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RESUMO 

 

Este trabalho está dividido em dois capítulos. O primeiro                                                                                                  

teve como objetivo avaliar a possível obtenção de pigmentos proteináceos com 

potencial para serem empregados em produtos cárneos e carnes baseadas em 

proteínas de plantas. A indústria de carnes possui grande interesse no 

desenvolvimento de alternativas consideradas mais saudáveis para o processo de 

cura. Neste sentido a zinco-protoporfirina IX (ZnPP), pigmento responsável pela 

coloração do presunto Parma, se mostra uma alternativa interessante, uma vez que, 

este presunto desenvolve uma coloração vermelha brilhante altamente estável, 

mesmo sem a adição de nitritos. Sendo assim, foi avaliada a possível obtenção de 

pigmentos proteináceos, análogos a ZnPP, a partir da hemoglobina do sangue 

bovino e leghemoglobina recombinante de cana-de-açúcar (ScLegHb). A obtenção 

do pigmento frente a hemoglobina comercial de sangue bovino se mostrou 

demasiadamente complexa, sendo assim, do ponto de vista da aplicabilidade 

industrial a obtenção do pigmento utilizando o sangue bovino como precursor não se 

mostrou uma alternativa viável. Ainda assim, foram determinados parâmetros que 

podem auxiliar em futuros estudos envolvendo a Hb, como a constante de 

dissociação tetrâmero-dímero e as constantes de auto-oxidação de primeira ordem 

na presença de íons zinco. A obtenção do pigmento tendo como fonte a ScLegHb é 

uma via promissora, no entanto, considerando-se a aplicabilidade pretendida, e a 

infraestrutura disponível, a mesma não se mostrou uma alternativa viável, uma vez 

que o rendimento obtido foi muito baixo. Entretanto, foi realizada a caracterização 

biofísica da proteína, que mostrou que a ScLegHb produzida apresenta estrutura 

secundária (sendo constituída principalmente por α-hélices) e terciária e se comporta 

como um monômero alongado em solução. O segundo capítulo teve como objetivo 

explorar possíveis efeitos de dois hidrolisados comerciais de proteínas do leite na 

complexação de íons Ca2+ e na supersaturação da solução de CaHPO4/Na2HCitrato. 

Entender o processo de como o cálcio se complexa com compostos do leite, com 

compostos adicionados ao leite e com compostos formados durante o 

processamento de alimentos derivados de leite, bem como investigar a 

supersaturação de sais de cálcio para o aumento da biodisponibilidade deste mineral 

é de extrema relevância para a criação de estratégias que visam aumentar a 

biodisponibilidade do cálcio e, consequentemente prevenir as doenças originadas 



  

pela deficiência em sua absorção, como a osteoporose. Foram avaliados dois 

produtos comerciais fornecidos pela Arla Foods Ingredients, um hidrolisado de 

caseínas (Lacprodan) e outro hidrolisado de whey protein (Peptigen). Os 

hidrolisados foram brevemente caracterizados, determinando-se a concentração 

total de cálcio e o perfil peptídico destes. Também foram determinadas as 

constantes de associação entre os hidrolisados e os íons Ca2+ em diferentes 

temperaturas, que mostraram uma reação exotérmica para a ligação dos íons Ca2+. 

Por fim, os hidrolisados mostraram um efeito significativo no aumento da 

concentração de íons Ca2+ livre em solução para a solução supersaturada 

CaHPO4/Na2HCitrato. É proposto que este aumento na concentração de Ca2+ livre 

em solução está associado a uma hidrólise contínua dos hidrolisados causada por 

enzimas termorresistentes inerentes à fração do leite ou às enzimas adicionadas 

durante a fabricação dos hidrolisados.  

 

 

 

  



  

ABSTRACT 

 

This work is divided into two chapters. The first aimed to evaluate the possible 

obtaining of proteinaceous pigments with potential to be used in the curing process of 

meat products. The meat industry has great interest in the development of healthier 

alternatives for the meat curing process. Considering this, zinc-protoporphyrin IX 

(ZnPP), the pigment responsible for the coloring of Parma ham, is an interesting 

alternative, since the Parma ham develops a highly stable bright red color, without 

the addition of nitrites. Therefore, the possible obtainment of proteinaceous 

pigments, analogous to ZnPP, from bovine blood hemoglobin and recombinant leg-

hemoglobin (ScLegHb) from sugarcane was evaluated. Obtaining the pigment 

against commercial bovine blood hemoglobin proved to be too complex, and 

considering the industrial applicability, obtaining the pigment using bovine blood as a 

precursor did not prove to be a practicable alternative, however, even so, 

parameters, that can help in future studies involving Hb, such as the tetramer- dimer 

dissociation constant  and the first order auto-oxidation constant in the presence of 

zinc ions, were determined. Obtaining the pigment from leguminous recombinant 

leghemoglobin is a very promising route, however, considering the intended 

applicability, and the infrastructure available for the production and purification of 

ScLegHb, it did not prove to be a viable alternative, since the yield obtained was very 

low. Even so, the biophysical characterization of ScLegHb was performed, which 

showed that the produced protein has a secondary (consisting mainly of α-helices) 

and tertiary structure and behaves as an elongated monomer in solution. The second 

chapter aimed to explore possible effects of two commercial hydrolysates of milk 

proteins on the complexation of Ca2+ ions and on the supersaturation of the 

CaHPO4/Na2HCitrate solution. Understanding the process of how calcium complexes 

with milk compounds, with compounds added to milk and with compounds formed 

during the processing of dairy foods, as well as investigating the supersaturation of 

calcium salts to increase the bioavailability of this mineral is extremely important 

relevance for the creation of strategies to increase the bioavailability of calcium and, 

consequently, prevent diseases caused by the deficiency in its absorption, such as 

osteoporosis. Two commercial products supplied by Arla Foods Ingredients were 

evaluated, a casein hydrolyzate (Lacprodan) and a whey protein hydrolyzate 

(Peptigen). The hydrolysates were briefly characterized, determining their total 



  

calcium concentration and their peptide profile. The association constants between 

the hydrolysates and the Ca2+ ions were determined at different temperatures, which 

showed an exothermic reaction for Ca2+ ions binding. Finally, the hydrolysates 

showed a significant effect in increasing the concentration of free Ca2+ ions in 

solution for the supersaturated CaHPO4/Na2HCitrate solution. It is proposed that this 

increase in the concentration of free Ca2+ in solution is associated with a continuous 

hydrolysis of the hydrolysates caused by heat resistant enzymes inherent to the milk 

fraction or the enzymes added during the manufacture of the hydrolysates. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Coloração de Produtos Cárneos 

A cor é considerada uma das propriedades sensoriais mais importantes dos 

alimentos, uma vez que a aceitação inicial de um produto alimentício pode estar 

diretamente associada a esta propriedade. A cor é a primeira característica sensorial 

percebida pelos consumidores, que relacionam cores específicas a outros atributos 

alimentares como sabor, doçura, frescor e salubridade  (CLYDESDALE, 1991). 

Tendo como exemplo os produtos cárneos, no momento da compra, o consumidor 

tem preferência por carnes cruas com uma coloração vermelho-cereja brilhante, e 

esta cor, é relacionada a uma carne fresca, salubre e de qualidade (SUMAN; 

JOSEPH, 2013). Esta preferência é um dos grandes problemas da indústria cárnea, 

já que a coloração atrativa tem um curto tempo de vida e é rapidamente convertida a 

uma coloração marrom, que é avaliada negativamente pelo consumidor 

(FAUSTMAN; CASSENS, 1990). 

A coloração das carnes é determinada, principalmente, pela forma química e 

pela concentração das hemoproteínas, em especial da mioglobina (Mb) e da 

hemoglobina (Hb) (SEIDEMAN et al., 1984). A Mb, nos músculos vivos, atua 

armazenando e transportando localmente o oxigênio, já a Hb, principal componente 

das células vermelhas do sangue, é responsável pelo transporte do oxigênio dos 

pulmões para os tecidos (RUSSO; RALPH B. SORSTOKKE, 1973; SUMAN; 

JOSEPH, 2013). Como pigmento cárneo, dentre elas a Hb tem importância 

secundária, uma vez que, durante a produção e processamento das carnes bovinas, 

após a etapa de sangria, grande parte do sangue do animal é removido (FENNEMA; 

DAMODARAN; PARKIN, 2010). Desta forma, a Mb torna-se o principal pigmento 

presente nas carnes frescas, sendo responsável por cerca de 95% da pigmentação 

cárnea (SEIDEMAN et al., 1984). Além da Mb e Hb outros pigmentos como 

citocromo C, e a vitamina B2 contribuem para a coloração da carne, porém, em 

menor escala (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010). 

1.2 Mioglobina 

A mioglobina é uma proteína monomérica globular, com massa molecular de 

aproximadamente 17 kDa, composta por uma cadeia polipeptídica, denominada 
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globina, e um grupo prostético heme (SEIDEMAN et al., 1984). A cadeia 

polipeptídica da Mb é constituída por 153 resíduos de aminoácidos arranjados em 

oito sessões de α-hélices, nomeadas de A a H (MØLLER, 2002). A figura 1 ilustra a 

estrutura tridimensional da mioglobina, destacando-se em rosa o grupamento heme, 

localizado dentro de um bolsão hidrofóbico da globina, formado principalmente pelas 

hélices E e F. 

 

Figura 1 – Estrutura tridimensional da mioglobina do coração de cavalo, gerada com o 
software PyMOL a partir do número de identificação 1YMB no Protein Data Bank.  

 

Fonte: EVANS, S. V; BRAYER, G. D. High-resolution study of the three-dimensional 
structure of horse heart metmyoglobin. Journal of Molecular Biology, v. 213, n. 4, p. 885–
897, 1990 (EVANS; BRAYER, 1990). 

 

O grupamento heme, representado na figura 2, é um composto 

organometálico, formado por um íon central de ferro, coordenado a uma estrutura 

orgânica cíclica, conhecida como protoporfirina IX (PPIX), que é constituída por 

quatro anéis pirrólicos unidos, formando um anel tetrapirrólico (MØLLER, 2002). O 

íon central de ferro (Fe2+) possui seis sítios de coordenação, com os ligantes 

arranjados em uma estrutura octaédrica (PEGG; SHAHIDI, 1997). Quatro desses 

sítios, no plano equatorial, são ocupados por átomos de nitrogênio do anel 

tetrapirrólico, o quinto está ligado a um resíduo de histidina da globina, conhecido 

como histidina proximal (His93), e a sexta posição, axial, está disponível para a 

ligação com o oxigênio molecular e outros pequenos ligantes, tais como monóxido 

de carbono (CO) e óxido nítrico (NO) (SUMAN; JOSEPH, 2013). 
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Figura 2 – Estrutura química do grupamento heme. 

 

Fonte: Adaptado de MØLLER, J. K. S. Myoglobins & Nitric Oxide - Implications for oxidative 
processes in cured meat and in biological systems. 2002. 105 p. Departamento of Dairy and 
Food Science – Section for Food Chemistry, The Royal Veterinary and Agricultural 
University, Denmark (MØLLER, 2002). 

 

Nas carnes cruas a Mb pode existir principalmente em três formas químicas: 

deoximioglobina (deoxiMb), oximioglobina (oxiMb) e metamioglobina (metaMb). 

Cada uma delas confere uma coloração específica às carnes, de acordo com o 

ligante presente no sexto sítio de coordenação e a valência do centro metálico 

(MANCINI; HUNT, 2005). Na deoxiMb não há ligante no sexto sítio de coordenação 

e o ferro heme encontra-se no estado ferroso (2+), d6 alto-spin, resultando em uma 

coloração vermelho púrpura, tipicamente associada a produtos embalados a vácuo e 

ao músculo imediatamente após o corte (MANCINI; HUNT, 2005). Quando a 

deoxiMb é exposta ao oxigênio ocorre a oxigenação desta e a formação da oxiMb, 

com o ferro no estado ferroso, d6 baixo-spin, e o sexto sítio de coordenação ocupado 

por uma molécula de oxigênio diatômica (MANCINI; HUNT, 2005). A formação da 

oxiMb é caracterizada pelo desenvolvimento de uma coloração vermelho-cereja 

brilhante, que proporciona um aspecto atraente para o consumidor. Tanto a oxiMb 

quanto a deoxiMb podem sofrer oxidação originando a metaMb, que confere a carne 

uma coloração marrom indesejada (MANCINI; HUNT, 2005). Na metaMb o ferro 

heme encontra-se no estado férrico (3+), d5 baixo-spin, e o sexto sítio de 

coordenação é ocupado por uma molécula de H2O (MANCINI; HUNT, 2005). Nas 

carnes cruas existe um ciclo dinâmico de modo que esses três pigmentos podem ser 

interconvertidos. Raramente apenas uma das formas está presente, normalmente 
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duas ou mais espécies podem ser encontradas, porém o pigmento predominante é 

que determina a coloração do produto (SEIDEMAN et al., 1984).   

 

Figura 3 – Diferentes estados redox da mioglobina na carne crua. 

 

Fonte: Adaptado de MANCINI, R. A.; HUNT, M. C. Current research in meat color. Meat 
Science, v.71, p.100–121, 2005 (MANCINI; HUNT, 2005). 

 

Cada uma das formas redox da mioglobina, representadas na figura 3 

apresenta um espectro eletrônico de absorção específico, conforme mostrado na 

figura 4. As porfirinas apresentam espectros eletrônicos de absorção característicos, 

com uma banda intensa na região entre 380 nm e 500 nm, conhecida como banda 

Soret (com ε ≈ 105 L mol-1 cm-1) e bandas menos intensas na região do visível, com 

máximos de absorção entre 500 nm e 700 nm, denominadas bandas Q (com ε ≈ 104 

L mol-1 cm-1) (GIOVANNETTI, 2012). Modificações na estrutura das porfirinas, como 

por exemplo, mudanças no centro metálico, na protonação dos átomos de nitrogênio 

do anel ou no ligante axial, podem provocar alterações na intensidade, posição e no 

número de bandas de absorção (no caso das bandas Q) (NAPPA; VALENTINE, 

1978).  

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 01 – Uma visão da aplicabilidade de hemoproteínas na obtenção de pigmentos cárneos 

 
 23 

 

 
Figura 4 – Espectros de absorção eletrônica na região UV-Vis para as espécies metaMb, 
oxiMb e deoxiMb. 

 
Fonte: Adaptado de SANNA, M. Teresa et al. Functional and structural characterization of 
the myoglobin from the polychaete Ophelia bicornis. Biochemical Journal, v.389, n. 2, p. 
497–505, 2005 (SANNA et al., 2005). 
 

1.3 Hemoglobina 

A hemoglobina, na maioria dos vertebrados, é uma proteína tetramérica 

globular, com massa molecular de aproximadamente 64,5 kDa, formada por duas 

cadeias polipeptídicas α idênticas (α1 e α2), contendo 141 aminoácidos cada, e duas 

cadeias polipeptídicas β idênticas (β1 e β2), contendo 146 aminoácidos cada 

(AHMED; GHATGE; SAFO, 2020; LUKIN; HO, 2004). Cada subunidade da Hb adota 

uma estrutura tridimensional, denominada globina, similar a estrutura monomérica 

apresentada pela Mb ((LUKIN; HO, 2004). 

Assim como na mioglobina, as subunidades α e β estão arranjadas em 

segmentos de α-hélices, nomeadas de A a H, sendo as subunidades α ligeiramente 

menores por não possuírem a hélice D (AHMED; GHATGE; SAFO, 2020). Cada 

subunidade possui um grupamento heme localizado dentro de um bolsão hidrofóbico 

(formado principalmente pelas hélices E e F) e cada cadeia polipeptídica é ligada 

covalentemente ao grupamento heme pela histidina proximal (His F8, 

correspondente à His87 na subunidade α e His92 na subunidade β) (AHMED; 

GHATGE; SAFO, 2020; LUKIN; HO, 2004). A estrutura tridimensional da Hb é 
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apresentada na figura 5, destacando-se em rosa o grupamento heme de cada 

subunidade.   

 

Figura 5 – Estrutura tridimensional da hemoglobina bovina, gerada com o software PyMOL a 
partir do número de identificação 2QSS no Protein Data Bank. 

 

Fonte: ARANDA IV, R. et al. Structural analysis of fish versus mammalian hemoglobins: 
Effect of the heme pocket environment on autooxidation and hemin loss. Proteins: Structure, 
Function, and Bioinformatics, v. 75, n. 1, p. 217-230, 2009 (ARANDA IV, et al., 2009) 

 

A estrutura quaternária da Hb representa um dímero de dímeros αβ, formando 

o tetrâmero que é estabilizado por interações hidrofóbicas, ligações de hidrogênio, 

interações da Van der Waals e pontes salinas (LIU; KONERMANN, 2013). No 

tetrâmero destacam-se fortes interações entre subunidades não semelhantes, sendo 

as subunidades α e β associadas principalmente por resíduos apolares (HUANG et 

al., 2013). A ligação da interface α1β1 (e α2β2) envolve aproximadamente 34 

resíduos, enquanto que, a interface α1β2 (e α2β1) é menos extensa e envolve 

aproximadamente 19 resíduos (HUANG et al., 2013). A interação entre as interfaces 

é suficientemente forte e o tratamento brando da Hb com agentes desnaturantes, 

como por exemplo ureia, induz a dissociação do tetrâmero em dímeros αβ, com uma 

constante de dissociação na ordem de 10-6 L mol-1 (HUANG et al., 2013; LIU; 

KONERMANN, 2013).  

A Hb também pode assumir as formas oxihemoglobina (oxiHb), 

deoxihemoglobina (deoxiHb) e metamioglobina (metaHb), sendo que estas espécies 

apresentam os mesmos ligantes no sexto sítio de coordenação e a mesma valência 

dos íons de ferro no grupamento heme que as respectivas espécies de mioglobina. 
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Cada uma destas espécies também apresenta espectros de absorção eletrônica 

específicos, similares aos da mioglobina, conforme apresentado na figura 6.   

 

Figura 6 – Espectros de absorção eletrônica na região do visível (bandas Q) para as 
espécies metaHb, oxiHb e deoxiHb. 

 
Fonte: Adaptado de ZIJLSTRA, W. G.; BUURSMA, A. Spectrophotometry of Hemoglobin: 
Absorption Spectra of Bovine Oxyhemoglobin, Deoxyhemoglobin, Carboxyhemoglobin, and 
Methemoglobin. Comparative Biochemistry and Physiology Part B: Biochemistry and 
Molecular Biology, v. 118, n. 4, p. 743-749,  1997 (ZIJLSTRA; BUURSMA, 1997). 
  

1.4 Coloração das carnes curadas 

A cura de carnes é uma das formas mais antigas de conservação de 

alimentos, que teve origem nos tempos pré-históricos, com a finalidade de controlar 

a deterioração dos produtos cárneos, após a colheita dos animais, e de armazenar o 

alimento para consumo em períodos de escassez (SINDELAR; MILKOWSKI, 2011). 

Na antiguidade, a cura consistia na adição de sal para conservação de carnes e 

peixes. O sal adicionado se liga à água e, nas quantidades tradicionalmente 

utilizadas para carnes e peixes, reduz a atividade da água abaixo do limite para o 

crescimento da maioria dos microrganismos, inibindo assim a deterioração 

microbiana (SKIBSTED, 2011). No século 19 evidenciou-se que alguns sais, 

considerados menos puros, eram melhores na preservação das carnes que outros, 

posteriormente o salitre (KNO3) foi reconhecido como o contaminante do sal que 

potencializava sua ação conservante, além de conferir à carne salgada uma 

coloração vermelha atrativa (HONIKEL, 2008). Com o decorrer do tempo e o 

surgimento de novas tecnologias, como a refrigeração e a embalagem a vácuo, o 

principal objetivo do processo de cura deixou de ser apenas a preservação, os sais 

de cura continuaram a ser utilizados por permitirem a produção de produtos cárneos 
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atraentes ao consumidor pelo desenvolvimento de cor, sabor e aromas específicos 

(PEGG; SHAHIDI, 1997; SINDELAR; MILKOWSKI, 2011).   

O termo “cura” refere-se ao processo universalmente conhecido pela adição 

de sais de nitrito na fabricação de produtos cárneos (HONIKEL, 2008). Diversos 

ingredientes são geralmente adicionados durante o processo de cura, como sal, 

açúcar e especiarias, no entanto, é a adição do nitrito que proporciona o 

desenvolvimento das características comuns a todos os produtos cárneos curados 

(SEBRANEK; BACUS, 2007). O nitrito, normalmente adicionado à carne na forma de 

nitrito de sódio, é considerado um aditivo multifuncional, pois além de promover o 

desenvolvimento da cor, do sabor e de aromas atrativos, também contribui para a 

textura final dos produtos, pode atuar como antioxidante, retardando a rancidez 

oxidativa, e como agente antimicrobiano, inibindo principalmente o crescimento da 

bactéria patogênica Clostridium botulinum (PEGG; SHAHIDI, 1997).  

A química da cura de carnes envolve um conjunto de reações químicas 

complexas. Na matriz cárnea, o nitrito de sódio adicionado pode ser modificado 

originando diversos compostos, tais como ácido nitroso, óxido nítrico (NO) e íon 

nitrito, dentre outros, que podem participar de numerosas reações químicas com 

diferentes constituintes cárneos, sendo que, na formação do pigmento responsável 

pela coloração dos produtos cárneos curados, a conversão do íon nitrito a NO é uma 

etapa essencial (MØLLER; SKIBSTED, 2002).  

O pigmento responsável pela coloração vermelho-rosada das carnes curadas 

é a nitrosilmioglobina (MbNO). Este pigmento é formado pela reação entre os íons 

nitrito e a Mb (PEGG; SHAHIDI, 1997). Quando o nitrito é adicionado à carne ele 

atua inicialmente como um agente oxidante, oxidando as espécies oxiMb e deoxiMb 

à metaMb e, consequentemente, provocando uma alteração na coloração vermelho-

brilhante para marrom (MØLLER; SKIBSTED, 2002).  Em seguida, o NO reage com 

a espécie metaMb originando a espécie nitrosilmetamioglobina (metaMbNO) 

(MØLLER; JONGBERG; SKIBSTED, 2014). A metaMbNO é instável e rapidamente 

é reduzida, pela presença de agente redutores endógenos, como por exemplo 

NADH, ou por agentes redutores adicionados, como ácido ascórbico, a espécie 

relativamente estável MbNO (PEGG; SHAHIDI, 1997). A figura 7 ilustra 

simplificadamente a formação da MbNO nas carnes curadas. 
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Figura 7 – Reações envolvidas na formação do pigmento nitrosilmioglobina nas carnes 
curadas. 

 
Fonte: Adaptado de MØLLER, J. K. S.; SKIBSTED, L. H. Nitric Oxide and Myoglobins. 
Chemical Reviews, v. 102, p. 1167-1178, 2002 (MØLLER, 2002). 
 

Apesar de todas as vantagens sensoriais obtidas pela adição dos nitritos na 

produção das carnes curadas, a utilização destes gera diversos questionamentos, 

uma vez que, sob determinadas condições, o nitrito pode reagir com os aminoácidos 

e aminas secundárias presentes nas carnes formando nitrosaminas, que são 

compostos com reconhecido potencial carcinogênico (NIKLAS et al., 2022; 

SINDELAR; MILKOWSKI, 2011). No entanto, ainda não foi descoberto nenhum 

substituto completo para o nitrito, que possa servir, de forma semelhante, como um 

ingrediente multifuncional (JEONG et al., 2020). Um dos grandes desafios para a 

indústria cárnea é buscar estratégias para reduzir o nitrito suplementado e residual 

em carnes curadas, com a finalidade de minimizar o consumo destes, principalmente 

pela acelerada pressão gerada pelo consumidor por produtos cárneos com reduzido 

teor de sal e nitritos (ALAHAKOON et al., 2015). Desta forma, há um considerável 

interesse da indústria de processamento de carnes no desenvolvimento de 

alternativas, a partir de fontes naturais e outras técnicas de preservação, 

consideradas comparativamente mais saudáveis (ALAHAKOON et al., 2015).  

1.5 Presunto Parma 

O presunto Parma, presunto seco curado originado na região de Parma na 

Itália, é considerado diferenciado em relação aos demais produtos cárneos curados. 

O único aditivo utilizado em sua produção é o sal marinho, proveniente do mar 

mediterrâneo, uma vez que a utilização dos nitritos no processamento destes 

produtos foi proibida desde 1993, e, apesar da ausência de nitritos o presunto 

Parma desenvolve uma coloração característica vermelha brilhante altamente 

estável (PAROLARI, 1996; WAKAMATSU; NISHIMURA; HATTORI, 2004). O 
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principal pigmento responsável por esta coloração é a zinco-protoporfirina IX (ZnPP) 

(WAKAMATSU; NISHIMURA; HATTORI, 2004). A ZnPP também foi identificada 

como o pigmento responsável pela coloração do presunto Ibérico (MØLLER et al., 

2007).   

O mecanismo de formação da ZnPP nos produtos cárneos é complexo e 

ainda não foi totalmente elucidado, mas é proposto que o pigmento é originado a 

partir de uma reação de transmetalação no qual os íons Fe2+ do grupamento heme 

da Mb são substituídos por íons Zn2+ presentes na matriz cárnea, conforme 

apresentado na figura 8 (ADAMSEN et al., 2006; WAKAMATSU; NISHIMURA; 

HATTORI, 2004). Três principais mecanismos foram apresentados para a formação 

da ZnPP: a) reação não enzimática em que os íons Fe2+ são substituídos pelos íons 

Zn2+, sob condições anaeróbicas (WAKAMATSU et al., 2004); b) reações 

bacterianas enzimáticas, em que bactérias endógenas promovem a proteólise das 

proteínas cárneas, incluindo a Mb, favorecendo assim a reação de transmetalação 

(MORITA et al., 1996); c) reação enzimática catalisada pela enzima endógena 

ferroquelatase (FECH) (CHAU et al., 2011). 

 

Figura 8 – Representação da reação de transmetalação da mioglobina, em que os íons Fe2+ 
do grupamento heme são substituídos pelos íons Zn2+ originando a ZnPP, pigmento 
responsável pela coloração do presunto Parma. Três principais mecanismos são propostos 
para a formação da ZnPP: a) reação não enzimática; b) reação bacteriana enzimática; c) 
reação enzimática catalisada pela enzima ferroquelatase. 

 

Fonte: Autoria própria.  

 

É sugerido que a enzima ferroquelatase é o principal caminho para a 

formação do pigmento ZnPP, principalmente durante o período de salga do presunto 

Parma, enquanto que o processo espontâneo não enzimático torna-se a principal via 

durante a maturação (BECKER et al., 2012). Além dos mecanismos apresentados, é 

proposta a existência de mecanismos alternativos complexos, que podem ocorrem 
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simultaneamente aos já descritos, e parecem estar envolvidos na formação do 

pigmento ZnPP, como por exemplo, a proteólise das proteínas da carne durante o 

processo de maturação (B.GROSSI et al., 2014; BOU et al., 2018). Destacando-se 

principalmente a proteólise da Mb, no qual é proposta a formação de uma espécie 

parcialmente proteolisada, que apresenta uma canal, que possivelmente facilita o 

acesso ao grupamento heme e, consequentemente, favorece a reação de 

transmetalação (PAGANELLI et al., 2016).  

A ferroquelatase, uma das enzimas mais estudadas dentro da classe das 

quelatases, atua na reação terminal da rota biosintética do grupo heme, catalisando 

a inserção dos íons Fe2+ no anel da PPIX, com a expulsão de dois prótons do anel 

tetrapirrólico (HUNTER; AL-KARADAGHI; FERREIRA, 2011). Estudos mostraram 

que a FECH também é capaz de catalisar a reação inversa, ou seja, a remoção dos 

íons Fe2+ do grupo heme originando a PPIX (CHAU et al., 2011). Além disso, a 

FECH também pode catalisar a inserção de outros metais divalentes no anel da 

PPIX, como Co2+, Zn2+, Ni2+ e Cu2+, formando metaloporfirinas correspondentes 

(DAILEY et al., 2000). Desta forma, a ferroquelatase se mostra uma interessante 

alternativa para a produção de pigmentos, análogos à ZnPP, que podem ser 

empregados no processo de cura dos produtos cárneos, permitindo a produção de 

produtos curados com maior estabilidade e segurança alimentar.       

1.6 Leg-hemoglobina 

A leg-hemoglobina (legHb), hemoproteína presente nos nódulos radiculares 

de algumas leguminosas, também se mostra uma interessante alternativa para a 

produção de pigmentos análogos da ZnPP. A legHb é produzida nas raízes de 

leguminosas colonizadas pelas bactérias fixadoras de nitrogênio Rhizobium, como 

parte da associação simbiótica entre planta e bactéria, e corresponde à 

aproximadamente 40% do total de proteínas solúveis presentes nos nódulos (NASH; 

SCHULMAN, 1976; SINGH; VARMA, 2017).  

A legHb é uma proteína monomérica globular de aproximadamente 16 kDa 

que possui estrutura tridimensional similar à da mioglobina, composta pela cadeia 

polipeptídica globina e pelo grupamento heme (KUNDU; HARGROVE, 2003). A 

sequência de aminoácidos da globina depende da espécie de leguminosa, e dentro 

da mesma espécie normalmente são encontradas isoproteínas que diferem umas 

das outras por alguns resíduos de aminoácidos (SINGH; VARMA, 2017).  A globina 
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é constituída geralmente por sete ou oito segmentos de α-hélices, denominados de 

A-H e, assim como na mioglobina e hemoglobina, o grupamento heme é coordenado 

a ela pela histidina proximal (HisF8) (KUNDU; HARGROVE, 2003; SINGH; VARMA, 

2017). In vivo o grupamento heme está sempre presente no estado ferroso, porém, 

quando a legHb é extraída dos nódulos uma pequena porção é oxidada ao estado 

férrico (SINGH; VARMA, 2017). A figura 9 ilustra a estrutura tridimensional da 

leghemoglobina, destacando-se em rosa o grupamento heme.  

 
Figura 9 – Estrutura tridimensional da leghemoglobina de tremoço, gerada com o software 
UCSF Chimera a partir do número de identificação 2GDM no Protein Data Bank. 

 

Fonte: Adaptado de HARUTYUNYAN, E. H. et al. The structure of deoxy and oxy 
leghaemoglobin from lupin. Journal of Molecular Biology, v. 251, n. 1, p. 104–115, 
1995 (HARUTYUNYAN et al., 1995). 

 

Recentemente a empresa americana de alimentos Impossible Foods 

desenvolveu um produto alimentício análogo ao hambúrguer de carne, denominado 

Impossible Burger, tendo como base a proteína recombinante leghemoglobina de 

soja. A leghemoglobina propiciou para o hambúrguer não cozido a coloração 

vermelha brilhante presente nas carnes cruas e, após o cozimento, a coloração 

marrom, sabor, aroma e textura correspondentes a um hambúrguer cárneo 

verdadeiro. A legHb utilizada na fabricação do hambúrguer foi produzida a partir da 

expressão recombinante da proteína em levedura Pichia pastoris, sendo obtida em 

quantidades significativas via processo de fermentação (ZEECE, 2020).  
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2 OBJETIVOS 

Visto que o processo de cura de carnes realizado pela adição de sais de 

nitrito é associado à formação de nitrosaminas, compostos com reconhecido 

potencial carcinogênico, e que a indústria cárnea possui grande interesse no 

desenvolvimento de alternativas consideradas mais saudáveis, o principal objetivo 

deste trabalho foi avaliar a possível obtenção de pigmentos proteináceos, análogos 

a zinco-protoporfirina IX, com potencial para serem empregados no processo de 

cura de produtos cárneos, a partir da reação de transmetalação das hemoproteínas 

hemoglobina (natural do sangue bovino) e leg-hemoglobina (recombinante de cana-

de-açúcar), catalisada pela enzima ferroquelatase.     
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Reagentes 

A proteína hemoglobina do sangue bovino (pureza > 90%) foi adquirida da 

Sigma-Aldrich. O vetor de expressão pET3a contendo a sequência de aminoácidos 

que codifica a proteína leg-hemoglobina de cana-de-açúcar (ScLegHb) foi 

gentilmente cedido pelo Professor Dr. Carlos Ramos do Instituto de Química da 

UNICAMP. O vetor de expressão pET28a contendo a sequencia de aminoácidos 

que codifica a proteína ferroquelatase de Bacillus subtilis (BsFECH) foi obtido 

comercialmente da Epoch Life Science Inc. Os demais reagentes utilizados são de 

grau analítico e para o preparo das soluções utilizou-se água proveniente de um 

sistema Milli-Q Millipore Co. (18,2 M Ω cm, T = 25 ˚C). 

3.2 Preparação das soluções de proteínas 

Para a realização dos experimentos foram utilizadas as proteínas 

hemoglobina do sangue bovino, ferroquelatase recombinante de Bacillus subtilis e 

leg-hemoglobina recombinante de cana-de-açúcar. A solução de cada uma destas 

proteínas foi preparada conforme descrito a seguir. 

3.2.1 Preparação da solução de oxihemoglobina 

As soluções de oxihemoglobina foram preparadas a partir do método descrito 

por Zhang et al. (2008) com algumas adaptações. Pesou-se aproximadamente 

50 mg de metaHb e diluiu-se em 3 mL de solução tampão Tris-HCl 20 mmol L-1 pH 

7,4 contendo 105 mmol L-1 de NaCl. A metaHb foi reduzida adicionando-se 

aproximadamente 25 mg de Na2S2O4. Em seguida, a proteína foi purificada em 

coluna HiTrap Desalting (GE Healthcare Life Sciences – 5,0 x 5,0 cm) acoplada ao 

equipamento Äkta pure (GE Healthcare Life Sciences) para remoção do Na2S2O4 e 

de possíveis contaminantes. A coluna foi equilibrada com o tampão de diluição 

citado acima, e a proteína foi eluída sob um fluxo de 1 mL min-1.  A formação da 

oxiHb foi acompanhada por espectroscopia de absorção na região visível utilizando-

se espectrofotômetro Jasco V-630 e cubeta de quartzo de 1,0 cm x 0,2 cm de 

caminho óptico. 
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3.2.2 Produção e purificação da ferroquelatase recombinante de Bacillus 

subtilis 

Para preparação da proteína ferroquelatase recombinante de Bacillus subtilis 

seguiu-se o procedimento previamente estabelecido e descrito por Paganelli et al. 

(2016, p. 492). Em resumo, o vetor de expressão pET28a, contendo a sequência de 

aminoácidos que codifica a proteína BsFECH com cauda de histidina fusionada, foi 

obtido comercialmente. A BsFECH recombinante foi expressa em Escherichia coli, 

cepa BL21(DE3). As bactérias foram transformadas com o plasmídeo recombinante 

(por meio de choque térmico) e pré-inoculadas em meio LB contendo 50 μg mL-1 de 

canamicina e incubadas a 37 ˚C e 200 rpm por 16 horas. Em seguida, as células 

foram diluídas 100 vezes em meio LB, contendo a mesma concentração de 

canamicina, e incubadas a 37 ˚C e 200 rpm até o crescimento bacteriano atingir 

OD600nm ≈ 0,6, então, a expressão da proteína foi induzida pela adição de 0,4 mmol 

L-1 de IPTG e incubação a 30˚C por 4 horas.  

Posteriormente, as células foram centrifugadas (7000 rpm por 30 minutos a 

4˚C) e o sedimento bacteriano ressuspendido em tampão Tris-HCl 50 mmol L-1 

pH 8,0 contendo 100 mmol L-1 de KCl. Para a lise química foi adicionado 30 μg mL-1 

de lisozima e 5U de DNase, incubando-se em banho de gelo por 1 hora. Em 

seguida, as células foram rompidas por ultrassom e as frações solúveis e insolúveis 

foram separadas por centrifugação (14000 rpm por 30 minutos a 4˚C). Descartou-se 

o precipitado celular e o sobrenadante contendo a BsFECH foi submetido à 

purificação.  

A BsFECH foi purificada a partir de duas etapas cromatográficas, 

cromatografia de afinidade ao Ni2+ e cromatografia de exclusão por tamanho. Nas 

duas etapas cromatográficas as colunas foram acopladas ao equipamento Äkta 

Prime (GE Healthcare Life Sciences). Na cromatografia de afinidade ao Ni+2 foi 

utilizada a coluna HiTrap Chelating (GE Healthcare Life Sciences – 5,0 x 5,0 cm), 

que foi equilibrada com tampão fosfato de sódio 25 mmol L-1 pH 7,4 contendo 500 

mmol L-1 de NaCl e 20 mmol L-1 de imidazol. A proteína foi eluída sob um fluxo de 

2,5 mL min-1 em tampão fosfato de sódio 25 mmol L-1 pH 7,4 contendo 500 mmol L- 1 

de NaCl e 500 mmol L-1 de imidazol. Após eluição, a BsFECH foi incubada com 

trombina bovina (1 U trombina/ 5-10 mg de BsFECH) durante aproximadamente 12 

horas a 4 ˚C para clivagem da cauda de histidina. Em seguida, a BsFECH foi 
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submetida a cromatografia de exclusão por tamanho, utilizando-se em coluna 

HiLoad 26/60 Superdex 200 pg (GE Healthcare Life Sciences) equilibrada com 

tampão Tris-HCl 25 mmol L-1 pH 7,4 contendo 100 mmol L-1 de NaCl e 1 mmol L-1 de 

β-mercaptoetanol. A proteína foi eluída no mesmo tampão, sob um fluxo de 2,5 mL 

min-1. As etapas de expressão e purificação da BsFECH foram acompanhadas por 

eletroforese em gel SDS-Page 12% de poliacrilamida.   

3.2.3 Produção e purificação leghemoglobina recombinante de cana-de-

açúcar 

A expressão da proteína leghemoglobina recombinante de cana-de-açúcar foi 

realizada conforme descrito por Corrêa et al. (2014). Para expressão da ScLegHb 

foram utilizadas células de Escherichia coli, cepa BL21(DE3). As bactérias 

transformadas (por meio de choque térmico) com o plasmídeo recombinante pET3a 

(contendo a sequência de aminoácidos que codifica a ScLegHb) foram pré-

inoculadas em meio LB contendo 50 μg mL-1 de ampicilina e incubadas a 37 ˚C e 

200 rpm por 16 horas. Em seguida, as células foram diluídas 100 vezes em meio LB, 

contendo a mesma concentração de ampicilina, e incubadas a 37 ˚C e 200 rpm até o 

crescimento bacteriano atingir OD600nm ≈ 0,8, então, a expressão da proteína foi 

induzida pela adição de 0,8 mmol L-1 de IPTG e incubação a 42˚C por 4 horas. 

Após a indução as células foram centrifugadas (7.000 rpm por 30 minutos a 

4˚C) e o sedimento bacteriano ressuspendido em tampão Tris-HCl 100 mmol L-1 pH 

8,0 contendo 100 mmol L-1 de KCl, 1 mmol L-1 de EDTA, 0,1 mmol L-1 PMSF e 0,2% 

de β-mercaptoetanol (tampão de lise). Para a lise química foi adicionado 30 μg mL-1 

de lisozima e 5U de DNase, incubando-se em banho de gelo por 1 hora. Em 

seguida, as células foram rompidas por ultrassom e as frações solúveis e insolúveis 

foram separadas por centrifugação (14.000 rpm por 30 minutos a 4˚C). A ScLegHb é 

expressa em corpos de inclusão, desta forma, após a lise, a proteína recombinante 

foi isolada dos corpos de inclusão por solubilização com agente desnaturante. Em 

resumo, a fração insolúvel foi lavada quatro vezes com tampão de lise, 

ressuspendida em tampão de solubilização (Tris-HCl 100 mmol L-1 pH 8,0 contendo 

8 mol L-1 de cloridrato de guanidina) com agitação branda, a temperatura ambiente 

por 90 minutos, e em seguida, centrifugada a 13.000 rpm por 15 minutos para a 

sedimentação do material insolúvel. O sobrenadante contendo a proteína 

solubilizada foi diluído duas vezes e dialisado exaustivamente contra tampão Tris-
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HCl 100 mmol L-1 pH 8,0 contendo 1 mmol L-1 de EDTA e 1 mmol L-1 de β-

mercaptoetanol. 

A purificação da proteína foi realizada a partir de duas etapas 

cromatográficas. A primeira delas consistiu na cromatografia de troca iônica em que 

foi utilizada a coluna Macro-Prep High Q acoplada ao equipamento Äkta Prime. A 

coluna foi equilibrada com tampão Tris-HCl 100 mmol L-1 pH 8,0, 1 mmol L-1 de 

EDTA e 1 mmol L-1 de β-mercaptoetanol. A proteína foi eluída sob um fluxo de 4 mL 

min-1 aumentando-se a concentração de NaCl (0,3 mmol L-1, 0,6 mmol L-1 e 1 mmol 

L-1). Em seguida, foi realizada a cromatografia de exclusão por tamanho, utilizando-

se a coluna HiLoad 26/60 Superdex 200 pg também acoplada ao equipamento Äkta 

Prime. A coluna foi equilibrada com tampão Tris-HCl 100 mmol L-1 pH 7,0 contendo 

100 mmol L-1 de NaCl, 1 mmol L-1 de EDTA e 1 mmol L-1 de β-mercaptoetanol. A 

proteína foi eluída nesse mesmo tampão, sob um fluxo de 2,5 min mL-1 e as etapas 

de expressão, isolamento e purificação foram acompanhadas por eletroforese em 

gel SDS-Page 15% de poliacrilamida.   

3.2.4 Quantificação das proteínas 

As proteínas foram quantificadas por espectrofotometria de absorção na 

região do UV-Visível, empregando-se a lei de Beer-Lambert, a partir da equação 1. 

 

Equação 1                  

 

Em que,   é a absorbância (unidades arbitrárias),   é o coeficiente de 

extinção molar (L mol-1 cm-1),   é o caminho óptico (cm) e   a concentração da 

proteína (mol L-1). Os coeficientes de extinção molar utilizados estão apresentados 

na tabela 1. Para a oxiHb foi utilizado o valor do coeficientes de extinção molar 

reportado na literatura (ZIJLSTRA; BUURSMA, 1997), já para a BsFECH e para a 

ScLegHb os coeficientes de extinção molar foram estimados a partir da composição 

de aminoácidos das proteínas utilizando-se o programa Sednterp.   
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Tabela 1 - Coeficientes de extinção molar utilizados para quantificação das proteínas. 

Proteína   (L mol-1 cm-1) 

Oxihemoglobina  542nm = 14.530 

BsFECH  280nm = 48.800 

ScLegHb  280nm = 23.490 

Fonte: Autoria própria. 

3.3 Estudos envolvendo a hemoglobina 

Incialmente foram conduzidos experimentos para avaliar o comportamento da 

hemoglobina em solução, e assim definir as melhores condições para a realização 

dos experimentos de transmetalação, conforme descrito a seguir.  

3.3.1 Avaliação do equilíbrio dímero-tetrâmero da oxihemoglobina 

É conhecido que a molécula de hemoglobina é uma molécula tetramérica 

composta por quatro subunidades, no entanto, em solução com a diminuição da 

concentração da proteína a espécie tetramérica é gradualmente dissociada à 

espécie dimérica. Portanto, existe um equilíbrio tetrâmero-dímero que é deslocado 

no sentido da formação do dímero conforme a concentração da hemoglobina é 

diminuída (YANG et al., 1998). 

O equilíbrio tetrâmero-dímero foi avaliado a partir da técnica de cromatografia 

de exclusão por tamanho analítica. Para a realização do experimento utilizou-se uma 

coluna Superdex 200 10/300 gl (GE Healthcare LifeScience) acoplada ao 

equipamento Äkta Prime (GE Healthcare LifeScience). A coluna foi equilibrada com 

solução tampão Tris-HCl 20 mmol L-1 pH 7,4 contendo 105 mmol L-1 de NaCl. Os 

cromatogramas foram obtidos utilizando-se um fluxo de 0,5 mL min-1 e o tempo de 

eluição foi monitorado pela absorbância em 280 nm. Foram aplicados 100 μL da 

oxiHb em quatro diferentes concentrações: 75 μmol L-1, 30 μmol L- 1, 15 μmol L-1 e 

1,5 μmol L-1. Construiu-se um gráfico do tempo de eluição versus a concentração de 

hemoglobina e a partir do ajuste não linear da curva gerada, utilizando-se a 

equação 2 (SILVA; SERAPHIM; BORGES, 2013), foi possível determinar o valor da 

constante de dissociação do tetrâmero em dímero (  ): 

 

Equação 2                            
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onde,     o tempo de eluição observado,       e       os tempos de eluição das 

espécies dimérica e tetramérica, respectivamente, e      a concentração de 

hemoglobina utilizada.  

3.3.2 Avaliação da auto-oxidação da oxihemoglobina 

Nos estudos da reação de transmetalação da Hb catalisada pela BsFECH 

será utilizada a espécie oxiHb. Sabe-se que a forma oxigenada da hemoglobina é 

oxidada espontaneamente (auto-oxidação) a forma férrica (metaHb), sendo assim, 

foram conduzidos ensaios que visaram avaliar a auto-oxidação da oxiHb (JENSEN, 

2001). A auto-oxidação da oxiHb foi avaliada por espectrofotometria de absorção na 

região do UV-Visível, utilizando-se o leitor de placas Thermo Scientific modelo 

Multiskan GO com acessório para leitura de cubetas. Os experimentos foram 

realizados em placa de 96 poços (Greiner Bio-One - UV-Star®-Microplate) e as 

amostras foram preparadas em solução tampão Tris-HCl 20 mmol L-1 pH 7,4 

contendo 105 mmol L-1 de NaCl. A auto-oxidação foi avaliada para a oxiHb na 

concentração de 30 μmol L-1.  

Também foi avaliada a influência da presença de zinco (adicionado na forma 

de acetato de zinco) na auto-oxidação da oxiHb. Foram utilizadas as concentrações 

de zinco de 30 μmol L-1 e de 60 μmol L-1. A placa foi incubada a 30 ˚C e os espectros 

foram coletados no intervalo de 300 a 700 nm de 1 em 1 hora por 24 horas.  A 

constate de auto-oxidação observada (    ) foi calculada conforme descrito por 

Tsuruga et al. (1998).  

A auto-oxidação da oxiHb pode ser representada por: 

 

Equação 3             

    
→                

 ̇ 

 

Sendo a constante de velocidade ( ) para a reação de auto-oxidação 

expressa pela equação 4: 

 

Equação 4                        
        

 

onde,          e           são as concentrações de hemoglobina no tempo   e no 

tempo zero, respectivamente, e      a constante de auto-oxidação de primeira 

ordem observada. Os valores de      foram obtidos a partir do ajuste linear da curva 
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gerada pelo gráfico do   
        

         
 versus o tempo de reação (em horas), sendo a 

        monitorada pelas mudanças na absorbância no comprimento de onda de 

576 nm. 

A partir da deconvolução dos espectros de absorção eletrônica, com o auxílio 

do software Convex Constraint Analysis (CCA) (HAAS; PLIVELIC; DICKO, 2014) foi 

possível determinar a porcentagem de oxiHb e metaHb presentes em solução após 

as 24 horas de incubação a 30  ± 0,1 ˚C. 

3.3.3 Estudo da reação de transmetalação da hemoglobina 

Uma vez avaliados o equilíbrio tetrâmero-dímero e as condições de auto-

oxidação da hemoglobina, foram iniciados os experimentos para avaliação da 

reação de transmetalação. A reação de transmetalação foi realizada com base no 

procedimento previamente estabelecido e descrito por CHAU et al. (2011) com 

algumas modificações. Para tal, a oxihemoglobina (50 µmol L-1) foi incubada com 

acetato de zinco (0,2 µmol L-1) por 24 horas a 30 °C, na presença e na ausência da 

BsFECH (50 µmol L-1), sob atmosfera livre de oxigênio obtida a partir da técnica de 

Freeze-Pump-Thaw. Após o período de incubação a reação foi monitorada por 

espectroscopia de fluorescência, utilizando-se o espectrofotômetro F-4500 (Hitachi). 

As amostras foram excitadas em 420 nm e os espectros de fluorescência foram 

coletados no intervalo de 550 nm a 690 nm, utilizando-se fendas de excitação e 

emissão de 10 nm. 

3.4 Estudos envolvendo a leghemoglobina recombinante de cana-de-açúcar 

Foi realizada a caracterização biofísica da leghemoglobina recombinante 

produzida a partir das técnicas de dicroísmo circular, fluorescência intrínseca do 

triptofano e cromatografia de exclusão por tamanho analítica, para obtenção de 

informações a respeito da estrutura secundária, terciária e do estado oligomérico da 

proteína em solução, respectivamente. 

3.4.1 Dicroísmo circular (Circular Dichroism – CD) 

A técnica de CD foi utilizada para obtenção de informações a respeito do 

padrão de estrutura secundária da ScLegHb. Os experimentos de CD foram 

realizados no espectropolarímetro Jasco J-815. Os espectros de CD foram coletados 
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em cubeta de quartzo de 1 mm de caminho óptico e concentração de ScLegHb 

5 µmol L-1 no tampão Tris-HCl 100 mmol L-1 pH 7,0 contendo 100 mmol L-1 de NaCl, 

1 mmol L-1 de EDTA e 1 mmol L-1 de β-mercaptoetanol.  

Os valores obtidos na leitura de CD foram normalizados para elipticidade 

molar residual média a partir da equação 5 (CHEMES et al., 2012). 

 

Equação 5         
 

        
 

 

onde, [   é a elipticidade molar residual, em graus cm2 dmol-1,   é a elipticidade em 

graus,   é a concentração da proteína em mol L-1,   é o caminho óptico em cm e   o 

número de resíduos de aminoácidos da proteína. 

A predição da estrutura secundária da proteína foi realizada a partir do 

software CDNN Deconvolution.  

3.4.2 Fluorescência intrínseca do triptofano 

A técnica de fluorescência intrínseca do triptofano foi utilizada para obtenção 

de informações a respeito da estrutura terciária da ScLegHb, utilizando-se como 

sonda os resíduos de triptofano da proteína. Os experimentos foram realizados no 

espectrofotômetro F-4500, no tampão Tris-HCl 100 mmol L-1 pH 7,0 contendo 

100 mmol L1 de NaCl, 1 mmol L-1 de EDTA e 1 mmol L-1 de β-mercaptoetanol, 

utilizando-se cubeta de quartzo de 1,0 cm x 0,2 cm de caminho óptico e 

concentração de ScLegHb 5 µmol L-1. As amostras foram excitadas em 280 nm e os 

espectros de emissão registrados no intervalo de 300 a 400 nm, com largura das 

fendas de excitação e emissão de 1 nm. 

3.4.3 Cromatografia de exclusão por tamanho analítica  

A cromatografia de exclusão por tamanho analítica tem como objetivo 

fornecer informações relacionadas ao estado oligomérico da proteína em solução, a 

partir da estimativa do raio hidrodinâmico da proteína (raio de Stokes) e da massa 

molecular aparente, que são determinados experimentalmente utilizando-se os 

volumes de eluição da proteína em estudo e de um padrão de proteínas globulares, 

com massas moleculares conhecidas.  
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Para a realização dos experimentos foi utilizada a coluna Superdex 200 

10/300 gl acoplada ao equipamento Akta Prime. A coluna foi equilibrada e as 

proteínas foram eluídas no tampão Tris-HCl 100 mmol L-1 pH 7,0 contendo 

100 mmol L1 de NaCl, 1 mmol L-1 de EDTA e 1 mmol L-1 de β-mercaptoetanol. Foram 

aplicados 100 μL da ScLegHb (1 mg mL-1), do padrão de proteínas (apoferritina: 480 

kDa, 67 Å; γ-globulina: 160 kDa, 48 Å; albumina sérica bovina: 67 kDa, 36 Å; 

anidrase carbônica: 30 kDa, 24 Å; ribonuclease A: 14 kDa, 16 Å; todas a 

aproximadamente 1 mg mL-1) e de blue dextran (1 mg mL-1). Utilizando-se os 

volumes de eluição das proteínas calculou-se o coeficiente de partição (Kav), de 

acordo com a equação 6 (VERDE; DOMINICI; ASTEGNO, 2017): 

 

Equação 6          
     

     
  

 

onde, Vt é o volume total da coluna, Ve é o volume de eluição das proteínas e Vo é 

o volume morto da coluna, determinado pelo volume de injeção do blue dextran. 

A partir do ajuste linear do gráfico do log MM das proteínas do padrão em 

função dos valores de Kav calculados foi possível determinar a massa molecular 

aparente da ScLegHb. A partir do ajuste linear do gráfico do raio de Stokes das 

proteínas do padrão em função de −(logKav)
1/2 foi possível determinar o raio de 

Stokes experimental da proteína. A razão entre o raio de Stokes experimental e o 

raio de Stokes teórico (estimado pelo programa Sednterp a partir da sequência de 

aminoácidos da proteína) expressa o valor da razão friccional, que fornece 

informações acerca do formato estrutural da proteína em solução.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a possível obtenção de 

pigmentos proteináceos, análogos a ZnPP, com potencial para serem empregados 

no processo de cura de produtos cárneos. A ideia inicial consistia em utilizar o 

sangue bovino, subproduto da indústria de carne, para obtenção da hemoglobina do 

sangue bovino, que seria utilizada como substrato para a reação de transmetalação 

Fe2+/Zn2+ catalisada pela enzima ferroquelatase. Posteriormente, optou-se por 

avaliar a utilização da hemoglobina recombinante de cana-de-açúcar como substrato 

para a formação de pigmentos análogos a zinco-protoporfirina IX. A seguir são 

apresentados os principais resultados obtidos durante a realização do trabalho. 

4.1 Estudos envolvendo a hemoglobina do sangue bovino 

Previamente foram conduzidos experimentos frente a um sistema modelo 

utilizando-se como substrato a hemoglobina comercial de sangue bovino (Sigma-

Aldrich). Conforme descrito por Chau et al. (2011), para avaliação da reação de 

transmetalação, as hemoproteínas devem ser incubadas com acetato de zinco, sob 

atmosfera redutora (obtida pela adição de excesso de ácido ascórbico) e livre de 

oxigênio. Nestas condições identificou-se que o ácido ascórbico não foi capaz de 

reduzir a espécie metaHb para oxiHb, desta forma, optou-se por utilizar ditionito de 

sódio (Na2S2O4) como agente redutor.  

Inicialmente, após a solubilização da hemoglobina comercial no tampão de 

trabalho, a solução apresentou coloração marrom. Com a adição do Na2S2O4 

seguida pela cromatografia em coluna HiTrap desalting foi desenvolvida uma 

coloração vermelho brilhante. As diferentes espécies foram analisadas por 

espectroscopia de absorção na região do visível. A figura 10A apresenta os 

espectros de absorção obtidos e, comparando-se com a literatura, foi possível 

identificar as espécies formadas (ZIJLSTRA; BUURSMA, 1997). A coloração marrom 

inicial corresponde à metaHb, que possui máximos de absorção em 

aproximadamente 500 nm e 632 nm, já a coloração vermelho brilhante corresponde 

à espécie desejada oxiHb, com máximo de absorção em aproximadamente 540 nm 

e 576 nm.  

Avaliou-se a purificação da oxiHb por SDS-Page 17,5% de poliacrilamida, 

conforme apresentado na figura 10B. Na canaleta número 2 observa-se a oxiHb 
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após a passagem na coluna HiTrap desalting, é possível identificar a oxiHb próximo 

ao padrão de massa molecular de 14,4 kDa, conforme esperado, uma vez que a Hb 

do sangue bovino na forma tetramérica apresenta massa molecular de 64,5 kDa, e o 

gel é desnaturante, espera-se a observação de monômeros com massa molecular 

próximas a 16 kDa. Observou-se também a presença de uma banda em 

aproximadamente 31 kDa, com o intuito de remover esta banda a hemoglobina foi 

submetida a cromatografia de exclusão por tamanho utilizando-se a coluna HiLoad 

Superdex  26/60 200 pg (GE Healthcare LifeSciences) acoplada ao equipamento 

Akta Prime (GE Healthcare LifeSciences). A purificação também foi acompanhada 

por SDS-Page 17,5% de poliacrilamida e a fração eluída pode ser observada na 

canaleta 3 da figura 10B. Após esta etapa cromatográfica, é possível ainda 

evidenciar a presença da banda em 31 kDa. Acredita-se que esta banda pode 

corresponder a uma fração de hemoglobina que permanecem na forma dimérica.  

 

Figura 10 – A) Espectros de absorção na região do visível para da metaHb (azul) e oxiHb 
(vermelho). B) SDS-Page 17,5% mostrando a purificação da OxiHb: 1) Padrão de massa 
molecular; 2) OxiHb após a passagem em coluna HiTrap desalting; 3) OxiHb após a 
passagem na coluna HiLoad Superdex 200 pg 26/60. 

 
Fonte: Autoria própria. 
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Uma vez obtida a espécie oxiHb desejada foram conduzidos experimentos 

para avaliar o comportamento da hemoglobina em solução, com a finalidade de 

definir as melhores condições para a realização dos experimentos de 

transmetalação.  

4.1.1 Avaliação do equilíbrio dímero-tetrâmetro da oxihemoglobina 

A hemoglobina bovina é uma molécula tetramérica composta por quatro 

subunidades, duas cadeias α e duas cadeias β, que se mantêm unidas por ligações 

não covalentes em uma configuração tetramérica globular. No entanto, em solução, 

os tetrâmeros de hemoglobina podem ser dissociados reversivelmente a dímeros, 

segundo a equação 7 (HUANG et al., 2013): 

 

Equação 7                

 

A constante de equilíbrio de dissociação (  ) para este equilíbrio é expressa 

pela equação 8: 

 

Equação 8        
     

      
 

 

É conhecido que este equilíbrio é deslocado para a formação do dímero, 

conforme a concentração de hemoglobina é diminuída (YANG et al., 1998). Além 

disto, diversos fatores atuam influenciando o equilíbrio tetrâmero-dímero, como por 

exemplo, concentração de hemoglobina, pH, temperatura, presença de agente 

redutores, entre outros (GRIFFON et al., 1998). Sendo assim, buscando-se 

estabelecer as condições adequadas para a reação de transmetalação da oxiHb 

avaliou-se o equilíbrio tetrâmero-dímero na solução tampão de trabalho (Tris-HCl 20 

mmol L-1 pH 7,4 contendo 105 mmol L-1 de NaCl).  

Esse equilíbrio foi avaliado pela técnica de cromatografia de exclusão por 

tamanho analítica, utilizando-se quatro concentrações de oxiHb (75 µmol L-1, 

30 µmol L-1, 15 µmol L-1 e 1,5 µmol L-1). O tempo de eluição foi monitorado pela 

absorbância em 280 nm e os cromatogramas, com os valores de absorbância 

normalizados, são apresentados na figura 11. Assim como citado por Mahieu et al., 

(1985) é observado um aumento no tempo de eluição da oxiHb com a diminuição da 

concentração. Esse aumento no tempo de eluição indica um deslocamento no 

𝐾𝑑 
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equilíbrio tetrâmero-dímero para a formação do dímero conforme a concentração da 

oxiHb é diminuída, segundo reportado por Yang et al. (1998). 

 

Figura 11 – Cromatogramas da oxihemoglobina bovina em quatro diferentes concentrações: 
75 μmol L-1 (preto), 30 μmol L-1 (azul), 15 μmol L-1 (verde) e 1,5 μmol L-1 (vermelho).  

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Construiu-se um gráfico do tempo de eluição versus a concentração da oxiHb, 

conforme apresentado na figura 12. A partir do ajuste não linear da curva e 

utilizando-se a equação 2 (representada na figura 12) determinou-se o valor de 

   = 5,80 ± 0,03 10-6 mol L-1. O valor obtido é condizente com valores de    

reportados na literatura para a oxiHb de invertebrados, que estão na ordem de 

grandeza de 10-6 mol L-1 (LIU; KONERMANN, 2013). 
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Figura 12 – Ajuste não linear da curva gerada tempo de eluição (minutos) versus 
concentração de oxiHb (em mol L-1) que permitiu, utilizando-se a equação apresentada, a 

determinação do valor de     

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Nas células sanguíneas a concentração de hemoglobina é cerca de 2 10-2 

mol L-1 (BAUDIN-CHICH; MARDEN; WAJCMAN, 1988). Nesta concentração a 

molécula está exclusivamente na forma de tetrâmeros, no entanto, quando se 

trabalha em concentrações diluídas de hemoglobina, como em estudos 

espectrofotométricos, observa-se a dissociação do tetrâmero em dímero, sendo 

assim, é importante obter-se uma estimativa da espécie predominante em solução 

na concentração na qual os estudos serão realizados, uma vez que, frente a reação 

analisada, como por exemplo a reação de transmetalação, as espécies podem 

comportar-se de forma diferente (BAUDIN-CHICH; MARDEN; WAJCMAN, 1988). 

Sendo assim, a determinação da    auxiliou no sentido de se determinar a 

concentração de oxiHb a ser utilizada na reação de transmetalação.  

4.1.2 Auto-oxidação da oxihemoglobina  

Outro parâmetro analisado foi a taxa de auto-oxidação da oxiHb, uma vez 

que, para a reação de transmetalação, catalisada pela BsFECH, será utilizada a 

espécie reduzida oxigenada da hemoglobina (oxiHb) e, essa espécie é 

espontaneamente oxidada a forma férrica (metaHb). Avaliou-se a auto-oxidação por 

espectrometria de absorção da região do UV-Vis, para a oxiHb na concentração de 

30 µmol L-1, e para a oxiHb na presença de zinco (nas concentrações de 30 µmol L-1 
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e 60 µmol L-1). Nesta concentração de oxiHb há uma mistura das espécies 

tetramérica e dimérica, no entanto, considerando-se o valor de    obtido, sabe-se 

que a espécie tetramérica é predominante.   

Os espectros de absorção para a oxiHb na presença de 60 µmol L-1 de Zn2+ 

para 24 horas de reação estão apresentadas na figura 13. Observa-se no tempo 

zero (figura 13 – linha vermelha) o espectro característico da espécie oxiHb, com 

máximos de absorção em 413 nm, 540 nm e 576 nm. Com o decorrer do tempo de 

incubação a 30°C percebe-se um decaimento na intensidade das bandas em 540 

nm e 576 nm e o aparecimento de bandas em 500 nm e 632 nm, além disto, 

evidencia-se inicialmente uma diminuição na intensidade da banda Soret em 413 

nm, seguida pelo deslocamento para o comprimento de onda de 406 nm. Essas 

alterações espectrais indicam que a espécie oxiHb está sendo auto-oxidada a 

espécie metaHb. O espectro observado após 24 horas de incubação (figura 13 – 

linha azul) indica uma mistura das espécies oxiHb e metaHb. Para os experimentos 

realizados apenas com a oxiHb (30 µmol L-1) e com a oxiHb (30 µmol L-1) na 

presença de 30 µmol L-1 de zinco o mesmo perfil de mudança espectral foi 

observado.  

 

Figura 13 – Espectros de absorção da oxiHb (30 μmol L-1) na presença de 60 μmol L-1 de 
Zn2+, coletados de 1 em 1 hora durante 24 horas a 30 ± 0,1 ˚C. Os espectros em vermelho e 
azul correspondem aos espectros no tempo zero e o após 24 horas de incubação, 
respectivamente. A) Espectros na região UV-visível, no qual são observadas as alterações 
na banda Soret e nas bandas Q. B) Zoom dos espectros na região visível, no qual, se 
observa com mais detalhamento rações ocorridas nas bandas Q. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

 

A B
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Utilizando-se o software CCA+ (HAAS; PLIVELIC; DICKO, 2014) foi possível 

realizar a deconvolução dos espectros e determinar as porcentagens de oxiHb e 

metaHb presentes em solução após 24 horas de incubação a 30°C ± 0,1°C, a 

tabela 2 apresenta as porcentagens obtidas nas três condições analisadas. Percebe-

se que quando os íons Zn2+ estão presentes em solução, ao final do tempo de 

incubação há uma porcentagem ligeiramente maior de oxiHb, indicando que o zinco 

pode atuar diminuindo a taxa de auto-oxidação da oxihemoglobina.  

 

Tabela 2 – Porcentagens de oxiHb e metaHb presentes em solução, após 24 horas de 
incubação a 30 ± 0,1 ˚C, obtidas a partir da deconvolução dos espectros de absorção na 
região do UV-visível utilizando-se o software Convex Constraint Analysis (CCA+). 

Condição analisada 
(após 24 horas de incubação a 30°C ± 0,1°C) 

% OxiHb % MetaHb 

[OxiHb] = 30 µmol L-1 42,4 57,6 

[OxiHb] = 30 µmol L-1 

[Zn2+] = 30 µmol L-1 
46,3 53,7 

[OxiHb] = 30 µmol L-1 

[Zn2+] = 60 µmol L-1 
47,2 52,8 

Fonte: Autoria própria. 

 

Construiu-se um gráfico do   
        

         
 versus o tempo de reação (em horas), 

sendo a         monitorada pelas mudanças na absorbância no comprimento de 

onda de 576 nm, e, a partir do ajuste linear dos pontos, foi possível calcular o valor 

da constante de auto-oxidação de primeira ordem observada (    ) para a oxiHb e 

para a oxiHb na presença de íons zinco, conforme apresentados na figura 14. 
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Figura 14 – Gráfico do                       versus o tempo de reação (em horas) para a 
[oxiHb] 30 μmol L-1 (preto), para a [oxiHb] 30 μmol L-1 na presença de 30 μmol L-1 de Zn2+ 
(vermelho) e para a [oxiHb] 30 μmol L-1 na presença de 60 μmol L-1 de Zn2+ (azul). 
Ajustando-se linearmente os pontos foi possível calcular os valores de     . 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Os valores de      obtidos são apresentados na tabela 3.  

 

Tabela 3 – Valores obtidos para constante de auto-oxidação de primeira ordem observada 

(    ) nas diferentes condições analisadas: oxiHb 30 μmol L-1 e oxiHb na presença de zinco 
(30 μmol L-1 e 60 μmol L-1). 

Condição analisada      (h
-1) R2 

[OxiHb] = 30 µmol L-1 0,032 ± 0,002 0,998 

[OxiHb] = 30 µmol L-1 

[Zn2+] = 30 µmol L-1 
0,024 ± 0,001 0,991 

[OxiHb] = 30 µmol L-1 

[Zn2+] = 60 µmol L-1 
0,019 ± 0,001 0,983 

Fonte: Autoria própria. 

 

Os resultados indicam que a presença de íons zinco promove uma maior 

estabilidade da espécie oxihemoglobina, uma vez que a taxa de auto-oxidação (    ) 

diminui na presença destes íons, sendo que, uma maior concentração de Zn2+ 
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promove uma maior diminuição no valor de     . É proposto que esta estabilidade 

maior está relacionada a coordenação dos íons de Zn2+ em histidinas da cadeia 

polipeptídica, induzindo uma alteração na conformação da proteína e refletindo no 

bolsão hidrofóbico.  

Para a reação de transmetalação será utilizada a espécie oxihemoglobina 

como substrato, desta forma, os resultados obtidos se mostraram favoráveis a esta 

reação, uma vez que a espécie de interesse oxihemoglobina é mais resistente à 

auto-oxidação na presença de íons Zn2+.   

4.1.3 Reação de transmetalação da oxihemoglobina 

Na reação de transmetalação a oxiHb (50 µmol L-1) foi incubada com acetato 

de zinco (0,2 µmol L-1) por 24 horas a 30 °C, na presença e na ausência da BsFECH 

(50 µmol L-1), sob atmosfera livre de oxigênio, obtida a partir da técnica de Freeze-

Pump-Thaw. A figura 15 mostra os espectros de fluorescência (com os valores de 

fluorescência normalizados) para a reação de transmetalação.   

 

Figura 15 – Espectros de fluorescência normalizados para as reações de transmetalação 
catalisada (linha vermelha) e não catalisada (linha azul). 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Em ambas as reações é possível identificar o espectro de fluorescência 

característico da zinco-protoporfirina IX, conforme reportado anteriormente por 

Adamsen et al. (2006) e Wakamatsu et al. (2004).  Podemos observar uma diferença 
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na intensidade de fluorescência das reações, sendo que a reação catalisada 

apresenta uma maior intensidade na banda de fluorescência em aproximadamente 

595 nm, indicando que a presença da BsFECH favorece a reação de 

transmetalação.  

Ainda que a reação de transmetalação, catalisada e não catalisada, 

utilizando-se como precursor a hemoglobina comercial de sangue bovino possibilitou 

a formação de um pigmento análogos a ZnPP, acredita-se que, do ponto de vista da 

aplicabilidade industrial, a obtenção do pigmento utilizando o sangue bovino como 

precursor não parece ser uma alternativa viável. A reação frente à hemoglobina 

comercial se mostrou demasiadamente complexa, fatores como a concentração da 

hemoglobina e a concentração de zinco influenciam diretamente na reação, por 

exemplo, evidenciou-se que em concentrações de zinco três vezes em excesso, em 

relação à concentração de hemoglobina, forma-se um precipitado durante a 

incubação e o espectro de fluorescência característico não é observado. Acredita-se 

que a reação a partir do sangue bovino será ainda mais complexa e pouco favorável 

com baixo rendimento. Desta forma, optou-se por estudar a obtenção dos pigmentos 

análogos à ZnPP a partir da leg-hemoglobina recombinante de cana-de-açúcar. Do 

ponto de vista tecnológico o desenvolvimento de pigmentos cárneos tendo como 

fonte uma hemoproteína vegetal é muito interessante, uma vez que, estes podem 

ser empregados não apenas na produção de produtos cárneos e embutidos como 

também na produção de hambúrgueres vegetarianos com uma aparência mais 

atrativa e maior valor agregado. 

4.2 Estudos envolvendo a leg-hemoglobina recombinante de cana-de-açúcar 

A expressão e purificação da ScLegHb foi realizada conforme descrito por 

Corrêa et al. (2014) e exposto no item 3.2.3 deste capítulo. A ScLegHb é expressa 

em corpos de inclusão, desta forma, após a lise, a proteína recombinante foi isolada 

dos corpos de inclusão por solubilização com agente desnaturante (8 mol L-1 de 

cloridrato de guanidina). O isolamento dos corpos de inclusão mostrou-se efetivo na 

remoção da ScLegHb dos mesmos, conforme podemos observar na figura 16. 
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Figura 16 – SDS-Page 15% mostrando o isolamento da ScLegHb dos corpos de inclusão. 
As canaletas representam: 1) Padrão de massa molecular; 2) Cultura não induzida; 
3) Cultura induzida; 4) Homogeneizado antes da lise; 5) Fração solúvel após a lise; 
6) Fração insolúvel após a lise; 7) Sobrenadante da primeira lavagem com tampão de lise; 
8) Sobrenadante da quarta lavagem com tampão de lise; 9) Fração após a etapa de 
remoção do cloridrato de guanidina por diálise. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Após diálise exaustiva para remoção do agente desnaturante, a ScLegHb foi 

purificada a partir de duas etapas cromatográficas, cromatografia de troca aniônica 

seguida pela cromatografia de exclusão por tamanho, conforme apresentado na 

figura 17.  

 

Figura 17 – SDS-Page 15% mostrando as duas etapas cromatográficas para a purificação 
da ScLegHb.  As canaletas representam: 1) Padrão de massa molecular; 2) Fração coletada 
após cromatografia de troca aniônica; 3) Fração coletada após a cromatografia de exclusão 
por tamanho.  

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Após as duas etapas cromatográficas observa-se que a proteína foi obtida 

com alto grau de pureza, no entanto, o rendimento obtido (2 mg L-1 de indução) foi  

menor que o reportado por Corrêa et al. (2014). Apesar de o rendimento obtido estar 

abaixo do esperado prosseguiu-se com as etapas de caracterização biofísica da 

ScLegHb. A caracterização biofísica da proteína recombinante foi realizada a partir 

das técnicas de dicroísmo circular, fluorescência intrínseca do triptofano e 
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cromatografia de exclusão por tamanho analítica, com a finalidade de se obter 

respectivamente informações a respeito da estrutura secundária, terciária e do 

estado oligomérico da proteína em solução. 

A técnica de dicroísmo circular é uma excelente ferramenta para avaliação da 

estrutura secundária de proteínas. Os diferentes elementos estruturais de uma 

proteína possuem espectros de CD característicos, por exemplo, proteínas 

constituídas principalmente por α-hélices possuem bandas com mínimos em 222 nm 

e 208 nm e uma banda com máximo em 193 nm, proteínas com predominância de 

folhas β antiparalela possuem uma banda com mínimo em 218 nm e uma banda 

com máximo em 195 nm, já estruturas não ordenadas (estruturas randômicas) 

possuem uma elipticidade positiva muito baixa em 210 nm e bandas negativas em 

aproximadamente 195 nm (GREENFIELD, 2006).  

 

Figura 18 – Espectro de CD da leghemoglobina recombinante de cana-de-açúcar.   

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Conforme mostrado na figura 18 o espectro de CD da ScLegHb apresenta 

mínimos em 208 nm e 222 nm, espectro caraterístico de proteínas constituídas 

principalmente por α-hélices. A partir da deconvolução do espectro foi realizada a 

predição da estrutura secundária da proteína (tabela 4), mostrando que a proteína 

produzida é composta majoritariamente α-hélices (aproximadamente 65%). Os 

resultados obtidos estão em concordância com os apresentados por Corrêa et al. 

(2014), que obteve a proteína contendo aproximadamente 68 % de α-hélices.  
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Tabela 4 – Estimativa da estrutura secundária da ScLegHb obtida a partir da deconvolução 
do espectro de CD utilizando-se o software CDNN Deconvolution. 

Estrutura secundária 
% de estrutura 

secundária 

α-hélices 64,9 ± 5,0 % 

Estrutura beta  
(folha beta e volta) 

19,3 ± 5,0 % 

Estrutura randômica  16,2 ± 5,0 % 

Fonte: Autoria própria. 

 

A presença de estrutura terciária na ScLegHb foi verificada pela técnica de 

espectroscopia de fluorescência molecular utilizando-se os triptofanos da proteína 

como sonda. O espectro de emissão de fluorescência do triptofano é fortemente 

dependente da polaridade do solvente. Os resíduos de triptofano em um ambiente 

completamente apolar, ou seja, quando os resíduos estão protegidos do solvente, 

apresenta espectro com comprimento de onda máximo de emissão (λmáx) na região 

do azul, a medida que os resíduos de triptofano tornam-se mais expostos ao 

solvente o λmáx desloca-se para comprimentos de ondas maiores (JOSEPH R. 

LAKOWICZ, 2006). A ScLegHb apresenta 4 resíduos de triptofano e o espectro de 

emissão de emissão de fluorescência, apresentado na figura 19, é composto pela 

soma da contribuição de cada triptofano. Observa-se no espectro o máximo de 

intensidade em 337 nm, indicando que os resíduos de triptofano estão enterrados na 

estrutura da globina, sugerindo que a proteína produzida apresenta estrutura 

terciária. O resultado obtido está em concordância com o apresentado por 

Corrêa et al. (2014), que também obteve o espectro de fluorescência dos triptofanos 

com máximo de intensidade em 337 nm.   
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Figura 19 – Espectro de fluorescência da ScLegHb coletado utilizando-se comprimento de 
onda de excitação igual a 280 nm e fendas de excitação/emissão de 3 nm. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Utilizou-se a técnica de cromatografia de exclusão por tamanho analítica para 

obtenção de informações acerca do estado oligomérico da ScLegHb em solução. A 

partir do volume de eluição da SclegHb e dos volumes de eluição de um padrão de 

proteínas globulares, com massa molecular conhecida, foi determinada a massa 

molecular aparente (MMap) e o raio de Stokes experimental (Rs) da ScLegHb. A 

figura 20 apresenta os cromatogramas obtidos para a ScLegHb e para o padrão de 

proteínas globulares. 
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Figura 20 – Cromatogramas obtidos na cromatografia de exclusão por tamanho analítica. O 
cromatograma em vermelho corresponde a ScLegHb e o cromatograma em preto ao padrão 
de proteínas globulares, sendo elas: 1) Apoferritina (480 kDa/67 Å); 2) γ-globulina (160 
kDa/48 Å); 3) Albumina sérica bovina (67 kDa/36 Å); 4) Anidrase carbônica (30 kDa/24 Å); 
5) Ribonuclease A (14 kDa/16 Å); 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A ScLegHb eluiu em volume muito próximo ao da anidrase carbônica, que 

possui massa molecular igual a 30 kDa. Considerando-se a massa teórica da 

ScLegHb, que é de 21 kDa, evidencia-se que a mesma eluiu com uma MM aparente 

maior que o esperado (MMap = 30KDa; figura 21), no entanto, não o suficiente para 

ser um dímero. Este resultado indica que a ScLegHb se comporta como um 

monômero alongado em solução. 
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Figura 21 – Gráfico do LogMM versus Kav para o padrão de proteínas globulares. A partir da 
relação linear foi possível determinar a MMap da ScLegHb (30 kDa). 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

A assimetria da proteína foi verificada a partir da razão ficcional (Rs/R0), que é 

expressa pela razão entre o raio de Stokes determinado experimentalmente 

(Rs = 24,4 Å; figura 22) e o raio de Stokes teórico (R0 = 18,3 Å). A razão friccional 

obtida foi de 1,6, esse valor indica que a proteína comporta-se como um monômero 

alongado em solução.  

 

Figura 22 – Gráfico do Raio de Stokes versus –logKav
1/2 para o padrão de proteínas 

globulares. A partir da relação linear foi possível determinar o Rs da ScLegHb (24,4 Å). 

 
Fonte: Autoria própria. 
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A tabela 5 sumariza os resultados obtidos a partir do tratamento dos dados. 

 

Tabela 5 – Sumário dos resultados obtidos na cromatografia de exclusão por tamanho 
analítica. 
 

Volume de 
eluição (mL) 

MMap 
(kDa) 

Rs (Å) R0 (Å) Rs/R0 

16 30 24,4 18,3 1,6 

Fonte: Autoria própria. 

 

Os resultados obtidos na caracterização biofísica da ScLegHb mostraram 

que, apesar do baixo rendimento obtido, a proteína produzida apresenta estruturas 

secundária e terciária e que a mesma se comporta como um monômero alongado 

em solução.  

Buscando-se aumentar o rendimento da produção e purificação da proteína 

foram conduzidos experimentos na tentativa de expressar a proteína na forma 

solúvel. Foram testadas condições variando-se a temperatura (30°C, 24°C e 18°C) e 

o tempo de indução (overnight), concentração de IPTG (0,4 mmol L-1 e 0,1 mmol L-1) 

bem como a cepa de Escherichia coli (BL21DE3 plysS). Em nenhuma das condições 

de indução testadas foi possível expressar a proteína na forma solúvel. Também 

foram testadas condições mais brandas para isolamento dos corpos de inclusão 

utilizando-se menores concentrações do agente desnaturante (2 mol L-1, 4 mol L-1 e 

6 mol L-1 de cloridrato de guanidina). Todas as condições testadas foram capazes de 

isolar a proteína dos corpos de inclusão, porém após a purificação realizando-se o 

procedimento com 2 mol L-1 de cloridrato de guanidina não foi observado um 

aumento no rendimento da produção da ScLegHb. Considerando-se a aplicabilidade 

pretendida e a infraestrutura disponível para a produção e purificação da ScLegHb, a 

mesma não se mostrou uma alternativa favorável na obtenção dos pigmentos 

análogos à ZnPP, uma vez que o rendimento obtido foi baixo.   

A empresa americana de alimentos Impossible Foods desenvolveu o 

Impossible Burger, hambúrguer com aparência e sabor dos hambúrgueres 

tradicionais de carne, tendo como base a proteína recombinante leghemoglobina de 

soja. Inicialmente, os pesquisadores da Impossible Foods tentaram obter a 

leghemoglobina a partir das raízes da soja, no entanto não encontraram uma 

maneira ambientalmente sustentável de colher os nódulos radiculares e de extrair a 
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proteína em larga escala. Desta forma, a empresa utilizou a tecnologia do DNA 

recombinante para expressar e cultivar a proteína em escala industrial. O gene que 

codifica a leghemoglobina de soja foi incorporado à levedura Pichia pastoris e a 

partir do processo de fermentação quantidades expressivas da proteína foram 

produzidas.  

Sendo assim, a expressão heteróloga da proteína leghemoglobina de 

leguminosas se mostra uma alternativa viável e considerável para a produção de 

pigmentos cárneos, que podem incluir pigmentos análogos a ZnPP, no entanto, são 

necessárias as tecnologias e infraestruturas adequadas para a obtenção da proteína 

em quantidades significativas.   
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5 CONCLUSÃO 

A reação de transmetalação, catalisada e não catalisada, utilizando-se como 

precursor a hemoglobina comercial de sangue bovino possibilitou a formação de um 

pigmento análogo a ZnPP, no entanto, se mostrou demasiadamente complexa. 

Acredita-se que a reação a partir do sangue bovino será ainda mais complexa e com 

rendimento baixo do ponto de vista industrial. Sendo assim, a formação de 

pigmentos proteináceos análogos a ZnPP a partir da hemoglobina natural do sangue 

bovino não foi estudada. Ainda assim, foram determinados parâmetros importantes 

que podem auxiliar em futuros estudos envolvendo a Hb, como a constante de 

dissociação tetrâmero-dímero (   = 5,80 ± 0,03 10-6 mol L-1) e as constantes de 

auto-oxidação de primeira ordem, que mostraram que a presença de íons zinco 

confere uma maior estabilidade à oxiHb, provavelmente esta estabilidade está 

relacionada a coordenação dos íons de Zn em histidinas da cadeia polipeptídica 

induzindo uma alteração na conformação da proteína e refletindo no bolsão 

hidrofóbico.  

O desenvolvimento de pigmentos cárneos tendo como fonte a 

leghemoglobina recombinante de leguminosas é uma via muito promissora, no 

entanto, considerando-se a aplicabilidade pretendida, e a infraestrutura disponível 

para a produção e purificação da ScLegHb, a mesma não se mostrou uma 

alternativa viável na obtenção dos pigmentos análogos à ZnPP, uma vez que o 

rendimento obtido foi muito baixo. A expressão heteróloga da proteína em um 

organismo eucarioto, tendo como exemplo a expressão da leghemoglobina de soja 

na levedura Pichia pastoris, possivelmente proporcionaria maiores rendimentos na 

obtenção da ScLegHb, possibilitando assim, os estudos para obtenção de pigmentos 

análogos a ZnPP a partir desta proteína. Embora o rendimento obtido tenha sido 

inferior ao esperado, foi possível realizar a caracterização biofísica da proteína, que 

mostrou que a ScLegHb produzida apresenta estrutura secundária (sendo 

constituída principalmente por α-hélices) e terciária e se comporta como um 

monômero alongado em solução.  
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1 INTRODUÇÃO 

O cálcio é o quinto elemento mais abundante em massa na crosta terrestre, 

(correspondendo a 4,6%), estando presente tanto em matéria sólida quanto em 

soluções aquosas (MOREIRA et al., 2016). No estado sólido, é comumente 

encontrado nas formas de carbonato de cálcio (CaCO3), sulfato de cálcio 

(CaSO4·2H2O), fluoreto de cálcio (CaF2) e fosfato de cálcio (nas variantes 

hidroxiapatita (Ca5(PO4)3OH), fluorapatita (Ca5(PO4)3F), e clorapatita (Ca5(PO4)3Cl) 

(BUCHOWSKI, 2016; MOREIRA et al., 2016). Já em solução é encontrado 

principalmente na forma de sais de cloreto e sulfato (MOREIRA et al., 2016).  

Este elemento inorgânico é extremamente relevante para os sistemas 

biológicos. No meio biológico, o cátion bivalente, Ca2+, está associado a diversas 

funções fisiológicas que incluem sinalização celular, transmissão de impulsos 

nervosos, coagulação sanguínea e estabilização da estrutura de proteínas 

(MOREIRA et al., 2016; MORI; TANIFUJI; MOCHIDA, 2014). Nas plantas está 

presente nas folhas, raízes, sementes e caules, em concentrações que variam de 

0,1% a 10%, atuando principalmente como regulador em processos fisiológicos, 

como crescimento e desenvolvimento (BUCHOWSKI, 2016; MOREIRA et al., 2016). 

Nos seres humanos adultos, o cálcio equivale de 1 a 2% do peso corporal, sendo 

que destes, aproximadamente 99% estão imobilizados nos ossos e dentes, na forma 

de hidroxiapatita (Ca10[PO4]6[OH]2), e o 1% restante está localizado nos tecidos 

moles (BUCHOWSKI, 2016; CASHMAN, 2002). Nos tecidos moles 50% do cálcio se 

encontra na forma ionizada (Ca2+), 40% ligado a proteínas e 10% nos fluídos 

extracelulares, complexado por ânions (CARAFOLI, 1987; GARCIA, 2018). Nos 

ossos e dentes, estruturas mais calcificadas no corpo humano, o cálcio possui papel 

estrutural e mecânico, além de manter a homeostase mineral do organismo 

(BUCHOWSKI, 2016; HILL; ASPRAY; FRANCIS, 2013).  

1.1 Metabolismo e homeostase do cálcio 

O metabolismo do cálcio está associado a três fatores: absorção, excreção e 

fixação/liberação associada aos ossos e dentes (MOREIRA et al., 2016). A absorção 

ocorre majoritariamente no intestino e o cálcio deve estar na forma solúvel, 

geralmente ionizada (Ca2+), ou ligado a moléculas orgânicas solúveis para cruzar as 
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paredes do intestino (GUÉGUEN; POINTILLART, 2000; STEPHENS; JOLLIFF, 

2016). Dois mecanismos independentes mediam a absorção do cálcio, o transporte 

paracelular (passivo) e o transporte transcelular (ativo) (GUÉGUEN; POINTILLART, 

2000).  

O transporte paracelular ocorre ao longo de todo trato gastrointestinal, 

predominando principalmente no jejuno e íleo, e descreve o movimento dos íons 

Ca2+ em função do gradiente de concentração, através das junções celulares entre 

os enterócitos (STEPHENS; JOLLIFF, 2016). É um transporte não saturável, que 

predomina quando a concentração luminal de íons de cálcio é alta (GUÉGUEN; 

POINTILLART, 2000).  A concentração normal de cálcio no sangue varia entre 1,2 e 

1,5 mmol L-1, desta forma, quando a concentração luminal de Ca2+ intestinal excede 

1,5 mmol L-1 a via paracelular predomina, desde que, o cálcio esteja presente no 

intestino na forma solúvel absorvível (STEPHENS; JOLLIFF, 2016). 

O transporte transcelular ocorre principalmente no duodeno e na parte 

superior do jejuno (GUÉGUEN; POINTILLART, 2000). É um transporte saturável, 

regulado por fatores nutricionais e fisiológicos, incluindo principalmente a vitamina D, 

e requer uma maquinaria molecular (na forma de proteínas transportadoras de 

cálcio) e energia (proveniente da hidrólise do ATP) (BUCHOWSKI, 2016). Este 

processo envolve três estágios: 1) absorção através do enterócito, mediada por uma 

gradiente eletroquímico positivo, uma vez que a concentração citoplasmática do 

cálcio é muito baixa; 2) difusão através do citoplasma, mediada por proteínas 

transportadoras de cálcio, que são o fator limitante na taxa do transporte ativo; 3) 

extrusão através da membrana basolateral, contra um gradiente eletroquímico, por 

meio, principalmente, da bomba de Ca-ATPase, calmodulina–dependente 

(GUÉGUEN; POINTILLART, 2000). Uma vez que, o gradiente de concentração não 

é um pré-requisito para este processo, o transporte transcelular é responsável pela 

maior parte da absorção de cálcio em níveis de ingestão baixos e moderados 

(BUCHOWSKI, 2016). 

A maioria do cálcio retido é armazenado nos ossos e os fatores majoritários 

que afetam a eficiência deste armazenamento são fatores fisiológicos (GUÉGUEN; 

POINTILLART, 2000). Quando a concentração sanguínea de cálcio está elevada o 

corpo armazena Ca2+ nos ossos, já quando a concentração é baixa o corpo 

reabsorve Ca2+ dos ossos ou absorve mais cálcio da dieta. Essas mudanças no fluxo 
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de cálcio são mediadas principalmente pelo paratormônio, vitamina D e calcitonina 

(STEPHENS; JOLLIFF, 2016).  

A ingestão diária de cálcio recomendada para um ser humano adulto (entre 

19 e 50 anos) é de aproximadamente 1000 mg (SCHULZE, 2013). 

Aproximadamente 25% do cálcio dietético absorvido é transferido a um pool 

intercambiável de cálcio, este pool consiste no cálcio do sangue, linfa e outros 

fluidos corporais, e corresponde a 1% do cálcio total do corpo (BUCHOWSKI, 2016; 

SCHULZE, 2013). O excesso de cálcio absorvido que não pode ser armazenado nos 

ossos é excretado na urina, fezes e suor (GUÉGUEN; POINTILLART, 2000). Os rins 

filtram cerca de 10 g de cálcio por dia, dos quais aproximadamente 98% são 

reabsorvidos, de modo que apenas 100 a 200 mg por dia são excretados na urina 

(BUCHOWSKI, 2016; SCHULZE, 2013).  A figura apresenta as principais vias de 

metabolismo do cálcio para um ser humano adulto, considerando uma ingestão 

diária de 1000 mg e um balanço neutro.  

 

Figura 23 – Vias de metabolismo do cálcio para um ser humano adulto (entre 19 e 50 anos), 
considerando uma ingestão diária de 1000 mg e um balanço neutro. 

 

Fonte: Adaptado SCHULZE, K. J. Calcium. In: CABALLERO, Benjamin (org.). Encyclopedia 
of Human Nutrition. Third Edit ed. Maryland: Academic Press, 2013. p. 228–234 (SCHULZE, 
2013). 
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O balanço sistêmico do cálcio é essencial para uma infinidade de processos 

fisiológicos, desde a sinalização celular até a manutenção da saúde óssea e, 

quaisquer perturbações na homeostase, podem resultar em hipocalcemia ou 

hipercalcemia (BUCHOWSKI, 2016). Em geral, o balanço de cálcio positivo é 

indicativo da deposição de cálcio nos ossos, o balanço neutro sugere manutenção 

dos ossos e o balanço negativo indica perda óssea. O balanço de cálcio varia em 

relação ao estágio de desenvolvimento humano. Nos estágios iniciais de vida, 

durante a infância e adolescência, a deposição óssea de cálcio é maior que a 

reabsorção, caracterizando um balanço positivo, já na fase adulta a reabsorção 

óssea é maior que a deposição, caracterizando um balanço negativo (BUCHOWSKI, 

2016). Os adultos perdem aproximadamente 0,3% de sua massa óssea a cada ano, 

cerca de 10 mg por dia, sendo que essa perda de massa óssea pode ser dez vezes 

maior em mulheres na menopausa (GUÉGUEN; POINTILLART, 2000).  

A desregulação da homeostase do cálcio no organismo está associada a 

diversas doenças que incluem aumento do risco de câncer epitelial, doenças 

metabólicas e osteoporose (DIAZ DE BARBOZA; GUIZZARDI; TOLOSA DE 

TALAMONI, 2015). A osteoporose é caracterizada como um comprometimento 

sistêmico da massa e força óssea, acarretando em um aumento da fragilidade dos 

ossos e, consequentemente, do risco de fraturas (SUNYECZ, 2008). Esta doença 

afeta principalmente a população idosa e de acordo com Fundação Internacional de 

Osteoporose (IOF – International Osteoporosis Foundation) aproximadamente 500 

milhões pessoas em todo o mundo podem ser afetadas pela osteoporose 

(INTERNATIONAL OSTEOPOROSIS FOUNDATION, 2022).    

O cálcio está presente em alimentos e bebidas, como leite, produtos lácteos, 

vegetais, cereais e alimentos enriquecidos, em quantidades suficientes para suprir 

as necessidades diárias, no entanto, estudos apontam que a osteoporose pode ser 

desenvolvida mesmo em indivíduos que ingerem quantidades significativas deste 

nutriente (BUCHOWSKI, 2016; HEANEY, 2000). Este fator relaciona-se 

principalmente a baixa biodisponibilidade do mesmo no organismo.  

1.2 Biodisponibilidade de cálcio 

A biodisponibilidade pode ser definida como a eficiência com que um nutriente 

é usado pelo corpo. No caso do cálcio é definida como a quantidade de cálcio 
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dietético que é potencialmente absorvida nos intestinos e utilizada em funções 

fisiológicas (GUÉGUEN; POINTILLART, 2000). No estômago, o meio ácido propicia 

a dissociação dos sais de cálcio, favorecendo a formação dos íons de Ca2+ solúveis. 

No entanto, no intestino, onde ocorre a absorção majoritária de cálcio, o pH do meio 

é de neutro a ligeiramente alcalino, e o aumento do pH, favorece a precipitação dos 

íons de cálcio na forma oxalatos, fosfatos, fitatos e outros sais com baixa 

solubilidade, diminuindo assim a biodisponibilidade deste mineral (SKIBSTED, 

2016).  

Entender o processo de como o cálcio se complexa com compostos do leite, 

com compostos adicionados ao leite e com compostos formados durante o 

processamento de alimentos derivados de leite, bem como investigar a 

supersaturação de sais de cálcio promovendo uma maior solubilização deste mineral 

é de extrema relevância para a criação de estratégias nutricionais e tecnológicas 

para aumentar a biodisponibilidade do cálcio e, consequentemente prevenir as 

doenças originadas pela deficiência em sua absorção, como a osteoporose. 

Estudos mostraram que fosfopeptídeos de caseínas (CPP), derivados da 

hidrólise enzimática, são capazes de ligar íons Ca2+ protegendo-os de ânions 

potencialmente precipitantes no intestino (LI; TOMÉ; DESJEUX, 1989; MYKKÄNEN; 

WASSERMAN, 1980). Proteínas do soro do leite, como α-lactoalbumina e β-

lactoglobulina, também são capazes de coordenar íons Ca2+, estas proteínas podem 

mudar sua estrutural conformacional como resultado de alterações no pH, 

protegendo os íons cálcio ao longo do sistema digestivo e mediando o transporte 

destes íons através do epitélio intestinal (BAUMY; BRULE, 1988). 

Durante a fermentação do leite são formados hidroxicarboxilatos, como 

citrato, gluconato, e lactato, capazes de se ligar ao cálcio formando complexos em 

um processo endotérmico controlado entropicamente, que resulta em soluções 

aquosas supersaturadas de cálcio mantendo constante a atividade de íons Ca2+ 

mesmo quando as concentrações excedem o limite de solubilidade (SKIBSTED, 

2016; VAVRUSOVA; LIANG; SKIBSTED, 2014). Apesar dos hidroxicarboxilatos de 

cálcio se dissociarem completamente ou quase completamente nas condições 

ácidas do estômago, as condições do intestino favorecem a formação de complexos 

de hidroxicarboxilatos de cálcio mais rapidamente do que sua precipitação. Isso 

explica a maior biodisponibilidade do cálcio complexado a hidroxicarboxilatos, como 
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lactato, gluconato e citrato, quando comparado a outros sais de cálcio, como cloreto 

de cálcio (SKIBSTED, 2016). 

A formação espontânea de soluções supersaturadas de gluconato de cálcio a 

partir da dissolução isotérmica do gluconato de sódio em uma solução 

supersaturada de lactato de cálcio em condições similares às do intestino foi 

investigada por Vavrusova e Skibsted (VAVRUSOVA; SKIBSTED, 2014). A partir da 

solução de hidroxicarboxilato de cálcio supersaturada foi observado que a 

precipitação do gluconato de cálcio (sal menos solúvel) ocorreu mais lentamente do 

que a dissolução do lactato de cálcio (o sal mais solúvel). Esse estudo foi precursor 

em demonstrar que a dissolução contínua de um sal contra seu limite de solubilidade 

ou sua saturação ocorre além da sua dissolução como um fenômeno cinético 

(VAVRUSOVA; SKIBSTED, 2014). Similarmente, Vavrusova et al. investigaram a 

formação espontânea de soluções supersaturadas a partir da dissolução isotérmica 

do fosfato de cálcio (pouco solúvel) em uma solução saturada de citrato de sódio 

(mais solúvel) (VAVRUSOVA et al., 2018). Tal estudo aponta que soluções 

homogêneas supersaturadas resultantes da dissolução do fosfato de cálcio e citrato 

de sódio podem conter até dez vezes mais cálcio em comparação às soluções 

equilibradas (VAVRUSOVA et al., 2018) 

Conforme exposto acima foi demostrado que gluconato e citrato, entre outros 

hidroxicarboxilatos, dissolvem sais de cálcio pouco solúveis, formando 

espontaneamente soluções supersaturadas com hidrogenofosfato de cálcio e 

hidroxicarboxilatos de cálcio (DE ZAWADZKI; SKIBSTED, 2019; VAVRUSOVA et al., 

2018). Tais soluções supersaturadas de resíduos minerais do soro foram 

recentemente propostas como alimentos funcionais com maior biodisponibilidade de 

cálcio, no entanto, nenhuma dessas propostas considerou a influência das proteínas 

do soro ou caseína na robustez da supersaturação (DE ZAWADZKI; SKIBSTED, 

2019; GARCIA; VAVRUSOVA; SKIBSTED, 2018; VAVRUSOVA et al., 2018). Avaliar 

a influência destas proteínas e/ou hidrolisados destas proteínas pode abrir portas 

para o melhoramento e desenvolvimento de produtos lácteos que promovam uma 

maior biodisponibilidade de cálcio.  
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2 OBJETIVOS  

Visto que a baixa biodisponibilidade de cálcio pode ocasionar diversas 

doenças, incluindo a osteoporose, e que compostos provenientes do leite e de seus 

derivados podem conferir uma maior biodisponibilidade deste mineral o presente 

estudo teve como objetivo explorar possíveis efeitos de dois hidrolisados comerciais 

de proteínas do leite na complexação de íons Ca2+ e na supersaturação da solução 

CaHPO4/Na2HCitrato, visando aumentar a biodisponibilidade de íons de cálcio e 

proporcionar um transporte transepitelial mais eficiente. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Reagentes 

Para a realização dos experimentos foram utilizados dois produtos comerciais 

fornecidos pela Arla Foods Ingredients: Lacprodan DI-2021 (hidrolisado de caseínas) 

e Peptigen IF-3080 (hidrolisado de whey protein). A solução padrão de cálcio 1000 

mg L-1 e os sais fosfato de cálcio dibásico diidratado (CaHPO4.2H2O) e citrato de 

sódio dibásico sesqui-hidratado (Na2HCitrato.1,5H2O) foram adquiridos das Sigma-

Aldrich. Os demais reagentes utilizados são grau analítico e para o preparo das 

soluções utilizou-se água proveniente de um sistema Milli-Q Millipore Co. (18,2 M Ω 

cm, T = 25 ˚C). 

3.2 Caracterização dos hidrolisados comerciais 

Inicialmente realizou-se uma breve caracterização dos hidrolisados 

comerciais a partir da determinação do cálcio total e da avaliação do perfil de 

peptídeos presentes em cada hidrolisado.      

3.2.1 Determinação de cálcio total  

O teor total de cálcio dos hidrolisados comerciais foi determinado utilizando-se 

espectrômetro de absorção atômica com chama (FAAS) Perkin Elmer modelo 

PINAACLE 900 T. As amostras foram pesadas (1g), digeridas com HNO3:H2SO4 3:1 

v/v a 80°C por 4 horas e diluídas para o volume final com HNO3 5% (ORESTE et al., 

2016). As amostras foram preparas em triplicata e foram realizadas triplicatas de 

medida de absorção. A curva analítica foi preparada a partir de diluições do padrão 

de cálcio 1000 mg L-1 em HNO3 5%. O teor de cálcio nas amostras foi determinado a 

partir da relação linear entre a absorção (λ = 422 nm) e a concentração das soluções 

padrão de cálcio.    

3.2.2 Avaliação do perfil peptídico por nLC-ESI-MS/MS 

Os hidrolisados comerciais foram solubilizados em 2% TFA e analisados por 

espectrometria de massas de alta resolução e acuracidade utilizando-se o 

cromatógrafo nano-LC EASY-nLc II (Thermo Fisher Scientific) acoplado ao 

espectrometo de massas LTQ Orbitrap Velos Pro (Thermo Fisher Scientific) 
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equipado com interface de ionização por nanoelectrospray Nano-Flex II (Thermo 

Fisher Scientific) operando no modo positivo. A separação cromatográfica foi 

realizada em uma coluna capilar Thermo C18 (10 cm x 75 µm, 3 µm, 120Å) 

utilizando-se pré-coluna capilar Thermo C18 (2 cm x 100 µm i.d., 5 µm, 120 Å). 

Foram utilizadas como fase móvel água contendo 0,1% de ácido fórmico (fase móvel 

A) e acetonitrila contendo ácido fórmico 0,1% (fase móvel B). A separação 

cromatográfica foi realizada a temperatura ambiente com fluxo constante de 0,3 

µL min-1, com tempo de corrida de 150 minutos, seguindo-se a eluição: gradiente 

linear de 5% de fase móvel B durante 5 minutos, variando até 80% de fase móvel B 

ao longo de 145 minutos. A aquisição dos dados foi realizada a partir do software 

Xcalibur (Thermo Fisher Scientific). O processamento dos dados MS/MS foi 

realizado no software Proteome Discoverer - SEQUEST (Thermo Fisher Scientific), 

utilizando-se banco de dados específico para proteínas do leite bovino (disponível 

em http://www.dallaslab.org/resources) e os parâmetros descritos por Dallas e 

Nielsen (2018, p. 231)  

3.3 Avaliação da capacidade dos hidrolisados de complexar íons Ca2+ 

A avaliação da capacidade dos hidrolisados comerciais de complexar íons 

Ca2+ foi avaliada a partir da determinação da concentração de cálcio livre em 

solução utilizando-se eletrodo seletivo para determinação de íons cálcio (Thermo 

Scientific Orion – 9720BNWP). A calibração do eletrodo foi realizada com soluções 

padrões de CaCl2 nas concentrações 1 10-4 mol L-1, 1 10-3 mol L-1 e 1 10-2 mol L-1, 

preparadas a partir de uma solução estoque de CaCl2 1 mol L-1. A [Ca2+]livre
 nas 

amostras foi determinada a partir da relação linear derivada da equação de Nernst 

entre o potencial medido no eletrodo (mV) e o correspondente pCa (= -log aCa2+) 

das soluções de calibração (VAVRUSOVA et al., 2013). As calibrações foram 

realizadas na mesma temperatura da realização dos experimentos. 

Para a preparação das amostras os hidrolisados comerciais foram pesados e 

diluídos em 100 mL de solução tampão HEPES 10 mmol L-1 contendo KCl 80 

mmol L-1. Para hidratação as soluções foram mantidas sob agitação a 10˚C por 15 

horas e após este período as amostras foram incubadas na temperatura desejada 

para a realização dos experimentos por 30 minutos.  
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Em seguida, foi adicionado 1 mL de uma solução estoque de CaCl2 1 mol L-1 

([CaCl2]final=10-2 mol L-1) a cada uma das soluções e após 1 hora de incubação, na 

temperatura de realização do experimento, foi realizada a medida potenciométrica 

de cada solução. Foram testadas 5 diferentes concentrações de Peptigen 

(0,0010 g mL-1, 0,0020 g mL-1, 0,0047 g mL-1, 0,0095 g mL-1 e 0,0284 g mL-1) e de 

Lacprodan® (0,0020 g mL-1, 0,0040 g mL-1, 0,0085 g mL-1, 0,0210 g mL-1 e 0,0420 

g mL-1) em três diferentes temperaturas (10°C, 25°C, e 40°C). 

A ligação entre os íons Ca2+ e os hidrolisados pode ser representada por:  

 

                                     

 

e a constante de associação (  ) é dada por: 

 

Equação 9          
                  

                   
  

 

  
   

 

Nas condições de equilíbrio, podemos definir   como a concentração total de 

Ca2+ em solução e   como a razão de moléculas íons Ca2+ que reagiram 

(GOUTELLE et al., 2008):  

 

Equação 10                                                 

 

 

Equação 11      
            

                                
 

 

onde, a [Ca2+]ligado é obtida a partir da subtração da [Ca2+]livre determinada da 

[Ca2+]total adicionada (0,004 g mL-1). Isolando-se a                    a partir do 

rearranjo da equação 9 e substituindo na equação 11 temos: 

 

Equação 12       
             

                  
 

 

 

O valor de    é então obtido a partir do ajuste não linear da curva de 

            

           
 versus a              , segundo a equação 12. Uma vez que não foi 

𝐾𝑎 
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possível determinar a concentração molecular teórica dos hidrolisados o valor de     

é dado em g mL-1. A avaliação da capacidade dos hidrolisados comerciais de 

complexar íons Ca2+ é expressa em termo da constante de associação (  ), que se 

correlaciona ao valor de     obtido conforme equação 9.  

3.4 Avaliação do efeito dos hidrolisados na supersaturação da solução 

CaHPO4/Na2HCitrato 

A avaliação do efeito dos hidrolisados comerciais na supersaturação da 

solução de hidrogenofosfato de cálcio (CaHPO4) e hidrogenocitrato de sódio 

(Na2HCitrato) foi realizada a partir da determinação do cálcio livre em solução 

utilizando-se eletrodo seletivo para determinação de íons cálcio (Thermo Scientific 

Orion – 9720BNWP). A calibração do eletrodo foi realizada com soluções padrões 

de CaCl2 nas concentrações 1 10-4 mol L-1, 1 10-3 mol L-1 e 1 10-2 mol L-1, preparadas 

a partir de uma solução estoque de CaCl2 1 mol L-1. A [Ca2+]livre
 nas amostras foi 

determinada a partir da relação linear derivada da equação de Nernst entre o 

potencial medido no eletrodo (mV) e o correspondente pCa (= -log aCa2+) das 

soluções de calibração (VAVRUSOVA et al., 2013).  

As amostras de Peptigen e Lacprodan foram pesadas (0,02 g) e hidratadas 

em 100 mL de solução KCl 80 mmol L-1. Para hidratação as mesmas foram mantidas 

sob agitação a 10˚C por 15 horas. Após este período as amostras foram incubadas a 

25°C por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 0,21 g de CaHPO4 ([CaHPO4]final = 

12 10-3 mol L- 1), incubou-se por 1 hora a 25°C e então, adicionou-se 0,95 g de 

citrato de sódio ([Na2HCitrato]final = 36 10-3 mol L-1). Para a amostra controle, pesou-

se 0,21 g de CaHPO4, hidratou-se por 1 hora a 25°C e então, adicionou-se 0,95 g de 

Na2HCitrato. Todas as amostras foram mantidas a 25°C, sob agitação constante, 

durante 120 horas. A primeira medida de potencial foi realizada 30 minutos após a 

adição do Na2HCitrato e a última ao final das 120 horas. A concentração dos sais 

utilizada foi definida com base em estudos reportados na literatura para soluções 

supersaturadas de CaHPO4 e Na2HCitrato (VAVRUSOVA et al., 2018).  

Além das medidas potenciométricas foram retiradas alíquotas para realização 

de experimentos de absorção atômica com chama, que foram conduzidos para 

determinar o cálcio total em solução.  As análises foram realizadas no espectrômetro 

Perkin Elmer modelo PINAACLE 900 T. As amostras retiradas (500 µL) foram 
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digeridas com HNO3:H2SO4 3:1 v/v a 80°C por 1 hora. Em seguida, as amostras 

foram diluídas para o volume final de 25 mL com HNO3 5%. A curva analítica foi 

preparada a partir de uma solução estoque de cálcio 1000 mg L-1 e o teor de cálcio 

total nas amostras foi determinado a partir da relação linear entre a absorção (λ = 

422 nm) e a concentração das soluções padrão de cálcio. Também foram retidas 

alíquotas da solução controle e da solução na presença de Peptigen para realização 

de experimentos de espalhamento de luz dinâmico (DLS), que tiveram como objetivo 

avaliar as dimensões das partículas nas soluções. Os experimentos foram 

conduzidos no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments). As leituras 

foram realizadas em triplicata e as médias para cada medida foi extraída com o 

auxílio do software do equipamento. 

Por fim, foram conduzidos experimentos de dicroísmo circular para a 

investigação de possíveis alterações conformacionais no hidrolisado Peptigen. O 

Peptigen foi preparado na concentração de 0,25 mg mL-1 e incubado a 25°C durante 

48 horas. Foram incubadas três amostras: amostra controle de Peptigen, Peptigen 

na presença de azida sódica 0,2% e Peptigen na presença de coquetel inibidor de 

protease (Sigam-Aldrich – P2714). Os experimentos foram realizados no 

espectropolarímetro J-815 e os espectros foram coletados após 6, 12, 24 e 48 horas 

de incubação.  
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4 RESULTADOS 

Inicialmente foi realizada uma breve caracterização dos hidrolisados 

comerciais a partir da determinação do cálcio total e da avaliação do perfil de 

peptídeos presentes em cada hidrolisado. A quantidade de cálcio presente nos 

hidrolisados, bem como o perfil peptídico são fatores que podem influenciar tanto a 

capacidade destes produtos de ligar os íons Ca2+, quanto no comportamento dos 

mesmos na supersaturação das soluções de cálcio.   

4.1 Caracterização dos hidrolisados comerciais 

A quantidade de cálcio presente nos hidrolisados foi determinada utilizando-

se a técnica de espectrometria de absorção atômica com chama. As figuras 24 e 25 

apresentam as curvas analíticas utilizadas para a quantificação do cálcio nas 

amostras de Lacprodan e Peptigen, respectivamente. 

 

Figura 24 – Curva analítica utilizada para quantificação de cálcio na amostra de Lacprodan. 

 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura 25 – Curva analítica utilizada para quantificação de cálcio na amostra de Peptigen. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A partir da relação linear entre a absorção (λ = 422 nm) e a concentração das 

soluções padrão de cálcio determinou-se a quantidade de cálcio presente nos 

hidrolisados, os resultados são apresentados na tabela 6.  

 

Tabela 6 – Teores de Ca2+ determinados para as amostras de Peptigen e Lacprodan. 

[Ca2+] Peptigen Lacprodan 

mg de cálcio/ 
g hidrolisado 

8,64 ± 0,12 0,10 ± 0,01 

Fonte: Autoria própria. 

 

O perfil peptídico foi avaliado por nLC-ESI MS/MS e as principais proteínas 

identificadas como fontes peptídicas nos hidrolisados Lacprodan e Peptigen são 

apresentados nas tabelas 7 e 8, respectivamente. 
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Tabela 7 – Principais proteínas identificadas como fontes peptídicas no hidrolisado 
Lacprodan, determinadas por nLC-ESI MS/MS. 

Proteína % Cobertura 
Número de peptídeos 

identificados 

Beta-caseína 99,1 3062 

Alfa-S1-caseína 99,5 3254 

Alfa-S2-caseína 100 1532 

Kappa-caseína 100 928 

Beta-lactoglobulina 99,4 480 

Diacilglicerol O-aciltransferase 1 99,2 459 

Lactotransferrina 99,9 863 

Fonte: Autoria própria. 
 

Tabela 8 – Principais proteínas identificadas como fontes peptídicas no hidrolisado Peptigen, 
determinadas por nLC-ESI MS/MS.  

Proteína % Cobertura 
Número de peptídeos 

identificados 

Beta-lactoglobulina 99,4 126 

Kappa-caseína 94,7 85 

Diacilglicerol O-aciltransferase 1 92,0 151 

Beta-caseína 91,5 126 

Carnitina acetiltransferase 93,8 171 

Alfa-lactalbumina 87,3 50 

Fonte: Autoria própria. 

 

Conforme mostrado nos dados acima o Peptigen apresenta 8,64 ± 0,12 mg de 

cálcio/g de hidrolisado e a partir do perfil peptídico estabelecido por nLC-ESI MS/MS 

observa-se que tanto as proteínas do soro do leite quanto as caseínas contribuem 

com os peptídeos presentes neste hidrolisado, sendo que as proteínas β-

lactoglobulina e α-lactoalbumina contribuem com 126 e 50 peptídeos 

respectivamente, enquanto que as proteínas β-caseina e κ-caseina, contribuem com 

126 e 85 peptídeos respectivamente. O Lacprodan apresenta 0,10 ± 0,01 mg de 

cálcio/g de hidrolisado e a partir do perfil peptídico estabelecido por nLC-ESI MS/MS 
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observa-se que este hidrolisado apresenta um número muito maior de peptídeos 

(10578 no total) quando comparado ao Peptigen (709 no total), seno a grande 

maioria dos peptídeos relacionados à diferentes caseínas.   

4.2 Avaliação da capacidade dos hidrolisados de complexar íons Ca2+ 

A capacidade dos hidrolisados comerciais de complexar íons Ca2+ foi avaliada 

a partir da determinação da constante de associação (  ), conforme descrito no item 

3.3 deste capítulo. As figuras 26 e 27 mostram as curvas de 
            

           
 versus a 

              para as amostras de Peptigen e Lacprodan, respectivamente.  

 

Figura 26 – Ajuste não linear da 
            

           
 versus a            segundo a equação 12. As 

linhas preta, vermelha e azul correspondem aos experimentos realizados a 10°C, 25°C e 

40°C, respectivamente.  

 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura 27 - Ajuste não linear da 
            

           
 versus a             segundo a equação 12. As 

linhas preta, vermelha e azul correspondem aos experimentos realizados a 10°C, 25°C e 

40°C, respectivamente. 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

Uma vez que a quantidade de cálcio determinada no Peptigen foi significativa 

(8,6 ± 0,12 mg de cálcio/ g hidrolisado), para a obtenção das curvas apresentadas 

na figura 27 foram descontados os valores da [Ca2+]livre obtidos em soluções 

controle, sem adição de CaCl2. Os valores de    e    nas diferentes temperaturas 

avaliadas são apresentados na tabela 9. Uma vez que não foi possível determinar a 

concentração molecular teórica dos hidrolisados o valor de     é dado em g mL-1. 

 

Tabela 9 – Valores de    e    referentes a interação entre os íons Ca2+ e os hidrolisados 

Peptigen e Lacprodan nas diferentes temperaturas avaliadas. Os valores de    foram 

determinados a partir curvas de 
            

           
 versus a              . Já os valores de    foram 

obtidos a partir da relação apresentada na equação 9 (    
 

  
). 

 Petigen Lacprodan 

    (g mL-1)    (mL g-1)    (g mL-1)   (mL g-1) 

10°C 4,8 10-9 ± 0,2 10-9  2,1 108 ± 0,1 108 1,0 10-5 ± 0,0 10-5 1,0 105 ± 0,0 105 

25°C 8,8 10-9 ± 0,6 10-9 1,1 108 ± 0,1 108 1,0 10-5 ± 0,1 10-5 9,9 104 ± 0,6 104 

40°C 7,9 10-9 ± 0,4 10-9              1,3 108 ± 0,1 108 1,1 10-5 ± 0,1 10-5 8,9 104 ± 1,2 104 

Fonte: Autoria própria. 
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A partir dos dados apresentados nas figuras 26 e 27 e na tabela 9 é possível 

observar que ambos os hidrolisados possuem afinidade aos íons Ca2+, sendo que a 

afinidade do Peptigen é maior, na ordem de grandeza de aproximadamente 104. Do 

ponto de vista da biodisponibilidade de cálcio estes resultados são favoráveis uma 

vez que a ligação de íons de Ca2+ a peptídeos e proteínas favorece o transporte 

destes íons, além de evitar a precipitação do cálcio no intestino e, 

consequentemente, favorecer sua biodisponibilidade e absorção (WAWRZYNIAK; 

SULIBURSKA, 2021).   

Também é possível observar que tanto para o Peptigen quanto para o 

Lacprodan o aumento na temperatura provoca uma diminuição na constante de 

associação indicando uma reação exotérmica para a ligação dos íons de Ca2+ aos 

hidrolisados. Estes resultados estão em concordância com resultados reportado por 

Recio et. al. que observou uma reação exotérmica para a interação entre um 

hidrolisado rico em fosfopeptídeos de caseína e íons de Ca2+ (RECIO et al., 2019).  

4.3 Avaliação do efeito dos hidrolisados na supersaturação da solução 

CaHPO4/Na2HCitrato 

O efeito dos hidrolisados Peptigen e Lacprodan na supersaturação da solução 

CaHPO4/Na2HCitrato foi avaliado conforme descrito no item 3.4 deste capítulo. A 

figura 28 apresenta a variação da concentração de Ca2+ livre em solução em função 

do tempo de incubação para a solução controle de CaHPO4/Na2HCitrato (linha 

preta), solução CaHPO4/Na2HCitrato na presença de Peptigen (linha vermelha) e 

solução CaHPO4/Na2HCitrato na presença de Lacprodan (linha azul).  
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Figura 28 – Variação na concentração de Ca2+ livre em solução em função do tempo de 
incubação para a solução controle de CaHPO4/Na2HCitrato (linha preta), solução na 
presença de Peptigen (linha vermelha) e solução na presença de Lacprodan (linha azul). 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

A partir da figura 28 é possível observar que ambos os hidrolisados possuem 

um efeito significativo, porém lento, no aumento da concentração de íons Ca2+ livre 

em solução. A concentração inicial de íons Ca2+ livre nas soluções contendo os 

hidrolisados é semelhante à concentração de íons Ca2+ livre na solução controle, 

que se mantêm praticamente constante durante todo o período de incubação, em 

aproximadamente 0,0007 mol L-1. Na presença do Peptigen, após um tempo de 

indução de aproximadamente 10 horas, a concentração de íons de Ca2+ livres em 

solução começa a aumentar, até um aumento máximo, em aproximadamente 48 

horas, cerca de 10 vezes maior em relação à concentração inicial. Na presença do 

Lacprodan também é observado, após aproximadamente 48 horas, um aumento na 

concentração de íons de Ca2+ livres em solução cerca de 10 vezes maior em relação 

à concentração inicial, no entanto, o Lacprodan apresenta uma fase de indução é 

ainda mais longa, de aproximadamente 25 horas. Para ambos os hidrolisados, o 

aumento significativo na concentração de Ca2+ livre em solução é seguido por um 

decaimento, com meia vida de aproximadamente 12 horas para o Peptigen e de 24 

horas para o Lacprodan.  
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A figura 29 apresenta a variação da concentração de Ca2+ total em solução 

em função do tempo de incubação para a solução controle de CaHPO4/Na2HCitrato 

(linha preta), solução CaHPO4/Na2HCitrato na presença de Peptigen (linha 

vermelha) e solução CaHPO4/Na2HCitrato na presença de Lacprodan (linha azul). 

 

Figura 29 – Variação na concentração de Ca2+ total em solução em função do tempo de 
incubação para a solução controle de CaHPO4/Na2HCitrato (linha preta), solução na 
presença de Peptigen (linha vermelha) e solução na presença de Lacprodan (linha azul). 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

A partir da figura 29 observa-se que a concentração Ca2+ total na solução 

controle se mantém praticamente constante, em aproximadamente 12 10-3 mol L-1, 

durante todo o período de incubação. Já nas soluções contendo Peptigen e 

Lacprodan a concentração de Ca2+ total se mantém próxima à concentração de 

cálcio adicionado (12 10-3 mol L-1) durante a fase de indução e durante o aumento da 

concentração dos íons de Ca2+ livres. O decaimento na concentração dos íons de 

Ca2+ livres é acompanhado pelo decaimento na concentração do Ca2+ total em 

solução. Este decaimento indica a precipitação do cálcio, possivelmente na forma de 

citrato de cálcio, conforme reportado na literatura (VAVRUSOVA et al., 2018).  

Acredita-se que uma hidrólise continua dos produtos Peptigen e Lacprodan 

durante a incubação pode ser responsável por este comportamento observado. Com 

a finalidade de investigar possíveis alterações conformacionais nos hidrolisados 

foram conduzidos experimentos de dicroísmo circular com o hidrolisado Peptigen. 
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Optou-se por realizar os experimentos apenas com o Peptigen uma vez que este 

hidrolisado possui uma maior afinidade aos íons Ca2+, quando comparado ao 

Lacprodan. Foram avaliadas amostras de Peptigen controle, Peptigen na presença 

de azida sódica 0,2% e Peptigen na presença de coquetel inibidor de protease. A 

figura 30 apresenta os espectros de CD para as três condições avaliadas. Observa-

se que a solução de Peptigen controle apresentou diminuição no conteúdo de α-

hélices após 48 horas, indicando a ocorrência de alterações conformacionais. A 

diminuição no conteúdo de α-hélices também é observada na solução de Peptigen 

na presença de azida sódica 0,2%. Uma vez que a azida sódica é um conservante 

bacteriostático esta diminuição indica que as alterações não foram causadas pelo 

crescimento bacteriano. Na solução de Peptigen na presença de coquetel inibidor de 

protease não são observadas alterações conformacionais após 48 de incubação. 

Sendo assim, acredita-se que as alterações conformacionais estão possivelmente 

relacionadas a uma hidrólise contínua do Peptigen causada por enzimas 

termorresistentes inerentes à fração do leite ou às enzimas adicionadas durante a 

fabricação do hidrolisado. Esta hidrólise extensiva possivelmente leva a formação de 

peptídeos menores e aminoácidos que favorecem o aumento expressivo observado 

na concentração de íons Ca2+ livres nas soluções supersaturadas 

CaHPO4/Na2HCitrato.  
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Figura 30 – Espectros de dicroísmo circular para as amostras: A) Peptigen controle; B) 
Peptigen na presença de azida sódica 0,2%; C) Peptigen na presença de coquetel inibidor 
de protease. 

 
  Fonte: Autoria própria. 

 

A

B

C
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Com a finalidade de avaliar as dimensões das partículas em solução foram 

conduzidos experimentos de DLS e as distribuições dos tamanhos de partículas são 

apresentadas na figura 31. Para a solução CaHPO4/Na2HCitrato controle é possível 

observar após 24 horas de incubação, a predominância de partículas com diâmetro 

inferior a 1 µm, e após 120 horas de incubação a predominância de partículas 

inferiores a 2 µm. Já para a solução CaHPO4/Na2HCitrato na presença de Peptigen, 

observa-se após 24 horas de incubação, a predominância de partículas com 

diâmetro inferior a 1 µm e ao final do tempo de incubação a presença de partículas 

em torno de 5,5 µm e inferiores a 2 µm. Desta forma, acredita-se que a presença de 

peptídeos e aminoácidos, oriundos da hidrólise extensiva de proteínas lácteas, 

podem iniciar sementes de cristalização para a formação de nanopartículas de 

citrato de cálcio.  

 

Figura 31 – Distribuição do tamanho de partícula através do ensaio de DLS para: A) solução 
controle de CaHPO4/Na2HCitrato e B) solução na presença de Peptigen.  

 

  Fonte: Autoria própria. 

A

B
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É proposto que o aumento expressivo na concentração de íons Ca2+ livre nas 

soluções supersaturadas CaHPO4/Na2HCitrato observado está possivelmente 

relacionado à hidrolise extensiva dos hidrolisados, que forma peptídeos menores e 

aminoácidos, que deslocam o equilíbrio químico solubilizando o cálcio insolúvel, 

promovendo assim a liberação do cálcio. No entanto, posteriormente estas espécies 

induzem a nucleação de novas partículas levado à precipitação do cálcio na forma 

de nanopartículas de citrato de cálcio.  

Este mecanismo precisa de um melhor entendimento, no entanto, pode abrir 

portas para o desenvolvimento de produtos lácteos e alimentos funcionais com 

maior biodisponibilidade de cálcio. De maneira semelhante, durante o processo 

digestivo, as proteases do intestino humano podem atuar hidrolisando os peptídeos 

e deslocando o equilíbrio químico solubilizando o citrato e a hidroxiapatita de cálcio 

insolúveis, promovendo um overshoting de cálcio livre no intestino, favorecendo 

assim o transporte passivo dos íons Ca2+, e consequentemente, aumentando sua 

absorção. Yang et. al. mostrou que hidrolisados de proteína animal originados de 

caseínas e de proteínas do soro de leite aumentaram a solubilidade de fosfatos de 

cálcio mediando a formação de nanopartículas de fosfato de cálcio e 

consequentemente aumentando a absorção intestinal de cálcio (YANG et al., 2019).  

Ainda que os experimentos de dicroísmo circular não tenham sido conduzidos 

para o hidrolisado Lacprodan, acredita-se que este apresentaria o mesmo 

comportamento apresentado pelo Peptigen, uma vez que o processo para produção 

de ambos é similar e também ambos apresentaram o mesmo comportamento frente 

à reação da solução supersaturada de CaHPO4/Na2HCitrato.   

  



Capítulo 02 – Uma visão da aplicabilidade de hidrolisados de proteínas do soro do leite no melhoramento 

da biodisponibilidade de íons de cálcio 
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5 CONCLUSÃO 

Os hidrolisados comerciais fornecidos pela Arla Foods Ingredients, foram 

brevemente caracterizados. O Peptigen apresentou 8,64 ± 0,12 mg de cálcio/g de 

hidrolisado e tanto as proteínas do soro do leite quanto as caseínas contribuem com 

os peptídeos presentes no hidrolisado. O Lacprodan apresenta 0,10 ± 0,01 mg de 

cálcio/g de hidrolisado e apresentou um número muito maior de peptídeos (10578 no 

total) quando comparado ao Peptigen (709 no total), dos quais a maioria está 

relacionada à diferentes caseínas.   

Foi possível determinar os valores das constantes de associação entre os 

hidrolisados e os íons Ca2+ em diferentes temperaturas, e a partir dos resultados foi 

observado que ambos os hidrolisados possuem afinidade aos íons Ca2+, sendo a 

afinidade do Peptigen maior, na ordem de grandeza de aproximadamente 104. 

Também foi observado que o aumento na temperatura provoca uma diminuição na 

constante de associação para ambos os hidrolisados, indicando uma reação 

exotérmica para a ligação dos íons Ca2+. 

Por fim, ambos os hidrolisados mostraram um efeito significativo, porém lento, 

no aumento da concentração de íons Ca2+ livre em solução para a solução 

supersaturada CaHPO4/Na2HCitrato, seguido por um decaimento, com meia vida de 

aproximadamente 12 horas para o Peptigen e de 24 horas para o Lacprodan. Este 

decaimento é acompanhado pelo decaimento na concentração do Ca2+ total em 

solução, indicando a precipitação do cálcio, possivelmente na forma de citrato de 

cálcio.  Acredita-se que o aumento da concentração de Ca2+ livre em solução está 

associado a uma hidrólise contínua dos hidrolisados causada por enzimas 

termorresistentes inerentes à fração do leite ou às enzimas adicionadas durante a 

fabricação dos hidrolisados.  É proposto que a hidrolise extensiva dos hidrolisados, 

formam peptídeos menores e aminoácidos, que deslocam o equilíbrio químico 

solubilizando o cálcio insolúvel e promovendo assim a liberação do íon de cálcio. No 

entanto, posteriormente estas espécies induzem a nucleação de novas partículas 

levado à precipitação do cálcio na forma de nanopartículas de citrato de cálcio. Este 

mecanismo ainda precisa de um melhor entendimento, no entanto, pode abrir portas 

para o desenvolvimento de produtos lácteos e alimentos funcionais com maior 

biodisponibilidade de cálcio. 



 

 
 86 

REFERÊNCIAS 

ADAMSEN, C. E.; MØLLER, J. K. S.; LAURSEN, K.; OLSEN, K.; SKIBSTED, L.H.Zn-
porphyrin formation in cured meat products: effect of added salt and nitrite. Meat 
Science, Oxford, v. 72, n. 4, p. 672–679, 2006. 
 
AHMED, M. H.; GHATGE, M. S.; SAFO, M. K. Hemoglobin: structure, function and 
allostery. SUB-CELLULAR BIOCHEMISTRY, New York, v. 94, p. 345–382, 2020. 
 
ALAHAKOON, A. U.; JAYASENA, D. D.; RAMACHANDRA, S.; JO, C. Alternatives to 
nitrite in processed meat: up to date. Trends in Food Science and Technology, 
London, v. 45, p. 37–49, 2015. 
 
ARANDA  IV,  R.,  ; CAI, H.; WORLEY, C. E.; LEVIN, E. J.; LI, R.; OLSON, J. S.; 
PHILLIPS, G. N. ; RICHARDS, M. P. Structural analysis of fish versus mammalian 
hemoglobins: effect of the heme pocket environment on autooxidation and hemin 
loss. Proteins, Sussex Ocidental, v. 75, n. 1, p. 217–230, 2009. 
 
GROSSI, A. B.; NASCIMENTO, E. S. P. CARDOSO, D. R.; SKIBSTED, L. H. 
Proteolysis involvement in zinc–protoporphyrin IX formation during Parma ham 
maturation. Food Research International, Amsterdam, v. 56, p. 252–259, 2014. 
 
BARBOZA, G. D. ; GUIZZARDI, S.; TALAMONI, N. T. Molecular aspects of intestinal 
calcium absorption. World Journal of Gastroenterology, Pleasanton, v. 21, n. 23, p. 
7142–7154, 2015. 
 
BAUDIN-CHICH, V.; MARDEN, M.; WAJCMAN, H. Investigation of the tetramer- 
dimer equilibrium in haemoglobin solutions by high-performance size-exclusion 
chromatography on a diol column. Journal of Chromatography A, Amsterdam, v. 
437, p. 193–201, 1988. 
 
BAUMY, J. J.; BRULE, G. Binding of bivalent cations to α-lactalbumin and β- 
lactoglobulin: effect of pH and ionic strength. Lait, Les Ulis, v. 68, n. 1, p. 33–48, 
1988. 
 

BECKER, E. M.; WESTERMANN, S.; HANSSON, M.; H.SKIBSTED, L. Parallel 
enzymatic and non-enzymatic formation of zinc protoporphyrin IX in pork. Food 
Chemistry, Oxford, v. 130, n. 4, p. 832–840, 2012. 
 
BOU, R.; LLAUGER, M.; ARNAU, J.; FULLADOSA, E. Zinc-protoporphyrin content in 
commercial parma hams is affected by proteolysis index and marbling. Meat 
Science, Oxford, v. 139, p. 192–200, 2018. 
 
BUCHOWSKI, M. S. Calcium in the context of dietary sources and metabolisme. In: 
PREEDY, V. R. (org.). Calcium: Chemistry, analysis, function and effects. 
Cambridge: Royal Society of Chemistry, 2016. p. 3–20. 
 
CARAFOLI, E. Intracellular calcium homeostasis. Annual Review of Biochemistry, 
Palo Alto, v. 56, p. 395–433, 1987. 



 

 
 87 

 
CASHMAN, K. D. Calcium intake, calcium bioavailability and bone health. British 
Journal of Nutrition, Cambridge, v. 87, n. 2, p. 169–177, 2002. 
 
CHAU, T. T.; ISHIGAKI, M.; KATAOKA, T.; TAKETANI, S. Ferrochelatase catalyzes 
the formation of Zn-protoporphyrin of dry-cured ham via the conversion reaction from 
heme in meat. Journal of Agricultural and Food Chemistry, Washington, v. 59, n. 
22, p. 12238–12245, 2011. 
 
CHEMES, L. B.; ALONSO, L. G.; NOVAL, M. G.; PRAT-GAY, G. Circular dichroism 
techniques for the analysis of intrinsically disordered proteins and domains. In: 
UVERSKY, V. N.; DUNKER, A. K.(org.). Intrinsically disordered protein analysis. 
methods in molecular biology (methods and protocols). Totowa: Humana Press, 
2012. p. 387–404. 
 
CLYDESDALE, F. M. Color perception and food quality. Journal of Food Quality, 
London, v. 14, n. 1, p. 61–74, 1991. 
 
CORRÊA, D. H. A.; SILVA, S. L. F. ; RAMOS, C. H. I. Molecular cloning and protein 
characterization of a heme-binding globin predicted in a sugar cane EST database. 
Journal of Integrated OMICS, Lisboa, v. 4, n. 1, p. 21–27, 2014. 
 
DAILEY, H.; DAILEY, T. A.; MEDLOCK, A.; WANG, K.; ROSE, J. P.; WANG, B. 
Ferrochelatase at the millennium: structures, mechanisms and [2Fe-2S] clusters. 
Cellular and Molecular Life Sciences, Basiléia, v. 57, n. 133–14, p. 1909–1926, 
2000. 
 

DALLAS, D.; NIELSEN, S. D. Milk peptidomics to identify functional peptides and for 
quality control of dairy products. Methods in Molecular Biology, Totowa, v. 1719, p. 
223–240, 2018. 
 
EVANS, S. V; BRAYER, G. D. High-resolution study of the three-dimensional 
structure of horse heart metmyoglobin.Title. Journal of Molecular Biology, London, 
v. 213, n. 4, p. 885–897, 1990. 
 
FAUSTMAN, C.; CASSENS, R. G. The biochemical basis for discoloration in fresh 
meat: a review. Journal of Muscle Foods, Malden, v. 1, n. 3, p. 217–243, 1990. 
 

FENNEMA, O. R.; DAMODARAN, S.; PARKIN, K.: Química de alimentos de 
Fennema. 4. ed. Porto Alegre: Artmed, 2010. p. 444–498. 
 
GARCIA, A. C.; VAVRUSOVA, M.; SKIBSTED, L. H. Supersaturation of calcium 
citrate as a mechanism behind enhanced availability of calcium phosphates by 
presence of citrate. Food Research International, Amsterdam, v. 107, p. 195–205, 
2018. 
 
GARCIA, A. C. Supersaturation: a proposal for functional foods with improved 
calcium bioavailability. Orientador: Leif Horsfelt Skibsted.  2018. 77 f.. Tese 
(Doutorado) - Departament of Food Science, Universidade de Copenhague, 
Copenhague, 2018. 



 

 
 88 

 
GIOVANNETTI, R. The use of spectrophotometry UV-Vis for the study of porphyrins. 
In: UDDIN, J. (org.). Macro To Nano Spectroscopy. London: InTech, 2012. p. 87–
108. 
 
GOUTELLE, S.; MAURIN, M.; ROUGIER, F.; BARBAUT, X.; BOURGUIGNON, L.; 
DUCHER, M.; MAIRE, P. The Hill equation: a review of its capabilities in 
pharmacological modelling. Fundamental and Clinical Pharmacology, Hoboken, v. 
22, n. 6, p. 633–648, 2008. 
 
GREENFIELD, N. J. Using circular dichroism spectra to estimate protein secondary 
structure. Nature Protocols, Berlim, v. 1, n. 6, p. 2876–2890, 2006. 
 
GRIFFON, N.; BAUDIN, V.; DIERYCK, W.; DUMOULIN, A.; PAGNIER, J.; POYART, 
C.; MARDEN, M. C. Tetramer-dimer equilibrium of oxyhemoglobin mutants 
determined from auto-oxidation rates. Protein Science, Hoboken, v. 7, n. 3, p. 673– 
680, 1998. 
 
GUÉGUEN, L.; POINTILLART, A. The bioavailability of dietary calcium. Journal of 
the American College of Nutrition, Oxfordshire, v. 19, n. 2, p. 119–136, 2000. 
 
HAAS, S.; PLIVELIC, T. S.; DICKO, C. Combined SAXS/UV–vis/Raman as a 
diagnostic and structure resolving tool in materials and life sciences applications. The 
Journal of Physical Chemistry B, Washington, v. 118, n. 8, p. 2264–2273, 2014. 
 
HARUTYUNYAN, E. H.; SAFONA, T. N.; KURANOVA, I. P.; POPOV, A. N.; 
TEPLYAKOV, A. V.; OBMOLOVA, G. V.; RUSAKOV, A. A.; VAǏNSHTEǏN, B. K.; 
DODSON, G. G.; WILSON, J. C.; PERUTZ, M. F. The structure of deoxy- and oxy- 
leghaemoglobin from lupin. Journal of Molecular Biology, Londres, v. 251, n. 1, p. 
104–115, 1995. 
 

HEANEY, R. P. Calcium, dairy products and osteoporosis. Journal of the American 
College of Nutrition, Oxfordshire, v. 19, n. 2, p. 83–99, 2000. 
 
HILL, T. R.; ASPRAY, T. J.; FRANCIS, R. M. Vitamin D and bone health outcomes in 
older age. Proceedings of the Nutrition Society, Cambridge, v. 72, p. 372–380, 
2013. 
 
HONIKEL, K. O. The use and control of nitrate and nitrite for the processing of meat 
products. Meat Science, Oxford, v. 78, n. 1–2, p. 68–76, 2008. 
 
HUANG, Y. X.; WU, Z. J.; HUANG, B. T.; LUO, M. Pathway and mechanism of pH 
dependent human hemoglobin tetramer-dimer-monomer dissociations. PLoS ONE, 
São Francisco, v. 8, n. 11, p. 1–9, 2013. 
 
HUNTER, G. A.; AL-KARADAGHI, S.; FERREIRA, G. C. Ferrochelatase: the 
convergence of the porphyrin biosynthesis and iron transport pathways. Journal of 
Porphyrins and Phthalocyanines, Singapura, v. 15, n. 5–6, p. 350–356, 2011. 
 



 

 
 89 

INTERNATIONAL OSTEOPOROSIS FOUNDATION. Epidemiology of 
osteoporosis and fragility fractures. 2022. Disponível em: 
 
https://www.osteoporosis.foundation/facts-statistics/epidemiology-of-osteoporosis- 
and-fragility-fractures. Acesso em: 16 jun. 2022. 
 
JENSEN, F. B. Comparative analysis of autoxidation of haemoglobin. Journal of 
Experimental Biology, Cambridge, v. 204, n. 11, p. 2029–2033, 2001. 
 
JEONG, J. Y.; BAE, S. M.; YOON, J.; JEONG, D.; GWAK, S. H. Investigating the 
effects of chinese cabbage powder as an alternative nitrate source on cured color 
development of ground pork sausages. Food Science of Animal Resources, Seul, 
v. 40, n. 6, p. 990–1000, 2020. 
 

LAKOWICZ J. R. Principles of fluorescence spectroscopy. 3.ed. Baltimore: 
Springer, 2006. p. 577–606. 
 
KUNDU, S.; HARGROVE, M. S. Distal heme pocket regulation of ligand binding and 
stability in soybean leghemoglobin. Proteins: structure, function and genetics, 
Sussex Ocidental, v. 50, p. 239–248, 2003. 
 
LI, Y.; TOMÉ, D.; DESJEUX, J. F. Indirect effect of casein phosphopeptides on 
calcium absorption in rat ileum in vitro. Reproduction, Nutrition, Development, Les 
Ulis, v. 29, n. 2, p. 227–233, 1989. 
 
LIU, J.; KONERMANN, L. Assembly of hemoglobin from denatured monomeric 
subunits: heme ligation effects and off-pathway intermediates studied by electrospray 
mass spectrometry. Biochemistry, Washington, v. 52, n. 10, p. 1717–1724, 2013. 
 

LUKIN, J. A.; HO, C. The structure-function relationship of hemoglobin in solution at 
atomic resolution. Chemical Reviews, Washington, v. 104, n. 3, p. 1219–1230, 
2004. 
 
MAHIEU, J. P.; SEBILLE, B.; CRAESCU, C. T.; RHODA, M. D.; BEUZARD, Y. 
Determination of the dissociation constant of oligomeric proteins by size-exclusion 
high-performance liquid chromatography: application to human haemoglobin. 
Journal of Chromatography A, Amsterdam, v. 327, n. C, p. 313–325, 1985. 
 
MANCINI, R. A.; HUNT, M. C. Current research in meat color. Meat Science, Oxford, 
v. 71, p. 100–121, 2005. 
 
MØLLER, J. K. S. Myoglobins & Nitric Oxide - Implications for oxidative 
processes in cured meat and in biological systems. . Orientador: Leif Horsfelt 
Skibsted.  2002. 105 f. Tese ( Doutorado)- Departament of Dairy and Food Science, 
The Royal Veterinary and Agricultural University, Copenhague, 2002. 
 
 
 
 

http://www.osteoporosis.foundation/facts-statistics/epidemiology-of-osteoporosis-


 

 
 90 

MØLLER, J. K. S.; ADAMSEN, C. E.; CATHARINO, R. R.; SKIBSTED, L. H.; 
EBERLIN, M. N. Mass spectrometric evidence for a zinc-porphyrin complex as the 
red pigment in dry-cured Iberian and Parma ham. Meat Science, Oxford, v. 75, p. 
203–210, 2007. 
 
MØLLER, J. K. S.; JONGBERG, S.; SKIBSTED, L. H. Color. In: FIDEL TOLDRÁ; 
HUI, Y. H.; ASTIASARÁN, I.; SEBRANEK, J. G.; TALON, R. (org.). Handbook of 
fermented meat and poultry. 2.ed.. Oxford: John Wiley,  2014. p. 195–205. 
 
MØLLER, J. K. S.; SKIBSTED, L. H. Nitric oxide and myoglobins. Chemical 
Reviews, Washington, v. 102, p. 1167–1178, 2002. 
 
MOREIRA, L. M.; ARAUJO, R. P.; LEONEL, F. P.; MACHADO, H. V. N.; TEIXEIRA, 
A. O.; SANTOS, F. V.; SANTOS, V. J. S. V.; LYON, J. P. The biological roles of 
calcium: nutrition, diseases and analysis. In: PREEDY, V. R. (org.). Calcium: 
chemistry, analysis, function and effects. Cambridge: Royal Society of Chemistry, 
2016. p. 21–29. 
 
MORI, M.; TANIFUJI, S.; MOCHIDA, S. Kinetic organization of Ca2+ signals that 
regulate synaptic release efficacy in sympathetic neurons. Molecular 
Pharmacology, Bethesda, v. 86, n. 3, p. 297–305, 2014. 
 
MORITA, H.; NIU, J.; SAKATA, R.; NAGATA, Y. Red pigment of Parma ham and 
bacterial influence on its formation. Journal of Food Science, Hoboken, v. 61, n. 5, 
p. 1021–1023, 1996. 
 
MYKKÄNEN, H. M.; WASSERMAN, R. H. Enhanced absorption of calcium by casein 
phosphopeptides in rachitic and normal chicks. The Journal of nutrition, Oxford, v. 
110, n. 11, p. 2141–2148, 1980. 
 
NAPPA, M.; VALENTINE, J. S. The influence of axial ligands on metalloporphyrin 
visible absorption spectra. complexes of tetraphenylporphinatozinc. Journal of the 
American Chemical Society, Washington, v. 100, n. 6, p. 50755080, 1978. 
 

NASH, D. T.; SCHULMAN, H. M. Leghemoglobins and nitrogenase activity during 
soybean root nodule development. Canadian Journal of Botany, Ottawa, v. 54, n. 
24, p. 2790–2797, 1976. 
 
NIKLAS, A. A.; HERRMANN, S. S.; PEDERSEN, M. J.; JAKOBSEN, M.; DUEDAHL-
OLESEN, L. The occurrence of volatile and non-volatile N-nitrosamines in cured 
meat products from the Danish market. Food Chemistry, Oxford, v. 378, p. 132046, 
2022. 
 
ORESTE, E. Q.; SOUZA, A. O. de; PEREIRA, C. C.; LISBOA, M. T.; CIDADE, M. J. 
A.; VIEIRA, M. A.; CADORE, S.; RIBEIRO, A.S. Evaluation of sample preparation 
methods for the determination of Ca, Cu, Fe, K, and Na in milk powder samples by 
ICP-OES. Food Analytical Methods, Nova York, v. 9, n. 3, p. 777–784, 2016. 
 
 
 



 

 
 91 

PAGANELLI, M. O.; GROSSI, A. B.; DORES-SILVA, P. R.; BORGES, J. C.; 
CARDOSO, D. R.; SKIBSTED, L. H. Limited proteolysis of myoglobin opens channel 
in ferrochelatase-globin complex for iron to zinc transmetallation. Food Chemistry, 
Oxford, v. 210, p. 491–499, 2016. 
 
PAROLARI, G. Review : Achievements, needs and perspectives in dry-cured ham 
technology: the example of Parma ham. Food Science and Technology 
International, London, v. 2, p. 69–78, 1996. 
 
PEGG, R. B.; SHAHIDI, F. Unraveling the chemical identity of meat pigments 
unraveling the chemical identity of meat pigments. Critical Reviews In Food 
Science And Nutrition, Philadelphia, v. 37, n. 6, p. 37–41, 1997. 
 
RECIO, R. T.; GUERRA, N. P.; TORRADO, A.; SKIBSTED, L. H. Interaction between 
calcium and casein hydrolysates: stoichiometry, binding constant, binding sites and 
thermal stability of casein phosphopeptide complexes. International Dairy Journal, 
Oxford, v. 88, p. 25–33, 2019. 
 
RUSSO, S. F.; SORSTOKKE, R. B. Hemoglobin. isolation and chemical properties. 
Journal of Chemical Education, Washington, v. 50, n. 5, p. 347–350, 1973. 
 
SANNA, M. T.; MANCONI, B.; CASTAGNOLA, M.; GIARDINA, B.; MASIA, D.; 
MESSANA, I.; OLIANAS, A.; PATAMIA, M.; PETRUZZELLI, R.; PELLEGRINI, M. 
Functional and structural characterization of the myoglobin from the polychaete 
Ophelia bicornis. Biochemical Journal, London, v. 389, n. 2, p. 497–505, 2005. 
 
SCHULZE, K. J. Calcium. In: CABALLERO, B. (org.). Encyclopedia of human 
nutrition. 3.ed.. Maryland: Academic Press, 2013. p. 228–234. 
 

SEBRANEK, J. G.; BACUS, J. N. Cured meat products without direct addition of 
nitrate or nitrite: what are the issues? Meat Science, Oxford, v. 77, p. 136–147, 
2007. 
 

SEIDEMAN, S. C.; CROSS, H. R.; SMITH, G. C.; DURLAND, P. R. Factors 
associated with fresh meat color: a review. Journal of Food Quality, London, v. 6, 
n. 3, p. 211–237, 1984. 
 
SILVA, K. P.; SERAPHIM, T. V.; BORGES, J. C. Structural and functional studies of 
Leishmania braziliensis Hsp90. Biochimica et Biophysica Acta, Amsterdam, v. 
1834, n. 1, p. 351–361, 2013. 
 
SINDELAR, J. J.; MILKOWSKI, A. Sodium nitrite in processed meat and poultry 
meats: a review of curing and examining the risk/benefit of its use. American Meat  
Science Association White Paper Series, Champaign, v. 3, p. 1–14, 2011. 
 
SINGH, S.; VARMA, A. Structure, function, and estimation of leghemoglobin. In: 
HANSEN, A. P.; CHOUDHARY, D. K.; AGRAWAL, P. K.; VARMA, A. (org.). 
Rhizobium biology and biotechnology. Nova York: Springer, 2017. p. 309–330. 
 



 

 
 92 

SKIBSTED, L. H. Nitric oxide and quality and safety of muscle based foods. Nitric 
Oxide, Amsterdam, v. 24, n. 4, p. 176–183, 2011. 
 
SKIBSTED, L. H. Mineral nutrient interaction: Improving bioavailability of calcium and 
iron. Food Science and Biotechnology, Seul, v. 25, n. 5, p. 1233–1241, 2016. 
 
STEPHENS, B. R.; JOLLIFF, J. S. Intestinal absorption of calcium. In: PREEDY, V. 
R. (org.). Calcium: chemistry, analysis, function and effects. Cambridge: Royal 
Society of Chemistry, 2016. p. 384–395. 
 
SUMAN, S. P.; JOSEPH, P. Myoglobin chemistry and meat color. Annual Review of 
Food Science and Technology, Palo Alto, v. 4, n. 1, p. 79–99, 2013. 
 
SUNYECZ, J. A. The use of calcium and vitamin D in the management of 
osteoporosis. Therapeutics and clinical risk management, Auckland, v. 4, n. 4, p. 
827–836, 2008. 
 
TSURUGA, M.; MATSUOKA, A.; HACHIMORI, A.; SUGAWARA, Y.; SHIKAMA, K. 
The molecular mechanism of autoxidation for human oxyhemoglobin. The Journal of 
Biological Chemistry, San Diego, v. 273, n. 15, p. 8607–8615, 1998. 
 
VAVRUSOVA, M.; DANIELSEN, B. P.; GARCIA, A. C.; SKIBSTED, L. H. 
Codissolution of calcium hydrogenphosphate and sodium hydrogencitrate in water. 
Spontaneous supersaturation of calcium citrate increasing calcium bioavailability. 
Journal of Food and Drug Analysis, Berkeley, v. 26, n. 1, p. 330–336, 2018. 
 
VAVRUSOVA, M.; LIANG, R.; SKIBSTED, L. H. Thermodynamics of dissolution of 
calcium hydroxycarboxylates in water. Journal of Agricultural and Food 
Chemistry, Washington, v. 62, n. 24, p. 5675–5681, 2014. 
 
VAVRUSOVA, M.; RAITIO, R.; ORLIEN, V.; SKIBSTED, L. H. Calcium hydroxyl 
palmitate: possible precursor phase in calcium precipitation by palmitate. Food 
Chemistry, Oxford, v. 138, n. 4, p. 2415–2420, 2013. 
 

VAVRUSOVA, M.; SKIBSTED, L. H. Spontaneous supersaturation of calcium D- 
gluconate during isothermal dissolution of calcium L-lactate in aqueous sodium D- 
gluconate. Food & function, Cambridge, v. 5, n. 1, p. 85–91, 2014. 
 
VERDE, V. ; DOMINICI, P.; ASTEGNO, A. Determination of hydrodynamic radius of 
proteins by size exclusion chromatography. Bio-protocol, Sunnyvale, v. 7, n. 8, p. 1–
14, 2017. 
 
WAKAMATSU, J.; NISHIMURA, T.; HATTORI, A. A Zn-porphyrin complex 
contributes to bright red color in Parma ham. Meat Science, Oxford, v. 67, p. 95– 
100, 2004. 
 
 
 
 



 

 
 93 

WAKAMATSU, J.; OKUI, J.; IKEDA, Y.; NISHIMURA, T.; HATTORI, A. Establishment 
of a model experiment system to elucidate the mechanism by which Zn- 
protoporphyrin IX is formed in nitrite-free dry-cured ham. Meat Science, Oxford, v. 
68, p. 313–317, 2004. 
 
WAWRZYNIAK, N.; SULIBURSKA, J. Nutritional and health factors affecting the 
bioavailability of calcium: A narrative review. Nutrition Reviews, Cary, v. 79, n. 12, 
p. 1307–1320, 2021. 
 
YANG, X.; CHOU, J.; SUN, G.; YANG, H.; LU, T. Synchronous fluorescence spectra 
of hemoglobin: a study of aggregation states in aqueous solutions. Microchemical 
Journal, Amsterdam, v. 60, n. 3, p. 210–216, 1998. 
 
YANG, Y.; ZHU, S.; GUO, W.; FENG, Y.; GUO, T.; WU, H. Formation of calcium 
phosphate nanoparticles mediated by animal protein hydrolysates enhances calcium 
absorption by murine small intestine ex vivo. Food and Function, Cambridge, v. 10, 
p. 6666–6674, 2019. 
 
ZAWADZKI, A. de; SKIBSTED, L. H. Increasing calcium solubility from whey mineral 
residues by combining gluconate and δ-gluconolactone. International Dairy 
Journal, Oxford, v. 99, p. 104538, 2019. 
 

ZEECE, M.. Introduction to the chemistry of food. Cambridge: Academic Press, 
2020. p. 313–344. 
 

ZHANG, X.; LIU, C.; YUAN, Y.; SHAN, X.; SHENG, Y.; XU, F. Reduction and 
suppression of methemoglobin loaded in the polymeric nanoparticles intended for 
blood substitutes. Journal of Biomedical Materials Research Part B applied 
biomaterials, Sussex Ocidental, v. 87, n. 2, p. 354–363, 2008. 
 
ZIJLSTRA, W. G.; BUURSMA, A. Spectrophotometry of hemoglobin: Absorption 
spectra of bovine oxyhemoglobin, deoxyhemoglobin, carboxyhemoglobin, and 
methemoglobin. Comparative Biochemistry and Physiology Part B: biochemistry 
and molecular biology, Amsterdam, v. 118, n. 4, p. 743–749, 1997. 


