ~-caseína apresenta 

elevada tensão interfacial, o que faz com que, no equilíbrio, a energia livre seja 

significativamente pequena e induza à adsorção em sistemas de dupla polaridade 

(DICKINSON, ROLFE & DALGLEISH 1988). 

2.4 Ressonância Magnética Nuclear 

A Ressonância Magnética Nuclear (RMN) é um método rápido e eficaz para 

elucidação de estrutura molecular que não só define tipos de núcleos presentes na 

molécula orgânica como também descreve a sua mobilidade, o ambiente químico 

individual e a maneira como estão interligados (HORE 1996). Ressonância 

Magnética Nuclear é uma ferramenta analítica que tem longa história de uso em 

investigação de atividade de água em amostras de alimentos e em análise de óleos e 
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gorduras (BEEK e co!. 1996). Por ser uma técnica não destrutiva, RMN é 

interessante para investigar a relação entre estrutura e aceitação porque pennite que 

a mesma amostra seja utilizada para várias medidas em RMN e posterior análise 

sensorial (ROBERTSON e co!. 1992). 

A ressonância magnética acontece basicamente quando um núcleo que 

pOSSUI número quântico de spin I diferente de zero é submetido a um campo 

magnético externo e se orienta. Nem todos os núcleos apresentam essa propriedade 

chamada spin. Alguns desses núcleos que se orientam em campo magnético são 

apresentados na Tabela 1: 

Tabela 1 - Propriedades nucleares importantes em RMN para alguns nuclídeos 

Núcleo Prótons desemparelhados Nêutrons desemparelhados Spin liquido Y(MHzJT) 
IH 1 O 1/2 42.58 
2H 1 6.54 
31p O 1/2 17.24 
14N 1 3.08 
13C O 1 1/2 10.71 
1~ O 1/2 40.06 

Fonte: Adaptado de GÜNTHER 1998, pág.ll. 

Tais núcleos são capazes de absorver energia do espectro eletromagnético, 

na região de rádio freqüência. A freqüência (vo) que determinado núcleo absorve 
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depende do tipo de núcleo (razão giromagnética y) e intensidade do campo 

magnético (Bo) no qual é colocado, descrito pela equação abaixo (HORE 1996): 

~o= y.Bo/2~ 

ou 

~o=y.Bd 

Quando irradiada por uma correta rádiofreqüência, uma pequena população 

de prótons tem sua absorção de energia líquida aumentada. A energia absorvida é 

subseqüentemente perdida para o meio, após certo período de tempo. Esse processo 

é característico e o tempo necessário para essa perda de energia é denominado 

tempo de relaxação spin-rede T 1, que é o tempo necessário para o sistema de rádio 

freqüência voltar ao estado de equilíbrio (zero) depois de aplicado um pulso de RF. 

Este tempo de relaxação está relacionado com a mobilidade molecular. 

Os espectrômetros modernos pennitem a elaboração de seqüências de 

pulsos tais que várias informações dinâmicas podem ser obtidas dos sistemas. 

Assim, o tempo de relaxação spin-rede (TI) é obtido pela seqüência denominada 

"inversion recoveI)''', que consiste na inversão e recuperação do sinal de RMN. 
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Essa seqüência de pulsos consiste nwn pulso de 180°, que inverte a 

magnetização de equilíbrio, seguido de wn retardo variável e wn pulso de leitura de 

1800 
- Delay _900 

- leitura 

Uma lista de tempos de retardo (delay = 1) é utilizada de modo a termos 

smalS negativos que se recuperam exponencialmente até ° valor de equilíbrio, 

passando pelo zero (figs. 3 e 6). 

[---.. -----.----.. ---.. -.. ----.-------.. --.-.... ----.... --.. -----·-·----·---·-··----·-··-.. --····--1 

! 5.000 i _________ . _______ . _____________ : _ 'I 
.. - . - _. -- .. - . - - --, , 

, I 
, 

-5.000 -e::....;;.....;.........;;...;..;;..;..;...:....:....--.-:...:.........;._..:.........;...;..;;..;.~.....;..:.---:.---:..:...::.-__ --'----'--...:.-~ 

o 5 000 10 ,000 

Tem oms 

Figura 3. Gráfico: Intensidade de sinal RMN x tempo de retardo 1: para água pura em 
espectrômetro Maran Ultra (Rinstruments, UK) a 23 MHz de freqüência de prótons. 
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A equação que descreve essa recuperação pode ser escrita como: 

M = Mo - 2Mo • e-'t1T 1 onde: , 

M = intensidade do sinal de magnetização a cada 1: 

Mo = intensidade do sinal em equilíbrio 

1: = retardo entre os pulsos de 1800 e 900 

TI = constante de relaxação spin-rede 

z 
80 

Mo 

x y 

Figura 4. Momento magnético nuclear no campo magnético 130. 

Fonte: Adaptado de OÜNTHER 1998, pág.03. 

Assim, TI pode ser obtido com uma seqüência de pulsos e ajuste dos dados 

de intensidade de magnetização obtidos na equação (HORE 1996; GÜNTHER 

1998). 



Mz Me - - - - - - - -__ ---: -;:..::-:..:;:.-----

---Mo{1-e-1
) 

T, 

Figura 5. Experimentos para aquisição de TI 

Fonte: Adaptado de HORE 1996, pág.56. 

t 
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o tempo de relaxação spin-rede TI é então deftnido como o tempo necessário 

para inverter a magnetização por um fator "e" (fig.5). 

Se a magnetização líquida é distribuída ao longo do eixo -Z, haverá retomo 

gradual da magnetização para a posição de equilíbrio no eixo +z (fig.4) na razão de 

T]. A equação que governa este comportamento como uma função de tempo t 

depois do deslocamento é: 

Mz = Mo ( 1 - le-ttr1 
) 
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Mz Mo - - - - - - -:...-;.:--:;...:-:;...::-:-----

t 

Figura 6. Experimentos para aquisição de T 2. 

Fonte: Adaptado de HORE 1996, pág.77. 

Um segundo mecanismo de relaxação (T2) envolve a troca de energia de 

spins nucleares e, assim como T h está relacionado com o grau de mobilidade da 

molécula estudada. Depois do pulso, todos os spins alteram simultaneamente a rota 

e produzem um sinal de RMN, mas em razão das oscilações do campo magnético, 

cada próton tem uma experiência magnética diferente. Assim, embora todas as 

rotações iniciem ao mesmo tempo, depois de algum tempo se descompassam. O 

sinal detectado é a soma de voltagens induzidas de todos os spins. Como eles se 

agrupam em diferentes populações, começam a induzir voltagens em diferentes 

etapas. O descompasso continua, fazendo com que o sinal RMN diminua até os 

spins ficarem totalmente separados (HORE 1996). 
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Uma das fOImas de se detennÍnar T 2 de uma amostra é através de sequência 

CPMG (CARL & PURCELL 1954; MEIBOOM & GILL 1958), que se baseia na 

aquisição de ecos e consiste em um pulso de 900 seguido de um retardo e uma 

sucessão de pulsos de 1800 com o mesmo retardo conforme figo 7: 

RF 

FID Echo 

Signal 

Figura 7. Uso de CPMG para aquisição de T2 (spin-eco) 

Foote: Adaptado de HORE 1996. pág.80 

t 

t 

~oo.- Delay .-.180° .-.Delay .-.180° .-.Delay .. . \ 
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Fipra 8. Queda do eco com os sucessivos pulsos a 180" 

Neste caso, os ecos são obtidos após cada dois retardos e o progressivo 

decaimento (figs.8 e 9) observado segue a equação: 

onde: 

M = intensidade do eco a cada 't 

Mo = intensidade do sinal em equilíbrio 

l' = retardo entre os pulsos de 1800 e 900 

T 2 = constante de relaxação spin-rede 
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t 
Figura 9. Decaimento da magnetização no tempo de relaxação T2. 

Fonte: Adaptado de HORE 1996, pág.IT. 

Há uma relação entre as constantes de relaxação TI e T 2 e o tempo de 

correlação molecular rotacional, permitindo que sejam obtidas informações sobre a 

mobilidade molecular através de TI e T 2. 

slow 

10 

1 

0.1 

0.01 
rut 

T, 

10"1 10.10 10" 

fast SNw 

- Tc/s ..... 

Figura 10 Dependência de TI e T2 no tempo de correlação rotacional 'tc. 

Fonte: HORE 1996 

Pode-se observar que, para valores de tempos de correlação ('te) baixos, 

indicativos de movimentos moleculares rápidos, TI e T 2 são altos e diminuem com o 
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aumento do tempo de correlação. Em tempos de correlação altos e com diminuição 

do movimento molecular, T2 continua diminuindo com o aumento do tempo de 

correlação, enquanto TI segue comportamento inverso (fig.10). Assim, T2 sugere 

uma correlação com a mobilidade molecular em qualquer região do gráfico, 

constituindo-se de uma medida de interesse no estudo do comportamento dinâmico 

dos sistemas. 

As mudanças associadas com a ligação de proteínas aos lipídeos em emulsões 

podem afetar, por exemplo, o relaxamento dos prótons. Desse modo, os tempos de 

relaxamento (T 2) podem ser correlacionados a modelos moleculares de inserção da 

proteína no meio lipídico (ARÊAS e col. 1997). Informações sobre o 

comportamento dinâmico das micelas de caseína e a formação de emulsões têm sido 

obtidas de experimentos de RMN, que demonstram ser o método útil para aquisição 

de dados sobre a estrutura e dinâmica de macromoléculas com regiões de 

mobilidade restrita (RASMUSSEN e col. 1999). 

As emulsões nonnalmente são preparadas utilizando-se lipídeos e proteínas 

que apresentam comportamento similar ao das membranas biológicas. O método de 

RMN de 2H de estado sólido também tem sido empregado para investigar tais 

sistemas alimentares com sucesso (ARÊAS e col. 1997, 2001~ ARÊAS e WATTS 

2003). Entretanto, tal metodologia não foi empregada neste trabalho. 



3 Objetivos gerais 

• Avaliar a dinâmica dos componentes de uma emulsão água/óleo tendo a 

{3-caseína como único agente emulsificante. 

-I Objetivos específicos 
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• Obtenção da J3-caseína com elevado teor de pureza usando FPLC (Fast 

Polymer Liquid Chromathography) como método de separação e 

purificação; 

• Identificação das frações pela técnica SDS-P AGE; 

• Estudo das interações entre as macromoléculas de interesse, ocorridas nas 

emulsões produzidas com decano como componente lipídico (fase 

contínua oleosa), monitorando através de tempos de relaxação T2 a 

mobilidade molecular das várias regiões da J3-caseína. 
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5 Material e métodos 

• A ~-caseína foi adquirida da Sigma (St. Louis, MO, USA) e purificada em FPLC 

(Fast Polymer Liquid Chromathographic System) - Phannacia Fine Chemicals, 

Upsala, Sweden) usando uma coluna Superdex 200, que resultou em produto 

livre de outras proteínas (não detectadas por SDS-PAGE). Todas as soluções 

preparadas para FPLC foram filtradas em sistema Millipore 0,45um, usando 

membranas de acetato de celulose. Na injeção, foi usada membrana de diâmetro 

menor e de porosidade 0,22um. As soluções também foram degaseificadas antes 

da injeção, usando a técnica de ultrassonicação. A água utilizada para preparo 

das soluções e outros procedimentos necessários foi de alto grau de pureza, 

conseguido através da passagem da água destilada pelo sistema Milli-Q 

(Resistividade < 18míl.cm). 

I. A ~-caseína deuterada foi obtida por tratamento da ~-caseína com D20 para 

troca dos prótons lábeis por deutério, em tubos de concentração de soluções de 

proteína (Amicon - Millipore) com membrana de corte de PM de 3000. Os tubos 

de concentração são formados por um compartimento cilíndrico cujo fundo é a 

membrana de corte, encaixado, até a metade de sua altura, em outro cilindro 

fechado ao fundo. Um mililitro de ~-caseína em D20 foi adicionado ao tubo com 
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membrana e o conjunto centrifugado a 800g por 2 h até redução de volume a 

cerca de O,lmL. O conjunto foi então desmontado e o líquido do compartimento 

inferior descartado. O conjunto foi novamente montado, I mL de D20 foi 

adicionado e a operação foi repetida por quatro vezes. 

• O decano e o decano deuterado (99,5%) foram obtidos da Merck e utilizados 

sem purificação prévia. 

• As primeiras emulsões foram preparadas utilizando-se o planejamento inicial de 

dispersões de proteína a 5% em água, com 30% de decano. Foram preparadas 

amostras com variações de componentes deuterados, conforme será descrito a 

seguir, para verificar qual a população de prótons era responsável pelos sinais de 

ressonância observados. 

5.1 Separação e purificação da B - caseÍna por FPLC 

Fast Polymer Liquid Cromathography (FPLC) é uma técnica de 

cromatografia líquida compatível com substâncias biológicas, já que executa rápidas 

separações com alta varredura da amostra, mantendo a integridade estrutural e 

atividade biológica. Tem sido usada para separar peptídeos de hidrolisados 
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protéicos (HAR W ALKER e col. 1993) e para investigar a influência da temperatura 

na c1ivagem enzimática de caseínas no leite bovino (LEAVER e THOMSON 1993), 

entre outras aplicações (SILVESTRE 1997). 

5.2 Identificação da frações por eletroforese 

Eletroforese é uma técnica experimental freqüentemente usada para 

caracterização estrutural de proteínas, sendo relativamente simples, rápida, barata e 

reprodutiva, mas deve ser utilizada com cautela. De maneira geral, os experimentos 

partem de frações parcialmente purificadas de proteínas, baseando-se nas diferenças 

de carga ou tamanho de cada proteína, efetuando a separação em um campo elétrico 

produzido entre dois eletrodos (REGEINSTEIN 1984; MICHALSKY e SHIELL 

1999). 

Um tipo particular de eletroforese, SDS-P AGE (Sodium Dodecyl Sulphate

Poly Acrilamide Gel Eletrophoresis), tem sido utilizado para caracterizar frações de 

hidrolizados protéicos (SILVESTRE 1997). SHIMIDT e POLL (1991) mostraram a 

importância do método para diferenciar perfis de peptídeos obtidos de hidrolisados 

protéicos de soro de leite (SILVESTRE 1997). A técnica mais comum, que foi 

utilizada neste trabalho, baseia-se na separação pelo tamanho das moléculas, na 

presença de SDS. Este método foi descrito por LAEMMLI (1970). 
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5.3 Comportamento das emulsões água/óleo por RMN 

Emulsões foram preparadas com ~-caseína, água ultra pura (MilliQ) e 

decano. Tais emulsões modelo foram construídas com o objetivo de simular 

produtos alimentícios do tipo maioneses. As proporções típicas utilizadas foram 1 % 

~-caseína, 24,5% água e 74,5% decano. Foi adotada metodologia descrita por 

FURTADO e col.(2001), com adaptações para adequá-la ao sistema escolhido. O 

procedimento consistiu de dispersão da ~-caseína em água, em homogeneizador 

tipo Turrax (Marconi modelo TE-I02 nO de série 892580) para pequenos volumes. 

Foi empregada a velocidade máxima do homogeneizador, em períodos de tempo 

variando entre 5 e 10 minutos, sob refrigeração, adicionando-se então, de modo 

constante o decano (25mL /min), até ser observada a inversão da emulsão, pela 

queda de corrente elétrica em voltímetro. 

Essas emulsões foram então submetidas a RMN de prótons em equipamento 

Maran SFC (da Resonance Instruments - Inglaterra), utilizando-se de seqüência de 

pulsos CPMG (CARL & PURCELL 1954; MEIBOOM & GILL 1958) e 

parâmetros ajustados até o completo decaimento do sinal. 

Para o estudo da contribuição de cada componente do sistema, várias 

amostras foram preparadas exatamente nas mesmas condições e utilizando-se a 

mesma proporção de cada componente: 
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• Amostra 1 - ~-caseína, água MiliQ e decano, totalmente protonados. 

• Amostra 2 - ~-caseína (previamente tratada com D20 até substituição 

isotópica dos prótons lábeis), D20 e decano. 

• Amostra 3 - ~-caseína, água MilliQ e decano deuterado. 

• Amostra 4 - ~-caseína (previamente tratada com D20 até substituição 

isotópica dos prótons lábeis), D20 e decano deuterado. 

Além destas amostras, experimentos de CPMG foram realizados com água 

pura (MilliQ), decano puro e ~-caseína (previamente tratada com D20 até 

substituição isotópica dos prótons lábeis) em D20. 

Em todos os casos, o ganho do receptor (RG) foi ajustado em ftmção da 

intensidade do sinal, bem como o nO de repetições acumuladas (NS) foi determinado 

para o melhor sinal possível. O nO de pulsos de 1800 (NECH) foi também ajustado 

para o decaimento total do sinal do eco. O intervalo entre os pulsos 't (comando 

TAU no espectrômetro) foi mantido o menor possível para eliminar os efeitos de 

difusão (100 - 150Jls). 
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Os espectros CPMG obtidos foram submetidos a uma rotação de eixos de 

referência (comando ROT), e os valores de magnitude dos ecos foram tomados a 

cada nO par de ecos comandos (comandos MAG e EVEN, respectivamente). Esses 

espectros foram então processados pelo programa WinFit (Resonance Instruments, 

Oxford, 2002), que avalia o nO de componentes exponenciais discretos existentes no 

espectro e pelo programa WinDXP (Resonance Instruments, Oxford, 2002) que 

avalia o nO de exponenciais existentes no espectro de maneira contínua, criando um 

mapa de distribuição de populações de T 2 existentes na amostras. 

A temperatura das amostras foi controlada e fixada em 20°C. 
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6 Resultados e discussão 

6.1 Separação e purificação da B - caseína por FPLC 

a trabalho foi realizado numa faixa de pH muito próxima de 7,0, 

conseguida com o auxílio de tampão fosfato (O,IM, pH=7,0) como fase móvel. Esse 

valor de pH é bastante adequado para separação da ~-caseína, como mostra a 

literatura consultada, já que neste valor a proteína pode ser solubilizada em fase 

aquosa (MURPHY e Fax 1991). 

A coluna escolhida, SUPERDEX 200 (cujo empacotamento é feito com 

zeólitos de alto grau de porosidade, com todos os poros do mesmo tamanho), 

funciona no esquema de permeação em gel, ou peneira molecular. Seleciona 

substâncias com PM compreendido entre 10000 e 600000, segundo descrição do 

fabricante, sendo adequada a essa proteína, que apresenta PM na faixa de 23980 

(CHEFTEL 1989), apresentando bons resultados no pH escolhido, além de grande 

estabilidade química. 

a sistema de detecção, acoplado ao FPLC é um detector UV, sendo 

recomendado para proteínas o comprimento de onda 280nm como máxima 

absorção. 
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Foram obtidas nesse procedimento de purificação, quatro frações principais, 

confonne apresentado na figo 11: 

Vol de eluiçio (rnL) 

Figura 11 Perfil de eluição da ~-caseína em coluna Superdex 200 em FPLC. 

6.2 Identificação da frações por eletroforese 

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi efetuada com a proteína 

carregada negativamente pela ação do SDS (dodecil sulfato de sódio) 10% 

(REGENSTEIN 1984; SRINIVASAN 2002), sendo submetida à separação em gel 

de poliacrilamida de concentração adequada para seu PM, usando tampão de tris-

glicina/HCI O,IM, pH=8,3. Esse procedimento teve como objetivo obter 

caracterização das frações obtidas na purificação da dispersão de ~-caseína por 

FPLC, detenninando o PM das mesmas pela técnica SDS-PAGE. As bandas 3 e 4 
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foram reunidas numa só e a eletroforese das bandas 1,2 e 3/4, efetuada contra um 

padrão de proteínas com pesos moleculares conhecidos na faixa de 90 a 14 KDa 

(pista 1). Apesar dos vários picos observados na separação por FPLC mostrados na 

Figura 11 , que indicariam várias frações com pesos moleculares diferentes, a 

eletroforese revelou a existência de uma única cadeia protéica de cerca de 24 KDa, 

confonne mostrado na fig.12 e analisado na fig.13. 

Figura 12. Perfll e1etroforético das frações da f3-caseína 

Faixa I - Padrão de protelou 

Faixa 2 - Pico nOI fIg.11 

Faixa 3 - Pico 0"2 - flg.11 

Faixa 4 - Picos 3 e 4 - flg.1I 
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Isso indica que os vários picos observados na separação por FPLC (fig.11) 

provavelmente referem-se a estados de agregação diferentes de p-caseína, já que a 

maior parte das moléculas anfifilicas tende a formar uma grande variedade de 

agregados possíveis (LECLERC & CALMETTES 1997). 

Para identificação do tamanho dos agregados, se faz necessária uma 

calibração da coluna Superdex 200 utilizada na separação por FPLC com padrões 

de PM conhecidos. Alguns estudos sugerem que sistemas micelares compostos com 

p-caseína, são estruturas dinâmicas nas quais monômeros estão em equilíbrio com 

agregados, contendo diferentes números de monômeros em tomo de 40 unidades 

estruturais (LECLERC & CALMETTES 1997; CASANOVA & DICKINSON 

1998). 

Agregados com muitas moléculas de p-caseína tenderiam a se reestruturar 

devido às condições de preparo da amostra antes da injeção (sonicação por 5 

minutos), resultando apenas nos quatro picos identificados na fig.l1. 



n r-~~----~--~--~~----~~ 

"" ~ Pista 1 
:r-.-__ ~.,-_-_. ~. ----~--~----~----~.~._-,. ~ Pista 2 

"" ,., 
ZIIl 
Dl 
tao .- ......... ,. ,,. 

~11" 1 160 - - -

~'«J .- . -,-'---,-' !- . ,._;-------
õ '20 . , 

U140 ___ .1 

~120 
100 ·r'· ____ ·_· · ··· -,-._-.- 1m _._-,-.,.... _.- .. 

110 - - .... -

eo 
40 

lO 
,40 

eo 
~ -,'. - ; - -,' . ~ - -. - " -. -.'- . : -~--!' .;.- ; -- -- ,5; -:. ':--i--'-

.~ !iiii~iii!j .. ~!ii1 · .~~i!iiiiiii.iiii1 -20 !.f. '" , , 
o 102030 «J 50 130 10 11) !Il 11X1110 12UIJ01 «1 1501f10110 180190DJ210ZiJJ13O 

rut.x:a(Rf). 
o la 20 30 «l 50 fi) 70 130 90 l IX1110 12DIDI«J I5UI80170H!OHIJ2IXt210Zll230 

lMI..,;:e (RF) 

./ 

22() _: - -; - - - • t·· ~ _.'. -~-

lEIO . __ . ' - - - • - _ .. . _ .. ~ ... - - - o'. _. __ ~_ 

t'''' 
~'40 
õ ,,. 

'00 ,. 

-33 'p!l; 

o la 20 lO «I 5U 80 70 80 00 1001'O ' 2Il1~ t 40150 1 80 , rollK)l9JDl2t0220230 
_(RF) 

Figura 13 Análise das bandas pelo software Gelscan 
5.1 (BioSciTec, Alemanha). Os pesos 
moleculares (indicados em cada pico) 
foram calculados baseados nas mobilidades 
de uma mistura padrão na pista (lane) 1. 

Pista 1 - observada uma banda em 25,4KDa. 
Pista 2 - observada uma banda em 23,5KDa. 

Pista 3 ~bservada uma banda em 22.,51O)a. 

6.3 Comportamento das emulsões por RMN 
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Inicialmente foram preparadas emulsões utilizando concentração de proteÚla 

variando de 2 a 4 x lO - 2 mM de ~-caseÚla/IOOmL de dispersão em água em 30% 

de decano, conforme descrito anteriormente. A proteÚla utilizada para construir 

emulsões não foi purificada, uma vez que os vários plCOS observados na fig.11 
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mostraram ser constituídos apenas de ~-caseína, como foi verificado na fig.12. 

Valores semelhantes de concentração desses componentes em emulsões, foram 

observados em trabalhos de SRINIVASAN e col.(2002), YE e col.(2000) e 

CASANOVA & DICKINSON(1998). Nosso sistema nestas concentrações 

apresentou-se bastante instável. Foram observadas duas fases distintas: uma 

superior cremosa de coloração branca e uma inferior turva e aparentemente aquosa. 

A fração cremosa consistia de uma emulsão que apresentava alguma estabilidade, 

mas também se dividia em duas fases após alguns dias. Não foi verificada 

floculação em nenhuma destas amostras iniciais. F oram então produzidas emulsões 

usando concentrações maiores de proteína. A concentração que apresentou uma 

emulsão estável foi a de 2xl0-1 mM de ~-caseína/l00mL de dispersão e decano a 

75-80%. Estes sistemas mostraram-se muito estáveis, apresentando-se na forma de 

um creme VISCOSO. 

A partir destas condições foram preparadas emulsões água-em-óleo (Tab.2) 

que foram então analisadas por espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear. 
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Tabela 2 Amostras preparadas para Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear. 

Amostral(fr) Amostra2(frfr) Amostra3(frfrfr) Amostra4 (fr**fr) 

p-caseína (mg) 20,3 14,2 13,2 11,5 

, 
Agua(g) 0,3888 0,3358 0,2467 0,2188 

Decano(g) 1,1768 1,0201 0,8450 0,6760 

M emulsão(g) 1,5859 1,3701 1,1049 0,9063 

T agitação (min) 9,5 8 8 5 

Maua (g) utilizada em 0,4841 0,5237 0,6259 0,1380 
RMN 

J3-<:ascína(%na emubio) 1,28 1,04 1,19 1,27 

PróIons disponíveis na 0,0697 0,0610 0,0161 8xl0's 

amostra(g) 

Prótons do decano (g) 0,0560 0,0607 

Prótons da água (g) 0,0133 0,0156 

PróIons da f3-<:ascína (g) 4xlO-4 3xlO-4 5xIO-4 8xl0'5 

(.) todos os componentes protonados 

( •• ) proteína dcuterada em I)zO e decano protonado 

( ••• ) proteína em lilO e decano deutcrado 

( .... ) todos os componentea deuterados 
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Para calcular a quantidade de prótons contribuintes nas amostras verificadas 

por ressonância, usamos o seguinte procedimento: 

• Prótons contribuintes na água pura - Detenninamos o nO de H por moI de 

substância de acordo com sua fórmula molecular. Como na água (H20) todos 

os prótons produzem sinal de ressonância, temos 11,19% da massa de água 

correspondendo a prótons contribuintes. Foram pesados 2,3518g de água, o 

que representa O,2632g de prótons contribuintes. 

• Prótons contribuintes no decano (C lOH22) puro - A massa de prótons no 

decano corresponde a 15,58% da massa de 1 moI da substância. Assim, para 

1,4146g de decano pesados, O,2205g corresponde aos prótons contribuintes 

para o sinal de ressonância). 

• Prótons contribuintes na ~-caseína pura - Determinamos inicialmente o PM 

da proteína, conforme seqüência de aminoácidos apresentada por CHEFTEL 

(1989). Após levantamento do nO de cada resíduo diferente na seqüência, 

calculou-se a massa molar total de cada resíduo através do produto: MM,.. x 

freqüência. Somando-se a massa molar total de todos os resíduos presentes e 
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descontando-se a massa de água referente às ligações peptídicas, chegamos 

ao valor de 23985,91 Da (tab. 9.1 - anexos), bastante coerente com a 

literatura que apresenta MM da p-caseína aproximadamente 23980 Da 

(SWAISGOOD 1993; KUMOSINSKY e col. 1993). Contando-se o nO de H 

totais por resíduo e descontando o nO de H lábeis (fortemente ligados a 

elementos muito eletronegativos - O e N), foram obtidos os seguintes 

valores: Htotais correspondem a 6,95% da massa molar da p-caseína. Dessa 

porcentagem, 2,17% representam prótons lábeis e 4,78% prótons não lábeis. 

Pesamos 0,2990g de dispersão de p-caseína em D20, que foi preparada 

utilizando-se a proporção 5% p/p. Desse modo, 0,0150g de p-caseína, sendo 

7,5xl0-4g de prótons contribuintes (não lábeis no preparo da dispersão em 

D20). 

• Prótons contribuintes na amostra 1 (todos os componentes protonados) - Foi 

preparada uma quantidade de emulsão igual à 1,5859g, contendo: 0,0203g de 

p-caseína, 0,3888g de H20 e 1,1768g de decano. Como a massa de prótons 

contribuintes neste caso refere-se aos prótons de todos os componentes da 

emulsão, temos: 0,0014g de H da caseína, 0,0435g de H da água e 0,1834g 

de H do decano. Sendo utilizada somente 0,4841g da emulsão preparada, 
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temos proporcionalmente 4,3xl0-4 g de prótons da caseína, O,0133g de 

prótons da água e O,0560g de prótons do decano responsáveis pelo sinal de 

ressonância. 

• Prótons contribuintes na amostra 2 (~-caseína deuterada em D"O com 

decano protonado}-- F oi preparada uma quantidade de emulsão igual à 

1,3701g, contendo: O,0142g de ~-caseína deuterada, O,3358g de D20 e 

1,0201g de decano. Como a massa de prótons contribuintes neste caso 

refere-se aos prótons não lábeis da proteína e aos prótons do decano, temos: 

6,8xl0-4g de H da caseína e O,1589g de H do decano. Sendo utilizada 

somente O,5237g da emulsão preparada, temos proporcionalmente 2,6xl0-4 g 

de prótons da caseína e O,0607g de prótons do decano responsáveis pelo 

sinal de ressonância. 

• Prótons contribuintes na amostra 3 (~-caseína em H20 com decano 

deuterado}-- Foi preparada uma quantidade de emulsão igual à 1,1049g, 

contendo: O,0132g de ~-caseína, O,2467g de H20 e O,8450g de decano. 

Como a massa de prótons contribuintes neste caso refere-se aos prótons não 

lábeis da caseína e prótons da água, temos: 9xl0-4g de H da caseína e 
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O,0276g de H da água. Sendo utilizada somente O,6259g da emulsão 

preparada, temos proporcionalmente 5xl0-4 g de prótons da caseína, O,0156g 

de prótons da água responsáveis pelo sinal de ressonância. 

• Prótons contribuintes na amostra 4 (todos os componentes deuterados) - Foi 

preparada uma quantidade de emulsão igual à O,9063g, contendo: O,0115g de 

~-caseína, O,2188g de D20 e O,6760g de decano deuterado. Como a massa 

de prótons contribuintes neste caso refere-se somente aos prótons não lábeis 

da proteína, 4,78% da massa de caseÍna utilizada no preparo, ou seja, 

5,OxI0-4g. Sendo utilizada somente 0,1380g da emulsão preparada, temos 

proporcionalmente 7,6xIO-5 prótons responsáveis pelo sinal de ressonância. 

Foram então realizados experimentos de CPGM a 20°C para as amostras. O 

cálculo de T 2 para a amostra 1, que tem todos os componentes protonados, mostrou 

as seguintes características (Fig 14): 
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Figura 14 Cálculo de T 2 utilizando a equação IM = Me • e-dT11 

(*) Intensidade de sinal RMN x Tempo em Jis 

Como pode ser observado, o emprego de apenas uma exponencial resultou 

num ajuste pobre, observando-se um resíduo bastante estruturado e não aleatório_ 

Por essa razão, os dados foram tratados novamente com duas exponenciais, 

conforme mostra a Fig. 15. 



Figura 15 Cálculo de T2 utilizando a equação IM = Mo [K1 e'vc1m+ Kl e,vcudl 

(*) Intensidade de sinal RMN x Tempo em J.lS 

44 

o emprego de duas exponenciais melhorou o ajuste, mas estes registros ainda 

não se mostraram satisfatórios, razão pela qual foi adotado o procedimento de 

utilizar três exponenciais, onde houve melhor distribuição dos resíduos, assim como 

melhor correlação dos dados obtidos (Fig, 16). 



Figura 16 - Cálculo de T2 utilizando a equação IM = Mo lKt e·~Ul)+ ~ e·~lª)+ K3 e·~l(3JI 

(*) Intensidade de sinal RMN x Tempo em J.lS 
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Estes resultados nos mostram a existência de três populações de prótons com 

T2 distintos contribuindo para o espectro de CPMG observado. Uma abordagem 

mais adequada seria a verificação da contribuição de tantas exponenciais quantas 

necessárias para o perfeito ajuste dos dados de forma contínua e não discreta como 

a mostrada na Figura 16. Isso é obtido pelo Software WinDXP (RI-Oxford, 2002) 

que faz uma varredura de exponenciais num espectro CPMG. 

F oram também efetuadas determinações de T 2 utilizando-se a seqüência 

CPMG para os componentes isolados, para então serem comparados aos sinais da 

emulsão. Submetendo-se alíquotas de componentes isolados da emulsão, foram 

obtidos os seguintes resultados, de acordo com a Distribuição de T 2 apresentada na 

figura 17, corrigida pelo ganho e nO de scans: 
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Distribuição de T 2 de decano, água e p-caseina 
corrigidos pelo ganho e número de scans 

1,0 
100 2.431,2 ms ...... -- decano 0,9 
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Figura 17 Distribuiçio de T 2 para decano, água e ~-()ascína corrigidos pelo nO de scan& e ganho. 

(ir) Intensidade de sinal RMN x Tempo em JlS 

\Água purã) - como era esperado, apresentou praticamente uma única 

população de prótons, relaxando em média a 2431 ms, sendo observadas 

contribuições de populações variando de um mínimo de 2181 ms e um máximo 

pouco maior que T2 médio =2431ms. Para uma amostra utilizada de 2,3518g, a 

contribuição de prótons para os sinais de ressonância se deve a O,2632g de prótons 

ou 11 % em massa da alíquota utilizada (Tabela 3). 

Tabela 3 - Tempo de relaxação em ms para água'1 

Máx Min 

1 2431,23000 2431,6000 2180,6000 

Total 

·1---------------------------------------------------------uso de 2,3518g de água, correspondendo à o,2632g de prótons. 
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lDecan~ - apresentou também mna única população de prótons relaxando 

com T2 médio de 1573 ms, onde foram observadas contribuições de populações 

variando entre um mínimo de 1266 ms e um máximo T2 =1754 ms. Foi utilizada 

massa de 1,4146g, sendo que O,2205g corresponde aos prótons da amostra 

responsáveis pelos sinais de ressonância observados, representando 16% em massa 

da amostra utilizada (Tabela 4). 

Tabela 4- Tempo de relaxação em ms para decano'2 

T2m6dio Mãx Min 

1 1573,4000 1754,3000 1265,80000 

Total 
'2 

uso de 1,4146g de decano, correspondendo a 0,22059 de prótons. 

I~-caseíílal - apresentou uma combinação de populações relaxando a 

diferentes valores de T2, sendo estes os valores encontrados respectivamente: T2(1) 

médio = O,6ms com mínimo em O,2ms e máximo em 1,2ms; T2(2) médio = 4,4ms 

com mínimo em 2,6ms e máximo em 7,6ms; T2(3) médio = 14,6ms com mínimo em 

8,5ms e máximo em 22,6ms; T2(4) médio = 67,lms com mínimo em 54ms e máximo 

em 128,9ms e população de prótons mats significante, representando 

aproximadamente 69% do total com T2(5) médio = 591ms com mínimo em 247,6ms 

e máximo em 913,3ms. Esses dados indicam a presença de cinco populações, 

provavelmente em razão da proteína se apresentar em diferentes graus de 
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polimerização em solução preparada em pH neutro (SW AISGOOD 1993; 

LECLERC & CALMEITES 1997; CASANOVA & DICKINSON 1998; 

SRINIV ASAN 2002;). F oi preparada uma dispersão de ~-caseína 5% em D20 para 

que fossem observados apenas sinais de ressonância para os prótons não lábeis da 

proteína. A massa de dispersão usada foi de 0,2990g, resultando em 0,015g de 

caseína e a contribuição de prótons para os sinais de RMN foi da ordem de 7,5 x 

10-4 g (Tabela 5). A pequena quantidade utilizada está em concordância com a 

intensidade do sinal obtido (por volta de 1 % das intensidades verificadas nos 

espectros do decano e da água isolados). 

Tabela 5 - Tempo de relaxação em ms para f3-caselna em ~O·3 

T2m6dlo Mâx mino Area % 

1 0,6000 1,2000 0,2000 39371 14,89 

2 4,4200 7,6000 2,6000 14576 5,51 

3 14,6300 22,6000 8,5000 12070 4,57 

4 67,1000 128,9000 54,0000 17284 6,54 

5 591,1000 913,3000 247,6000 181029 68,49 

Total 264329 100,00 

.J uso de O,2990g de dispersa0, correspondendo a 7,5 x 10" 9 de prótons néo lébeis da protelna. 

Uma amostra de emulsão não deuterada (amostra 1) foi então submetida à 

Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear. Esta emulsão foi preparada 

utilizando-se 20,3mg de ~-caseína em 0,3888g de água e 1,1768g de decano. 



49 

Desta, foi submetida à Espectroscopia (fig.18) uma alíquota contendo 

0,4841g de emulsão, o que corresponde a um total de 4x10-4 g de prótons da 

caseína, 0,0560g de prótons provenientes do decano e 0,0133g de prótons da água, 

sendo esperada contribuição de prótons dos três componentes do sistema. 

3,5 Distribuição de T 2 - emulsão de p-caseina em decano e água 
C) 
o:: 3,0 

I 
1.135.3 ms 

Q) 

Cf) 

Z 2,5 ... 
o 
Q. 
a:J 2.0 
32 
.~ 

1,5 o o 
128,9rm I -Q) 

"O 1,0 jí\ a:J 
"O 

I \ c;; 
c: 
Q) 0,5 

10,6 ms / V -.E L 0,0 r-J 

10° 10' 102 103 104 105 106 107 108 

T
2 

Figura 18 Distribuição de T 2 para amostra 1 corrigido pelo nO de scans e ganho. 

(*) Intensidade de sinal RMN x Tempo em J1S 

Analisando-se os gráficos apresentados nas figs. 17 e 18 e comparando-se as 

populações de prótons em cada experimento, observa-se um comportamento 

diferente do verificado com os componentes isolados, sugerindo forte 
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comprometimento dos constituintes na interface, já que as intensidades dos sinais 

para os T 2 encontrados mostram pequena disponibilidade de prótons na emulsão 

quando comparados a cada componente puro. Em estudos de SRINIV ASAN e col. 

(1999), foi observado que o comportamento da proteína após as condições 

turbulentas da homogeneização, se altera e a estrutura dos agregados e submicelas 

fonnados através das interações hidrofóbicas entre os resíduos apoIares também. 

Provavelmente esse grande aporte de energia possa dissociar os agregados em 

monômeros antes de ocorrer adsorção, alterando o perfil da proteína após a 

fonnação da emulsão. Também é conhecido, que através de um mecanismo de 

hidratação, as caseínas demonstram ter grande capacidade de acomodação de água 

no espaço interior de suas estruturas (QI PX e col. 2001), o que pode contribuir 

para não serem observados registros de água livre no sistema estudado. Os registros 

dessa amostra apresentaram uma combinação de três principais populações 

relaxando a diferentes valores de T2, sendo respectivamente: T2(l) médio = 10,6ms, 

com mínimo em 6,lms e máximo em 18,2ms correspondendo a menos de 2% da 

área do gráfico; T2(2) médio = 128,9ms, com mínimo em 31,3ms e máximo 382,5ms, 

representando 38% da área e T2(3) médio = 1135,5ms, com mínimo em 382,5ms e 

máximo em 1754,3ms, correspondendo a 600/0 da área do gráfico. As duas grandes 

contribuições, devidas às populações 2 e 3, representam por volta de 98% do total 

(tab. 6). Provavelmente, as três populações verificadas (fig.18) referem-se a 
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diferentes arranjOS dos três constituintes na interface da emulsão. Não sendo 

possível identificar cada componente nos registros apresentados, em razão da não 

correspondência dos tempos de relaxação T 2 verificados nas determinações dos 

componentes puros, iniciou-se uma nova fase de determinações, com substituição 

um a um dos componentes da emulsão pelos seus derivados deuterados, para 

investigar mais profundamente o sistema. 

Tabela 6 - Tempo de relaxação em ms para amostra 1 (·4) 

T2m6dio Máx mln. Area % 

1 10,6000 18,2000 6,1000 594 1,84 

2 128,9000 382,5000 31,3000 12257 38,05 

3 1135,5000 1754,3000 382,5000 19367 60,11 

Total 32217 100,00 

.. uso de O,4841g de dispersão, conespondendo a 4,3 x 10" g de prótons da protefna, O,Ol33g de água e O,056Og de decano. 

Deste modo, foi preparada uma nova emulsão (amostra 2) utilizando-se 

14,2mg de J3-caseína deuterada em 0,3358g de D20 e 1,0201g de decano. Desta 

vez, foi submetida à Espectroscopia (fig.19) uma alíquota contendo 1,3701 g de 

emulsão, o que corresponde a um total de 2,6xl0-4 g de prótons não lábeis da 

caseína e 0,0607g de prótons provenientes do decano, não se esperando 

contribuição de prótons da água, pelo uso de água deuterada e pelo fato dos prótons 
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lábeis da caseína terem sido trocados por deutério anterionnente à preparação da 

emulsão. Este experimento foi realizado com o objetivo de observar sinais de 

ressonância, somente dos prótons não lábeis da proteína e dos prótons provenientes 

do decano não deuterado. 
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Figura 19 Distribuição de T 2 para amostra 2 corrigida pelo n° de scans e ganho. 

(*) Intensidade de sinal RMN x Tempo em J.lS 

A análise do espectro gerado para a amostra revelou quatro populações de 

prótons relaxando a diferentes valores de T2, sendo, respectivamente: T2(l) médio = 

O,9ms com mínimo em O,4ms e máximo em 1,7ms correspondendo a 7% da área do 

gráfico; T2(2) médio = 83,4ms, com mínimo em 16,3ms e máximo em I 15,6ms, 

I.:SIDllolecaA;rli 

FACUlDADE DE SAÚDE POSLICA 
UNIVERSIDADE DE SAo PAUlO 
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correspondente a 10% da área; T2(3) médio = 382,5ms com mínimo em 115,6ms e 

máximo em 591,lms representando 32% da área; e T2(4) médio = 1411,3ms com 

mínimo em 591,lms, e máximo em 2710,6ms representando 51% da área (tab. 7). 

As duas grandes contribuições se referem às populações detectadas nos picos 3 e 4 

(fig.19) que somam quase 83% do total em área. Possivelmente o primeiro pico 

(fig.19) está relacionado com uma fração de p-caseína não adsorvida, já que no 

processo de homogeneização há quebra dos grandes agregados e há uma 

considerável preferência na adsorção de grandes partículas protéicas 

(SRINIV ASAN e co1. 1999). Os outros podem estar relacionados a uma 

combinação de populações de prótons provenientes de proteína e decano 

interagindo na interface da emulsão. Não é observado registro para prótons da água, 

em virtude de ter sido usado D20. 
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Tabela 7 - Tempo de relaxação em ms para amostra 2 (·5) 

T2médio Max mino 
o 

Area % 

1 0,9000 1,7000 0,4000 2320 7,19 

2 83,4200 115,6100 16,3000 3292 10,20 

3 382,5400 591,0900 115,6100 10341 32,06 

4 1411,2600 2710,6000 591,0900 16306 50,55 

Total 32259 100,00 

.' uso de 0,52379 de dispersa0, correspondendo a 3 x 10" 9 de prótons nao lábeis da protelna e O,0607g de prótons do decano. 

Uma terceira amostra foi preparada, utilizando-se 13,2mg de ~-caserna em 

O,2467g de H20 e O,8450g de decano deuterado, constituindo 1,I049g de emulsão. 

Desta foi submetida à Espectroscopia (fig.20) uma alíquota contendo O,6259g de 

emulsão, o que corresponde a um total de 5xl0-4g de prótons não lábeis da caserna e 

O,0156g de prótons provenientes da água, não sendo esperada a contribuição de 

prótons do decano neste experimento. Este experimento foi realizado com o 

objetivo de observar sinais de ressonância somente dos prótons da proteína e dos 

prótons provenientes da água. 
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Figura 20 Distribuição de T 2 para amostra 3 corrigida pelo nO de scans e ganho. 

(*) Intensidade de sinal RMN x Tempo em J.LS 

o espectro gerado para a amostra apresentou quatro populações de prótons 

relaxando a diferentes valores de T2, sendo, respectivamente: T2(1) médio = 2,6ms, 

com mínimo em 2,lms e máximo em 3,6ms, correspondendo a 2,5% da área do 

gráfico; T2(2) médio = 20,3ms, com mínimo em 18,2ms e máximo em 25,2ms, 

correspondendo a 2,5% da área também; T 2(3) médio = 178,6ms, com mínimo em 

128,9ms e máximo em 247,6ms, sendo o grande contribuinte, com 

aproximadamente 89% da área e T2(4) médio = 1754,3ms com mínimo em 1411,3ms 

e máximo em 2431,2ms, correspondendo a quase 6% do total (tab. 8). Os dados 
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encontrados sugerem pICOS para mn tipo de água, muito comprometida com os 

demais componentes e com a mobilidade muito mais restrita, já que os valores de T2 

encontrados são bem menores que os observados no espectro da água pura. Quanto 

maiores os valores de T 2, as espécies apresentam-se mais livres, com movimento 

menos restrito (HORE 1996). 
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Tabela 8- Tempo de relaxação em ms para amostra 3('6) 

T2m6dlo Máx mino 
l 

Area % 

1 2,6000 3,6000 2,0700 266 2,40 

2 20,3000 25,2000 18,2000 274 2,48 

3 178,6400 247,6000 128,9000 9863 89,41 

4 1754,2600 2431,2000 1411,3000 631 5,71 

Total 11054 100,00 

*. uso de 0.6259g de dispersa0, correspondendo a 5 x 10" g de pr6tons nao lábeis da prote!na e 0,0156 g de prótons da égua 

A quarta emulsão foi preparada, utilizando-se 1i ,5mg de ~-caseína deuterada 

em O,2188g de D20 e O,6760g de decano deuterado, constituindo O,9063g de 

emulsão. Desta foi submetida à Espectroscopia (fig.21) uma alíquota contendo 

O,1380g de emulsão, o que corresponde a um total de 8x10-5 g de prótons não lábeis 

da caseína, não se esperando contribuição de prótons para os outros componentes 

deuterados neste experimento. 
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Figura 21 Distribuição de T 2 para amostra 4 corrigida pelo nO de scans e ganho. 

(*) Intensidade de sinal RMN x Tempo em ps 
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Este experimento foi realizado com o objetivo de observarem SInaiS de 

ressonância, somente dos prótons não lábeis da proteína e o espectro gerado para a 

amostra apresentou três populações de prótons relaxando a diferentes valores de T 2, 

sendo estes os valores encontrados respectivamente: T2(1) médio = 1,lms com 

mínimo em 0,15ms e máximo ao redor de 4mS correspondendo a 19,5% da área do 

gráfico; T2(2) médio = 43,4ms com mínimo em 8,5ms e máximo em 247,6ms, 60,2% 

da área; T2(3) médio = 1135,32ms com mínimo em 247,6ms e máximo em 3022,lms 

com 20,3% em área. As duas grandes contribuições se referem às populações 

detectadas nos picos 2 e 3 correspondem a soma de 80,5%.do total em área (tab. 9). 

Esses registros nos mostram três populações de prótons da proteína, sendo que a 

população do terceiro pico (fig.21), apresenta-se com mobilidade superior Quando 

comparada à proteína pura (fig.17). Em trabalhos de DICKINSON (1994), relata-se 

que o equilíbrio da composição interfacial é alcançado porque a flexibilidade e 

mobilidade de moléculas da proteína permitem rápido intercâmbio entre a solução e 

a interface. 

Tabela 9 - Tempo de relaxação em ms para amostra 4("7) 

T2mtdio Max Min. 
, 
Area % 

1 1,1000 3,9700 0,1500 11247 19,49 

2 43,4300 247,5700 8,4900 34768 60,24 

3 1135,3200 3022,1000 247,5700 11700 20,27 

Total 5n14 100,00 

,7 uso de O, 1380g de dispersão, correspondendo a 8 x 10'· 9 de prótons nao lâbeis da protelna 
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Os espectros das quatro amostras foram sobrepostos na mesma escala, para 

se avaliar o comportamento dos constituintes segundo outra ótica. Confrontando os 

dados, o último pico revela um T2 da ordem de 1,5xIO\lS, relacionado 

provavelmente a populações de prótons envolvidas na interface da emulsão. A 

última amostra, onde se observam somente sinais para prótons não lábeis da 

proteína, apresenta sinal de intensidade muito pequena em virtude da pequena 

concentração de proteína utilizada. 



c;) 

~ 0,20 
Q) 

N 
E 
cu 

-..-
E 
~ 

0,15 

{g 0,10 
'0, 
"E 
o o 
Q) 0,05 
"U 
cu 
"U 
'Ui 
C 

~ 0,00 

-amostra 1 
- amostra 2 
- amostra 3 
--- a mostra 4 

.. 
r ~ I \ 11' I 
I 1 ~:\ 
I \ ~ \ 
! 1 I ~· 
I \ ...: 
i • n . \ ' ~ . 
+ A1 ~. 
• f~' I li • ~ . . , 

• , 

2.5x10" :::l co 
:::l 
C/'I 

2,Ox10" Ci 
11) 
a. 
co 

1,5x10" 8 
3. 
co 

1 Ox10" Ci • 11) 

li) 
5 Ox10·7 3 , ~ 

0,0 

10 100 1000 10000 100000 1000000 1E7 1E8 
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Os espectros das três primeiras amostras foram sobrepostos na mesma escala e da 

quarta amostra em escala diferente, para se observar os tempos de relaxação do 

último espectro e compará-lo aos demais. É interessante observar que, apesar de 

muito menor intensidade, o T2 observado para o último pico também se localiza na 

mesma região das emulsões anteriores (1,5xIO\ts). Isso nos revela um perfil de 

comportamento semelhante para as emulsões produzidas, nos quatro casos 

apresentados. Comparando-se o comportamento dos constituintes isolados e após a 
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construção das emulsões (figs. 17 e 18), observa-se uma queda considerável nos 

tempos de relaxação(T 2) verificados, indicando que todos sofreram uma 

reacomodação no sistema, estando profundamente comprometidos. DICKINSON 

(1998), apresenta mna distribuição da ~-caseína em emulsões semelhantes, na forma 

de mono camada altamente não uniforme composta de "trains" e "100ps"(75/80% da 

molécula), com uma região hidrofóbica bem presa à interface e uma região 

altamente carregada bem distante (20-25% da cadeia) (LECLERC & CALMETTES 

1997). Por modelagem molecular, foi proposto por CASSIANO & ARÊAS(2000 e 

2003) que após entrada da proteína no meio lipídico, quatro dos cinco resíduos de 

fosfoserinas, localizados na região altamente carregada da molécula, permanecem 

presos à interface. 

A análise dos espectros gerados para as amostras sugere que não deve existir 

quantidade apreciável de nenhum dos componentes envolvidos, na forma livre. 

Comparando-se cada espectro com os registros obtidos dos componentes 

isolados(fig. 17) não se verificam os tempos de relaxação correspondentes. Esses 

dados podem sugerir, que a pequena concentração de proteína utilizada para 

construir as emulsões é responsável pela agregação de todo o material lipídico e 

aquoso do meio. Isso porque a eficiente combinação entre estruturas rígidas e 

flexíveis dessa molécula favorece alta hidratação pela acomodação de grandes 

quantidades de água no interior das estruturas de caseína (QI PX 2001). 
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7 Conclusões 

• A p-caseína em solução produziu agregados de diversos tamanhos 

moleculares constituídos apenas por uma proteína, verificado por eletroforese 

em gel de poliacrilamida em condições dissociantes (SDS e uréia). 

• Foi observada importante redução da mobilidade molecular de todos os 

componentes da emulsão, p-caseína, água e decano, indicando a alta 

estruturação e comprometimento dos mesmos na estruturação formada neste 

processo. 

• Pode-se concluir que nos sistemas emulsionados nas proporções estudadas 

não deve restar água, proteína ou componente apoIar (decano) livres. 

• Os valores de T2 obtidos por Ressonância Magnética Nuclear de prótons 

foram úteis para a descrição das emulsões, permitindo uma avaliação da 

estruturação observada. 

• A análise de multicomponentes realizada nos espectros de T2 obtidos por 

CPMG permite uma determinação dos vários contribuintes na emulsão 

podendo se constituir numa ferramenta quantitativa de avaliação de emulsões. 
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• Essa restrição de mobilidade observada pode ser correlacionada com outras 

propriedades de emulsões obtidas por outros métodos (reologia, microscopia, 

turbidimetria) e aceitas como indicadores de qualidade para se ter uma 

avaliação alternativa da qualidade de emulsões de maneira não destrutiva. 
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9 Anexos 

9.1 Determinação de prótons contribuintes da 8-caseína 
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O 

O 

O 

O 

O 

O 

N° 
MM reslduos Mmtotal 

75,0670 5 

89,0941 5 

117,1479 19 

131,1748 22 

131,1748 10 

114,1241 35 

165,1919 9 

181,1913 4 

204,2286 1 

105,0935 11 

119,1204 9 

121,1601 O 

149,2139 6 

132,1192 5 

146,1461 21 

146,1894 11 

174,2029 4 

155,1565 5 

133,1039 4 

147,1308 18 

200,0649 5 

209 

375,3350 

445,4706 

2225,8097 

2885,8447 

1311,7476 

3994,3421 

1486,7269 

724,7651 

204,2286 

1156,0287 

1072,0836 

0,0000 

895,2833 

660,5960 

3069,0677 

1608,0838 

696,8117 

775,7824 

532,4157 

2648,3544 

1000,3244 

27769,1020 

PM beta-caselna 23985,9100 

oOH 
total 

25 

35 

209 

286 

130 

280 

99 

44 

12 

77 

81 

O 

66 

40 

210 

154 

56 

45 

28 

162 

35 

nOH nOH 
lábelslmo lábels m H m H nIIo 
I total m H 10tal lábelslmol lábelslmol 

3 

3 

3 

3 

3 

2 

3 

4 

4 

4 

4 

3 

3 

5 

5 

5 

4 

4 

4 

4 

4 

15 25,1975 15,1185 

35,2765 15,1185 

210,6511 57,4503 

288,2594 66,5214 

131,027 30,2370 

282,212 70,5530 

99,7821 27,2133 

44,3476 16,1264 

12,0948 4,0316 

77,6083 44,3476 

81,6399 36,2844 

O 0,0000 

66,5214 18,1422 

40,316 25,1975 

211,659 105,8295 

155,2166 55,4345 

56,4424 16,1264 

45,3555 20,1560 

28,2212 16,1264 

10,0790 

2074 77 

15 

57 

66 

30 

70 

27 

16 

4 

44 

36 

O 

18 

25 

105 

55 

16 

20 

16 

72 

20 

727 

163,2798 72,5688 

35,2765 20,1560 

2090,3846 732,7433 

1667,0666 521,0843 

20,1560 

153,2008 

221,7380 

100,7900 

211,6590 

72,5888 

28,2212 

8,0632 

33,2607 

45,3555 

0,0000 

48,3792 

15,1185 

105,8295 

99,7821 

40,3160 

25,1975 

12,0948 

90,7110 

15,1185 

1357,6413 

1145,9823 1654 

6,9502 2,1725 4.7777 



9.2 Parâmetros de aquisição dos espectros 

• L água pura 

Descrição 

Pulso de 90° (IJS) 

Pulso de 180
0 (IJS) 

---SISTEMA---

Tempo morto 1
0 

sinal RMN (IJS) 

Tempo morto filtro (IJS) 

Freqüência do espectrõmetro 

Variação da freqüência (Hz) 

10 

P90 

P180 

OEAD1 

OEA02 

SF 

01 

---APLlCAÇÃO---

Descrição 

Largura do filtro (Hz) 

Intervalo entre pontos sucessivos (IJS) 

o 
N de pontos por eco 

Número de ecos 

Número de experimentos (scans) 

Ganho do receptor (%) 

Intervalo entre sucessivos experimentos 

Intervalo entre sucessivos ecos (J.1S) 

Pulso de 900 Usta de Fases 

Receptor Usta de Fases 

Pulso de 1800 Usta de Fases 

Aquisições iniciais descartadas 

Valor 

3,75 

7,5 

5,0 

20,0 

23,331800 (MHz) 

-2650,11 

10 Valor 

FW 100000,00 

OW 10,0 

SI 

NECH 32768 

NS 4 

RG 8,00 

RO 15000000,00 (J.LS) 

TAU 200,0 

PH1 0213 

PH2 0213 

PH3 1122 

OS 2 



• Ldecano 

---SISTEMA---

Descrição 10 

Pulso de 90° (us) P90 

Pulso de 180° (j.lS) P180 

Tempo morto 1° sinal RMN (j.lS) OEAD1 

Tempo morto filtro (j.lS) OEAD2 

Freqüência do espectrOmetro SF 

(MHz) 

Variação da freqüência (Hz) 01 

---APLlCAÇÃO---

Descrição 

Largura do filtro (Hz) 

Intervalo entre pontos sucessivos (j.lS) 

N° de pontos por eco 

Número de ecos 

Número de experimentos (scans) 

Ganho do receptor (%) 

Intervalo entre sucessivos experimentos 

Intervalo entre sucessivos ecos (us) 

Pulso de 90° Usta de Fases 

Receptor Usta de Fases 

Pulso de 180° Usta de Fases 

Aquisições iniciais descartadas 

Valor 

3,75 

7,5 

5,0 

20,0 

23,331800 

-3788,18 

10 Valor 

FW 100000,00 

DW 10,0 

SI 1 

NECH 32768 

NS 4 

RG 8,00 

RO 15000000,00 (j.lS) 

TAU 100,0 

PH1 0213 

PH2 0213 

PH3 1122 

OS 2 



• 6-caseína em D& 

---SISTEMA---

Descrição ID Valor 

Pulso de 90° (us) P90 3,75 

Pulso de 1800 (us) P180 7,5 

Tempo morto 10 sinal RMN (us) OEAD1 5,0 

Tempo morto filtro (us) OEAD2 20,0 

FreqOência do espectrOmetro (MHz) SF 23,331800 

Variação da freqOência (Hz) 01 -11062,90 

---APLlCAÇÃO---

Descrição ID Valor 

Largura do filtro (Hz) FW 100000,00 

Intervalo entre pontos sucessivos (us) DW 10,0 

N° de pontos por eco SI 1 

Número de ecos NECH 16384 

Número de experimentos (scans) NS 844 

Ganho do receptor (%) RG 100,00 

Intervalo entre sucessivos experimentos (scans)(us) RO 10000000,00 

Intervalo entre sucessivos ecos (us) TAU 100,0 

Pulso de 90
0 

Phase Ust (rec:0213) PH1 0213 

Receptor Phase Ust (rec:0213) PH2 0213 

Pulso de 180
0 

Phase Ust (rec: 1122) PH3 1122 

Aquisições iniciais descartadas OS 2 



• T ~ amostra 1 - todos os componentes protonados 

---SISTEMA---

Descrição ID Valor 

Pulso de 90
0 (us) P90 3,8 

Pulso de 180° (us) P180 7,6 

Tempo morto 1° sinal RMN (us) DEAD1 5,0 

Tempo morto filtro (us) DEAD2 20,0 

Freqüência do espectrômetro (MHz) SF 23,331800 

Variação da freqüência (Hz) 01 -5309,12 

---APLlCAÇÃO---

Descrição ID Valor 

Largura do filtro (Hz) FW 100000,00 

Intervalo entre pontos sucessivos (us) DW 10,0 

~ de pontos por eco SI 4 

Número de ecos NECH 16384 

Número de experimentos (scans) NS 16 

Ganho do receptor (%) RG 50,00 

Intervalo entre sucessivos experimentos (scans)(us) RD 10000000,0 

Intervalo entre sucessivos ecos (us) TAU 100,0 

Pulso de 90° Phase Ust (rec:0213) PH1 0213 

Receptor Phase Ust (rec:0213) PH2 0213 

Pulso de 180
0 

Phase Ust (rec: 1122) PH3 1122 

Aquisições iniciais descartadas DS 2 



• T ~ amostra 2 - somente decano protonado 

---SISTEMA---

Descrição 10 Valor 

Pulso de 9ft (us) P90 3,8 

Pulso de 180° (us) P180 7,6 

Tempo morto 1° sinal RMN (us) DEAD1 5,0 

Tempo morto filtro (us) DEAD2 20,0 

FreqOência do espectrOmetro (MHz) SF 23,331800 

Variação da freqOência (Hz) 01 -8159,58 

--APUCAÇÃO---

Descrição 10 Valor 

Largura do filtro (Hz) FW 100000,00 

Intervalo entre pontos sucessivos (us) DW 10,0 

~ de pontos por eco SI 1 

Número de ecos NECH 32768 

Número de experimentos (scans) NS 16 

Ganho do receptor (%) RG 32,00 

Intervalo entre sucessivos experimentos (scans)(us) RO 10000000,00 

Intervalo entre sucessivos ecos (us) TAU 100,0 

Pulso de 90° Phase Ust (rec:0213) PH1 0213 

Receptor Phase Ust (rec:0213) PH2 0213 

Pulso de 180° Phase Ust (rec: 1122) PH3 1122 

Aquisições iniciais descartadas OS 2 



• T 6 amostra 3 - somente decano deuterado (proteína em água) 

---SISTEMA---

Descrição ID Valor 

Pulso de 90° (us) P90 3,8 

Pulso de 180° (us) P180 7,6 

Tempo morto 1° sinal RMN (us) DEAD1 5,0 

Tempo morto filtro (us) DEAD2 20,0 

Freqüência do espectrômetro (MHz) SF 23,331800 

Variação da freqüência (Hz) 01 -9136,77 

---APLlCAÇÃO---

Descrição ID Valor 

Largura do filtro (Hz) FW 100000,00 

Intervalo entre pontos sucessivos (us) DW 10,0 

N° de pontos por eco SI 2 

Número de ecos NECH 16384 

Número de experimentos (scans) NS 16 

Ganho do receptor (%) RG 100,00 

Intervalo entre sucessivos experimentos (scans)(us) RD 10000000,00 

Intervalo entre sucessivos ecos (us) TAU 100,0 

Pulso de 90° Phase Ust (rec:0213) PH1 0213 

Receptor Phase Ust (rec:0213) PH2 0213 

Pulso de 180° Phase Ust (rec: 1122) PH3 1122 

Aquisições iniciais descartadas DS 2 



• h amostra 4 - Todos os componentes deuterados (somente prótons não 

lábeis da 6-caseína) 

---SISTEMA---

Descrição ID Valor 

Pulso de 90° (us) P90 3,75 

Pulso de 180
0 

(us) P180 7,5 

Tempo morto 1° sinal RMN (us) OEAD1 5,0 

Tempo morto filtro (us) OEAD2 20,0 

Freqüência do espectrômetro (MHz) SF 23,331800 

Variação da freqüência (Hz) 01 -5046,04 

---APLlCAÇÃO---

Descrição ID Valor 

Largura do filtro (Hz) FW 100000.00 

Intervalo entre pontos sucessivos (us) DW 10,0 

N° de pontos por eco SI 2 

Número de ecos NECH 16384 

Número de experimentos (scans) NS 512 

Ganho do receptor (%) RG 100,00 

Intervalo entre sucessivos experimentos (scans)(us) RO 10000000,0 

Intervalo entre sucessivos ecos (us) TAU 150,0 

Pulso de 90
0 

Phase Ust (rec:0213) PH1 0213 

Receptor Phase Ust (rec:0213) PH2 0213 

Pulso de 1800 Phase Ust (rec: 1122) PH3 1122 

Aquisições iniciais descartadas OS 2 




