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Resumo: A gliadina, proteina do gluten, ¢ um biopolimero de grande interesse industrial, muito utilizada na confec¢do
de biomateriais. Além disso, esta proteina tem sido sugerida como responsavel pela toxicidade conhecida como doenga
celiaca. Por esta razdo, neste trabalho, a mesma foi analisada em solucdo de dimetilsulféxido (DMSO) e etanol/agua
60/40% (v/v) simulando o pH gastrico (1,2) e intestinal (6,8). A conformagdo desta proteina em solucio foi analisada
usando a técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS). A técnica utilizada forneceu informagdes sobre o tamanho
das particulas e o indice de polidispersdo. Observou-se um acréscimo no tamanho das particulas ao se aumentar o pH
das amostras nas solugdes analisadas.
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Gliadin conformation analysis by dynamic light scattering

Abstract: The gliadin, gluten protein, is a biopolymer of great industrial interest, widely used in the biomaterial
manufacture. Moreover this protein has been suggested as responsible for toxicity known as celiac disease. The same
was examined in a solution of dimethylsulfoxide and ethanol/water 60/40% (v/v) in gastric (1.2) and intestinal (6.8) pH.
The conformation of this protein in solution was analyzed using the technique of dynamic light scattering. The
technique provided information on the particle size and polydispersity. There was an increase in particle size by
increasing the pH of the samples analyzed in the solutions.
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Introducao

A gliadina ¢ uma proteina do gluten de grande interesse industrial, como revelado pelos inimeros
trabalhos realizados sobre este biopolimero [1]. A mesma possui uma nomenclatura geral baseada
em sua mobilidade eletroforética em pH acido: a-gliadina, - gliadina, ®- gliadina e y-gliadina [2].
As pB-gliadinas, a-gliadinas e y-gliadinas possuem caracteristicas estruturais semelhantes,
consistindo de dominios repetitivos N-terminal e ndo-repetitivos C-terminal, com trés ou quatro
ligagdes dissulfeto intramoleculares. Ja a o-gliadina € estruturalmente distinta, sendo formada por
um unico dominio repetitivo sem residuos de L-cisteina e, conseqiientemente, sem ligacdes
dissulfeto. [3]. Sua sequéncia peculiar (rica em prolinas e glutaminas) e estrutura tém sido sugeridas
como responsavel pela toxicidade conhecida como doenga celiaca. Esta doenca ¢ caracterizada por
atrofiar totalmente ou parcialmente a mucosa do intestino delgado, causando uma ma absor¢ao dos
alimentos em determinados individuos [1]. Estudos tém mostrado que a interagdo da gliadina com

polissacarideos (entre eles dextrina e goma arabica) podem afetar a estrutura secundaria da mesma
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[4]. Futuramente deseja-se observar a interacdo entre a gliadina um polissacarideo (o amido)
usando-o talvez, como um “sequestrante”, diminuindo a toxicidade da proteina no organismo. Desta
forma, a partir da analise conformacional da proteina mais facilmente sera a compreensao de sua
interagdo com outras moléculas.

Além disso, sendo um biopolimero, esta proteina pode ser usada na fabricacdo de biomateriais e
varios estudos sugerem sua aplicagdo em filmes comestiveis, na confeccdo de embalagens, na
preparagao de nanoparticulas para liberagdo controlada de drogas, entre outros [1,3].

Estudos recentes evidenciam que a estrutura da gliadina e/ou suas fragdes nao ¢/sao completamente
conhecida (s) (fig. 1) o que a torna muito interessante sob o ponto de vista cientifico em diversas

areas [5].

Figura 1: Representagdo da estrutura tridimensional da gliadina [6].

Argumentos tedricos e experimentais em estudos envolvendo particulas em solucdo sugerem que
interacdes entre particulas, o0 meio solvente e o pH podem levar a uma re-estruturagao do material
[7]. Esta re-estruturag¢@o pode levar a um aumento da dimensdo da particula através de agregagdo ou
diminui¢do de seu tamanho [8].

Visando avaliar e conhecer a conformacdo da gliadina em solugdo utilizou-se a técnica de
espectroscopia de espalhamento de luz dinamica (DLS). A técnica de espalhamento de luz foi
escolhida, pois ¢ considerado um método ndo destrutivo para o estudo de fluidos complexos, ou
seja, solugdes de polimeros e biopolimeros, suspensdes coloidais, sistemas micelares e
nanoparticulas de uma forma geral. E uma técnica muito importante, pois dimensiona particulas (em
solucao ou suspensdo) com tamanhos entre 2 nm e 500 nm. A partir dela € possivel se determinar o
indice de polidispersdo (PD.I), o coeficiente de difusdo e o raio hidrodindmico (Rh) da particula

espalhante [9].
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Entdo, o objetivo deste trabalho, ¢ avaliar o tipo de conformagdo encontrada para a proteina nos
solventes dimetilsulféxido (DMSO) e solugdo aquosa de etanol 60% (v/v) nos pHs gastrico (1,2) e
intestinal (6,8).

Experimental

Material
As amostras de gliadina (composta por suas subfracdes conhecidas como a-, -, - e y-) (Sigma
Aldrich®) foram utilizadas sem qualquer purificacdo. Os demais reagentes utilizados apresentam

grau analitico.

Métodos

As amostras analisadas neste trabalho foram obtidas pela dissolu¢do do biopolimero em estudo
(gliadina) na concentracio de 250 mgL ™" nos solventes dimetilsulfoxido (DMSO) e também solucio
de etanol/agua 60/40% (v/v). As solugdes foram mantidas sob agitagdo por 36 h (para as amostras
em DMSO) e 24 h (solugdes em etanol 60%), todas a temperatura de aproximadamente 50°C. Apos
completa dissolucdo, ajustou-se o pH das solugdes para 6,8 (pH intestinal) e para 1,2 (pH gastrico).
Apos, as mesmas foram centrifugadas e reservadas para serem usadas na técnica de espalhamento

de luz.

Resultados e Discusséo
As tabelas 1 e 2 mostram os valores de raio hidrodindmico em fun¢do do pH nos dois solventes

analisados.

Tabela 1. Influéncia do pH sobre o raio hidrodindmico e indice de polidispersado para solugdo aquosa de

etanol 60%

Amostra Rh (nm) Erro () Indice de polidispersdo  Erro ()

pH 6,8 445,06667 5,8657 0,30567 0,01721

pH 1,2 162,53333  5,97188 0,424 0,02594
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Tabela 2. Influéncia do pH sobre o raio hidrodindmico e indice de polidispersdo para solugdo de DMSO

Amostra Rh (nm)  Erro(x) Indice de polidispersdo Erro (%)

pH 6,8 613,46667  5,76223 0,51 0,03635

pH 1,2 471,36667  5,48511 0,625 0,007

De maneira geral, foi observado que ocorre um aumento no raio hidrodinamico da particula com o
aumento do pH. No entanto, ocorre paralelamente uma redug¢do na polidispersdo (PD.I) das
mesmas. Cabe ressaltar que para o solvente etanol/agua 60/40% (v/v) tanto o aumento do tamanho

da particula como a diminuic¢ao da polidispersao ocorreu de forma mais significativa.

O raio hidrodinamico reflete o tamanho aparente da particula levando-se em conta sua hidratagao e
solvatag@o [9]. O comportamento observado revela que o tamanho das particulas de gliadina esté
intimamente relacionado a variacdo de pH e também ao solvente utilizado. A diminui¢do do pH
provoca a formagdo de agregados ao sistema. Nota-se também que nas amostras que estdo na
presenga de etanol/agua 60/40% (v/v) esta agregagdo ¢ muito mais evidente. J4 o indice de
polidispersdo (PD.I) estd relacionado com a homogeneizagdo da particula com o solvente. Um
decréscimo na polidispersdo significa uma melhor homogeneidade da particula (PD.I< 0,3 indicam
a formagdo de um sistema monodisperso [10].

Analises de intensidade de luz por espalhamento de luz também foram realizadas e as taxas de

contagem estao registradas na Tabela 3.

Tabela 3: Medidas de intensidade

Amostra (na concentracdo 250 mgL™) Intensidade (90°) Intensidade (45°)
Gliadina em DMSO (pH 6,8) 4,57 keps 23,93 keps
Gliadina em DMSO (pH 1,2) 4,17 keps 24 keps

Gliadina em etanol/agua 60/40% (v/v) (pH 6,8) 92,57 kcps 331,4 keps
Gliadina em etanol/agua 60/40% (v/v) (pH 1,2) 5,0 keps 15,3 keps

A taxa de contagem ¢ proporcional & intensidade de luz espalhada e pode mudar devido a alteragdes

na estrutura da membrana, no tamanho ou nas concentragdes de particulas [10]. No caso em estudo,
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pode-se supor que ao se reduzir o pH das amostras de gliadina, houve uma reducdo no tamanho nas
mesmas. Ao se reduzir o tamanho, houve uma diminui¢ao na taxa de contagem, consequentemente
na intensidade da luz espalhada. Isso ocorre, pois ao se medir a taxa de contagem se mede o volume
de espalhamento cilindrico nele sofrido. Desta forma, ao se reduzir o tamanho, o volume também
diminui e consequentemente a intensidade de luz espalhada. Nota-se que esta diminui¢do na taxa de
contagem nao foi significativa nas amostras dissolvidas em DMSO. Possivelmente devido a
diminui¢do de tamanho nao ter sido muito evidente comparada as amostras em solu¢cdo aquosa de

etanol 60%.

Conclusoes

A partir dos resultados alcangados € possivel concluir que o aumento do pH acarretou um aumento
no tamanho das particulas de gliadina nos dois solventes analisados. Esta alteragdo no tamanho
ficou mais evidenciada nas amostras dissolvidas em solu¢do aquosa de etanol 60%. Além disso,
houve um decréscimo no indice de polidispersdo das solugdes neste aumento de pH, o que
favoreceu a formacdo de um sistema monodisperso. Analises de intensidade também foram
realizadas e comprovaram os resultados anteriores, visto que houve um acréscimo na taxa de
contagem durante o aumento de pH. Estes resultados ainda estdo sob investigacdo e para que a
conformagdo da proteina em estudo seja melhor compreendida, diversos estudos ainda estdo sendo

conduzidos e serdo utilizados para melhor compreensao do sistema gliadina-amido em solug¢ao.
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