ESTUDO COMPARATIVO DE OBTENGAO DA KAPPA-CASEINA POR FRACIONAMEN-
TO COM UREIA E FILTRAGAO EM GEL SEPHADEX

HONGRIO DOMINGOS BENEDET*

O presente trabalho teve como cbjetivo comparar a
obtengao de k-caseina em termos de pureza, rendi-
mento e rapidez de obteng&o. Concluiu-se que o fra
cionamento da caseina por uréia separa em alto
grau de pureza a K-caseina. Os dois métodos apre-
sentaram resultados ElEtrOfDIEtlLDB praticamente
iguais, sendo que o método da filtragdo em gel Se-
phadex oferece algumas vantagens.

1 INTRODUGAD

A caseina foi por muito tempo considerada uma proteina pura, po-
rém a partir dos estudos de LINDERSTRONG-LANG em 1925, este con-
ceito teve gue ser modificado (5). As 1nvestlgaqoes de MELLANDER
em 1939, também demonstraram gue a caseina era compcsta de no mi
nimo trés componentes gue designou como o, e y-caseina, de a-
cordo com a ordem decrescente de suas mobilidades -

WAUGH e VON HIPPEL em 1956, descobriram que a micela de caseina
era compusta de caseinato de calcioc f- caseina & um complexo de o
e k-caseina, sendo que a k-caseina era o fator mais importante
responsavel pela estabilizagdoc da micela e da proteina. As per-
centagens rElathdS encontradas por estes autores Eoram de cerca
de 55% de o-caseina, 30% de B-caseine e 15% de k-caseina (11).

Sdo hoje conhecidos virios métodos de separagido das fragdes  da

caseina, sendo que o objetivo deste trabalhe foi a comparagao da
eficiéncia de dois destes na obtengdo de fragde k da caseina.
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2 MATERTAL E METODOS
2.1 MATERIAL

2.1.1 Leite integral de vaca holandesa da raga Holstein, ndo
pasteurizado, utilizado logo apos a ordenha.

2.1.2 Os reagentes utilizados foram do tipo analitice e das mar
cas: Merck, Baker, Sigma, Ecibra, Reagen e Carlo Erba. As solu-
qnes foram preparadas pelas formas usuais, utilizando-se vidra-
rias normais de laboratdrio.

2.1.3 Os equipamentos utilizados foram os seguintes:

. Potencidmetro H-5 Horiba:

Centrlfuga IEC UV-Damon/IEC Division Int. Equipament Co.:
Centrifuga refrigerada Beckman, model j-21 B;

Liofilizador New Brunswick Scientific Co. Inc., model XB 60-50:
Espectrofotometro UV Perkin-Elmer, Coleman 124 D;

outros equ1pamentos de usc comum em laboratdric, como: balan-
ca analltlca. estufa, dessecador, etc.

2.2 METODOS

2.2.1 Obtengdo de caseina dcida

Foi obtida segundo o método de HIPP et al (4), a partir de um
litre de leite fresco, ndo pasteurizado, centrifugade a 4500 r.
p.m., com a finalidade de retirar a gordura. Ac leite desengor-
durado, adicionou-se HC1 0,1 N até o pH atingir 4,6, havends a
precipitagdo da caseina. Esta foi deixada em repousc por 30 mi-
nutes, quande a maior parte do sobrenadante foi separada por de
cantagao. Submeteu-se o remanescente a centrifugagaoc a 4500 r.p.m.
por 10 minutos, desprezcu se o sobrenadante, dividindo-se =3
precipitado em duas porgoes, uma das quais foi lavada trés ve-
zes e novamente submetida a centr1fugagao com especificado a-
cima. Finalmente, as duas porgdes foram congeladas a -18°C, lig
filizadas e guardadas em geladeira a 4°C (Figura 1).

2.2.2 Obtengac da k-caseina

Obtida por deois métodos: por fracicnamento com uréia e por fil-
tragdac em gel Sephadex.

2,2.2.1 Fracionamento com uréia

Foi obtida pelo método descrite por ZITTLE (121 e Mc KENZIE =]
WAKE (6), a partir de 750 g de caseina ac1da Umida, gue foi dis
solvida em 2000 ml de uma sclugdc de uréia 6,6 M, juntando-se

em seguida, 400 ml de uma solugdo de dcido sulfiirico 7,0 N com
agitagie constante (o pH da solugde final situcu-se entre aLEsh
1,5). A mistura resultante foi deixada em repouso por 2 horas e
submetida a filtragd3oc. O filtrade foi dialisado por 48 h contra
dgua destilada. Ao dialisado adicionou-se o mesmo volume em e-
tanol absoluto, com agltaqao constante, sequide da adigaoc de a-
cetato de amdonia 2,0 M em 50% de etanol (foram adicionados cer-
ca de 3,5 ml), tomando-se bastante cuidado, pois um excesso de
acetato de amdnia redissolveria o precipitado. Depois de 30 mi-
nutos de agitagdoc, descartou-se o sobrenadante e lavou-se o pre
cipitado com 200 ml de etanol a 50% contende 3 ml da sclugdo de
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FIGURA 1 - FLUXOGRAMA DE OBTENCAO DA CASETNA ACIDA
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acetato de amonia e, em sequlda, dissolveu-se em 30 ml de solu-
gdo de uréia 6,0 M. A uréia foi removida por didlise contra &a-
gua destilada {4 litros) durante 4 horas, guando trocou-se a &-
gua e deixou-se dialisar por mais 24 horas. © dialisade foi con
gelado a -18°C liofilizado e guardado em geladeira a 4°C (Figu-
ra 2).

2.2.2.2 Filtragdo em gel Sephadex

Foi obtida de acordo com o método de YAGUSHI (10)
. Preparagi3c da coluna de gel Sephadex:

Sephadex G-150, livre de part1culas finas foi embebido em dgua
destilada e equlllbxado com tampdo tris-citrato 0,005 M (pH 8,6),
contendo 6,0 M de uréia (tampio TCU), filtrado anteriormente a-
traves de uma coluna de DEAE-celulecse, com a finalidade de remo
ver impurezas coloidais. 0 gel Sephadex ja equilibrado foi em-
pacetado numa coluna de vidro a temperatura ambiente, para for-
necer coluna de gel de 2,5 por 95 cm. A consolidagdo da coluna
se deu pela passagem de uma pressdoc de 30 em de coluna d'dgua |
com volume de tampdo TCU equivalente a, ne minimo, dyas vezes o
volume de gel contido na coluna.

. Preparo da amostra:

A amostra de caseina (cerca de 2 g) a ser fracionada foi dissol
vida em 35 ml de tampao TCU e centrifugada 1800 r.p.m. por 20 mi-
nutos a 2°C. A centrifugagdo separcu o conteddo dos tubos em u-
ma pelicula superficial de lipidios, uma coluna de 11qu1dotnﬂm-
parente e uma peguena camada de material sedimentado. © liquido
transparente foi coletado, dialisado por 12 horas a 4°C contra
tampdo TCU, Um volume de 10 ml foi aplicado na parte superior da
coluna de gel Sephadex e eluldo com tampdoc TCU a uma pressdo em
torno de 15 cm de coluna d'dgua, com um fluxo resultante de 10
ml cada 30 minutos. Foram coletadas 120 fragdes cuja absorbidn-
cia foi medida a 280 nm em espectrofotdmetro ultra-violeta.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtengado de caseina acida

Obtida pelo metodo ja descrito, partindeo-se de 1000 ml de leite
integral, nac pasteurizado, obtendo-se no final do processo cer
ca de 20 g de caseina &cida, ou seja, um rendimento de 80%.

0 percentual de caseina obtido foi bastante satisfatorio. Segun
do Charles ALAIS (1), o percentual deveria ser de 2,5%, tendo
sido obtide 2,0%, julgou-se um rendimente bastante bom.

3.2 Obtengdo de k-caseina &

Obtida por deis métodos: fracionamento com uréia, com um rendi-
mente de 36% e f:ltraqao em gel Sephadex, com um rendimpntu de
11,84%, Esse segundo método de prpparaqao de k-caseina, descri-
to por YAGUCHI et al (10), ofereceu meios de isolar k-caseina
pura a partir de caseina inteira em apenas uma etapa. E parti-
cularmente desejdvel preparar-se k-caseina pura a partir de pe-
quenas guantidades de caseina inteira. Como procedimento de pu-
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FIGURA 2 - FLUXOGRAMA DE OBTENGCAO DE K-CASEINA
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rificacdo, a filtracdc em gel Sephadex é preferivel & cromato-
grafia em DEAE-celulose (2, 3 e 8), ou precipitagdo por etanol
(6, 9, 13). A separagdo de k-caseina a partir de outros mate-
riais caseinosos € mais completa com Sephadex G-150 do gue com
coluna de DEAE-celulose (10).

4 CONCLUSAOQ

A k-caseina obtida pelos dois métodos apresentou resultados e-
letroforéticos praticamente iguais, sendo gue o método de gel
Sephadex oferece maiores vantagens, guando se deseja obter k-ca
seina a partir de pequenas guantidades de caseina e de custo de
abtenqéq menor, uma vez gue a coluna de gel Sephadex pode ser
usada varias vezes sem re-empacotamento.

Abstract

This work aims to compare the obtention of k-casein as to its purity,
vielding and obtention rate. It was concluded that casein fractioning with
urea separates k-casein with a high degree of purity. Both methods showed
practically identical eletrephoretic results, while the Sephadex filtration
method gives some advantages.
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