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RESUMO

O leitelho de soro € um subproduto do processamento de manteiga a partir do creme
de soro. Esse subproduto lacteo contém fragmentos da membrana do glébulo de
gordura do leite (MGGL), material rico em componentes com fungdes nutricionais e
efeitos benéficos a saude, destacando-se os fosfolipideos. O objetivo desse trabalho
foi obter um ingrediente lacteo enriquecido em fosfolipideos da MGGL a partir do
leitelho de soro utilizando a associagcdo de duas tecnologias de fracionamento:
ultrafiltracdo e extracdo com fluido supercritico (EFS). O leitelho de soro foi
submetido a ultrafiltracéo e a cinco diafiltracées a 25 T e o retentado obtido foi seco
em spray-dryer, obtendo-se o leitelho de soro em p6 (LSP), o qual foi submetido a
trés ciclos de extragcdo a 50 C com didéxido de carb ono supercritico. As matérias-
primas, produtos finais € uma amostra comercial de leitelho tradicional em p6 (LTP)
foram analisados quanto a sua composicao centesimal, teor de fosfolipideos, perfis
lipidico e protéico. Os leitelhos de soro em pé, submetidos ou ndo a EFS, e o LTP
foram avaliados quanto ao tamanho de particulas e suas propriedades funcionais
(solubilidade protéica e capacidade emulsificante) em pH 5 e 7. A filtracdo em
membrana reduziu em 74 e 96% os teores de lactose e cinzas no retentado e
aumentou os de proteinas, lipideos e fosfolipideos em 91, 190 e 300%,
respectivamente. A EFS reduziu em 55,4% o teor de lipideos, removendo
exclusivamente lipideos apolares, com isso aumentou em 71% o teor de
fosfolipideos no leitelho de soro em pd, resultando em um produto com 73% de
proteinas, 21% de lipideos, 3% de lactose, 3% de cinzas e 12% de fosfolipideos, em
base seca. As propriedades funcionais dos leitelhos de soro em pd, submetidos a
extracdo supercritica (LSP-EFS) ou ndo (LSP), foram pouco ou ndo afetadas pelo
pH, enquanto o abaixamento de pH prejudicou as caracteristicas do LTP, devido ao
alto teor de caseinas nesse tipo de p6 em relacao aos de leitelhos de soro. Os pds
em solugdes (5% de proteina) apresentaram de 69 a 84% de suas particulas, em %
volumétrica, entre 10 e 100 ym. A solucao de LTP em pH 5 foi a que apresentou a
maior quantidade de particulas acima de 100 um. LSP e LSP-EFS apresentaram
solubilidades protéicas em torno de 86 e 84%, respectivamente, independente do pH.
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O LTP teve a solubilidade reduzida de 86 para 73% quando o pH foi reduzido de 7
para 5. Em pH 7, as emulsées (20% 6leo de canola, 1% proteina) de LSP e de LSP-
EFS apresentaram melhor estabilidade (IC de 0,2 e 0,4%, respectivamente) do a
emulsao de LTP (IC de 3,0%). Em pH 5, a emulsdo de LSP-EFS foi a que mostrou
melhor estabilidade, apresentando um IC de 7%, valor cerca de 82% menor do que
os das emulsdes de LSP e LTP. Os leitelnos de soro em p6 obtidos podem ser
considerados  ingredientes com  caracteristicas  promissoras, associando
propriedades tecnoldgicas, especialmente para uso em alimentos de baixo pH, e
conteudo de compostos potencialmente benéficos a saude, principalmente apés o

tratamento com extracdo supercritica.
Palavras-chave: filtracdo em membrana, extragdo com fluido supercritico, membrana

do glébulo de gordura do leite, compostos bioativos, fosfolipideos, subprodutos
lacteos.
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SUMMARY

OBTENTION OF DAIRY INGREDIENT ENRICHED IN POLAR LIPIDS FROM WHEY
BUTTERMILK. Whey buttermilk is a by-product from the whey cream processing into
butter. This dairy by-product contains milk fat globule membrane (MFGM) fragments,
a material rich in components with nutritional functions and beneficial health effects,
especially phospholipids. The objective of this research was obtaining a dairy
ingredient enriched in MFGM phospholipids from whey buttermilk using the
association of two fractionation technologies: ultrafiltration and supercritical fluid
extraction (SFE). Whey buttermilk was submitted to ultrafiltration and five diafiltrations
at 25 €. The retentate was spray-dried and later submitted to three cycles of
extraction at 50 C with supercritical carbon dioxide. Raw materials, final products
and a commercial traditional buttermilk powder sample (BMP) were analyzed for
gross composition, lipid and protein profiles, and phospholipids content. Whey
buttermilk powders, before and after the SFE, and the BMP had particle size and
some functional properties (protein solubility and emulsifying capacity) evaluated in
pH 5 and 7. Membrane filtration reduced in 74 and 96% lactose and ash contents in
the retentate and increased proteins, lipids and phospholipids in 91, 190 and 300%,
respectively. SFE reduced in 55.4% the lipids content, removing exclusively non-polar
lipids, while increased in 71% the phospholipids content in whey buttermilk powder,
resulting in a product with 73% of proteins, 21% of lipids, 3% of lactose, 3% of ash
and 12% of phospholipids, in dry matter basis. Functional properties of the whey
buttermilk powders, treated (WBP-SFE) or not through SFE (WBP), were little or not
affected by pH, while dropping the pH impaired the BMP features, due the high
casein content in this type of powder in relation to the ones from whey buttermilk. The
powders in solutions (5% protein) presented from 69 to 84% of the particles, in
volume%, between 10 and 100 ym. The BMP solution in pH 5 was the one with the
biggest amount of particles above 100 um. WBP and WBP-SFE showed protein
solubilities around 86 and 84%, respectively, independent of pH. BMP had the
solubility reduced from 86 to 73% when pH was reduced from 7 to 5. In pH 7, the
emulsions (20% canola oil, 1% protein) of the WBP and the WBP showed better
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stability (Cl of 0.2 and 0.4%, respectively) than the BMP emulsion (Cl of 3.0%). When
in pH 5, WBP-SFE emulsion had the best stability, presenting Cl of 7%, value about
82% smaller than the ones of WBP and BMP emulsions. Whey buttermilk powders
obtained in this work can be considered ingredients with promising features,
combining technological properties, especially for use in low pH foods, and content of
components with potential health benefits, mainly after the supercritical extraction

treatment.

Keywords: membrane filtration, supercritical fluid extraction, milk fat globule
membrane, bioactive compounds, phospholipids, dairy byproducts.
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1 INTRODUCAO

A industria lactea ocupa posicao de destaque no Brasil. Porém, além de seus
produtos-alvo, essa industria gera uma grande quantidade de residuos, 0s quais em
grande parte podem ser considerados subprodutos. O estudo desses subprodutos da
industria tem sido tema de diversos trabalhos cientificos nas ultimas décadas e com
o desenvolvimento e/ou aperfeicoamento de tecnologias emergentes viabiliza-se

cada vez mais o desenvolvimento de novos ingredientes lacteos.

Dentro do setor de laticinios, o processamento de leite para a fabricacdo de
queijos responde por uma fatia importante do mercado no Brasil e no mundo, € o
soro, subproduto dessa fabricacdo, € altamente poluente e tem sido ha muito tempo
objeto de pesquisas visando seu melhor aproveitamento. O desenvolvimento da
ultrafiltracdo em escala industrial na década de 70 e a aplicagdo da diafiltracao
(Mistry e Maubois, 1993) possibilitaram a produgdo comercial de concentrado
protéico de soro (whey protein concentrate — WPC), o qual é atualmente um

ingrediente lacteo amplamente utilizado na industria de alimentos.

O soro doce utilizado para producdo de concentrado protéico de soro é
normalmente desnatado por centrifugacdo, gerando outro subproduto, o creme de
soro, que pode ser misturado ao creme de leite ou utilizado diretamente para
fabricacdo de manteiga (De Noni e Resmini, 2005). Este creme de soro, quando

batido para producao de manteiga, libera uma fase aquosa chamada leitelho de soro.

O leitelho de soro, assim como o leitelho tradicional, que é liberado durante o
batimento do creme de leite doce ou fermentado para producdo de manteiga, contém
todos os componentes do creme solUveis em agua, tais como proteinas, lactose e
minerais. Além disso, também contém o material derivado da membrana do glébulo
de gordura do leite, a qual é rompida durante o batimento e migra para o leitelho
(Corredig e Dagleish, 1997).
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Este material é de grande complexidade e contém proteinas, lipideos,
oligossacarideos e compostos conjugados, tais como fosfolipideos, glicolipideos,
glicoproteinas e muitos componentes com atividade biologica. Estes materiais,
particularmente os fosfolipideos, tém um importante papel como emulsificante em
sistemas alimenticios e afetam numerosas fung¢des celulares, como o crescimento e
o desenvolvimento, os sistemas de transporte molecular, os processos de absorcgao,
a memodria, as respostas ao estresse, o desenvolvimento da doenga de Alzheimer e

a mielinizacao do sistema nervoso central (Astaire et al., 2003).

Embora a obtencdo de ingredientes lacteos a partir do leitelho tradicional
tenha sido estudada por diversos autores (Thompson e Singh, 2006; Morin et al.,
2004; Roesch et al., 2004; Astaire et al., 2003; Corredig et al., 2003), a utilizacdo do
leitelho de soro como fonte de ingredientes lacteos é ainda pouco pesquisada.
Entretanto, um estudo recente (Sodini et al., 2006) sugeriu que o leitelho de soro
poderia gerar um novo ingrediente lacteo. Segundo os autores, quando comparado
ao leitelho de creme doce e fermentado, o leitelho de soro apresentou maior
capacidade de emulsificacdo e menor habilidade de formar espuma, possivelmente
devido ao maior conteudo de fosfolipideos. Além disso, numa faixa de pH variando
de 4 a 6, o leitelho de soro apresentou capacidade emulsificante e viscosidade
estaveis, sugerindo que o produto obtido a partir do leitelho poderia ser utilizado para
formulagdes de alimentos de baixo pH.

Visando aproveitar as caracteristicas interessantes do ponto de vista
industrial e comercial apresentadas pelo leitelho de soro, um subproduto da industria
lactea ainda pouco valorizado, o foco do presente trabalho foi utiliza-lo para produzir
um produto/ingrediente lacteo enriquecido em componentes com propriedades
tecnolégicas especificas e potencialmente benéficos a saude, especialmente os
fosfolipideos.
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OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho foram:

Obter, a partir do leitelho de soro, um ingrediente lacteo enriquecido em
lipideos polares derivados da membrana do globulo de gordura do leite,
através dos processos de filtracdo tangencial em membrana e extragdo com

fluido supercritico.

Caracterizar o ingrediente obtido quanto a sua composi¢ao centesimal, teor

de fosfolipideos, e perfis lipidico e protéico.

Avaliar as propriedades funcionais do ingrediente obtido, em comparagao
com um ingrediente comercial derivado de leitelho tradicional.

17



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Composicao, estrutura e biosintese do leite

O leite € a secrecao produzida pela glandula mamaria de mamiferos com a
finalidade de nutrir seus filhotes, sendo rico em nutrientes como proteinas, lipideos,
acucares, vitaminas e minerais, 0S quais sao necessarios para seu crescimento e
desenvolvimento. Por ser uma excelente fonte de energia e nutrientes, leite e
produtos lacteos derivados de outros mamiferos, especialmente vacas, bufalas,

cabras e ovelhas, tém sido utilizados ha milénios na nutrigdo humana.

A composicao do leite varia grandemente entre as espécies e, em menor
intensidade, dentro da mesma espécie animal. Entre espécies, as concentracoes de
gordura, proteina e lactose podem variar de 1 a 50%, 1 a 20% e 0 a 10%,
respectivamente (Smit, 2003). O leite bovino apresenta cerca de 87,1% de agua
(85,3-88,7%), 4,0% de gordura (2,5-5,5%), 3,25% de proteina (2,3-4,4%), 4,6% de
lactose (3,8-5,3%) e 0,7% de minerais (0,57-0,83%). Essa proporcao entre 0s
componentes do leite é afetada por diversos fatores intrinsecos e extrinsecos,
incluindo, dentre outros, fatores genéticos, saude do animal, alimentacdo, manejo e

época de lactacao (Walstra et al., 2006).

As proteinas do leite podem ser divididas em caseinas e proteinas do soro.
As caseinas representam cerca de 80% do total protéico e precipitam quando se
acidifica o leite até o pH 4,6. As proteinas do soro, as quais somam ao redor de 20%
do total de proteinas, permanecem sollveis nesse pH. Distinguem-se quatros tipos
de caseinas conhecidas como fracbes asi-, as>-, B-, € K-caseinas, que sao
associadas entre si formando micelas e correspondem a cerca de 41,2%, 10,8%,
36,1% e 11,9% do total de caseinas, respectivamente. As proteinas do soro
compreendem principalmente B-lactoglobulina (50,8%), a-lactaloumina (19,1%), soro-
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albumina (6,3%), imunoglobulinas (12,7%) e lactoferrina (1,6%). Além disso, o leite
apresenta uma grande quantidade de enzimas, distribuidas tanto na fase soro quanto
associadas as caseinas. A gordura esta presente na forma de gloébulos, constituidos
por um nudcleo, composto principalmente de triglicerideos, protegido por uma
membrana lipoprotéica, sendo que a maioria dos acidos graxos encontrados,
saturados e insaturados, contém de 2 a 20 atomos de carbono em suas cadeias.
Outros lipideos presentes incluem fosfolipideos, colesterol, acidos graxos livres,
mono e diglicerideos. A lactose, o principal carboidrato do leite, € um dissacarideo
composto por glucose e galactose e participa, juntamente com os ions sollveis (Na”,
K* e CI), da manutencdo do equilibrio entre a pressdo osmética do leite e da
glandula mamaria. As substancias minerais do leite sdo principalmente constituidas
por potassio, sddio, calcio, magnésio, cloro e fosfato, podendo estar sollveis na fase
soro, na forma ibnica ou complexada, ou associados a micela de caseina,
principalmente na forma de fosfato de calcio (Walstra et al., 2006; Fox e McSweeney,
1998).

Embora o leite aparente ser um liquido homogéneo, estruturalmente, € uma
mistura bastante complexa de componentes. Nesse sistema, pode ser considerado
que os lipideos encontram-se em estado de emulsdo, as micelas de caseina como
dispersao fina, as proteinas do soro como solug¢ao coloidal, particulas lipoprotéicas
como dispersédo coloidal, e a lactose e parte dos sais em solucao verdadeira (Walstra
et al., 2006).

A producdo e secrecao do leite € um mecanismo fisiolégico intrigante e
complexo que vem sendo estudado intensamente, especialmente a partir da metade
do século passado. No final da década de 90, Mather e Keenan (1998) publicaram
um trabalho relatando os principais avancos atingidos até a época no entendimento
da biologia celular da secrecao do leite. Esses autores mostraram que nas décadas
de 60 e 70 muitas descobertas importantes, relacionadas a seguir, foram feitas com

relacdo a este assunto.
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No animal lactante, o leite é produzido de maneira continua pela glandula
mamaria a partir de precursores simples obtidos da corrente sanguinea do animal,
como lipideos, glucose, aminoacidos, acido graxos, glicerol e minerais. Muitos deles
sao extraidos sem qualquer modificagao a partir do sangue (Linzell, 1974 e 1972). A
maior parte dos componentes lacteos, como caseinas, B-lactoglobulina, a-
lactalbumina e lactose, é sintetizada na glandula mamaria no reticulo endoplastico
rugoso (RER), acumulam-se em vesiculas e depois sao liberados para o limen
alveolar por exocitose (Saacke e Heald, 1974). Outros componentes podem passar
diretamente do sangue para o lumen através das juncdées intercelulares (transporte
paracelular), como agua e certos ions (Linzell e Peaker, 1971), ou atravessar a célula
epitelial a partir da membrana basal em direcdo ao lumen (transporte transcelular),
como imunoglobulinas (Lascelles, 1977). Os lipideos sao processados no RER, o
qual libera gotas lipidicas que sao transportadas através do citoplasma até a
membrana apical da célula epitelial (Stein e Stein, 1967), onde sao liberadas para o

limen envoltas em material de membranas celulares (Patton e Fowkes, 1967).

Mais recentemente, Bauman et al. (2006) publicaram uma nova revisao
sobre o0s avancos cientificos associados a biosintese do leite. Importantes
descobertas tém sido feitas em decorréncia do desenvolvimento de técnicas
modernas de manipulacdo genética e clonagem, por exemplo, o rapido progresso
obtido na identificacdo das proteinas da membrana do glébulo de gordura do leite
(Mather, 2000). Além disso, surgiram evidéncias da fungao de duas dessas proteinas
na secrecao de lipideos. Vorbach et al. (2002) e Ogg et al. (2004) substituiram genes
de ratos responsaveis pela codificagdo da xantino desidrogenase/oxidase (XDH/XO)
e da butirofilina (BTN), respectivamente. A secrecao de lipideos pela glandula
mamaria foi desregulada, enorme quantidade de triglicerideos se acumulou no
citoplasma das células secretoras e grandes gotas sairam da célula sem
apresentarem uma membrana externa, formando agregados de gordura na glandula
mamaria. Esses resultados sugerem a importancia dessas proteinas na secrecao
lipidica e foi proposto que a BTN, integrante da membrana celular apical, se liga a
XDH/XO para envolver as gotas lipidicas intracelulares com a membrana plasmatica.
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Apesar desses avangos em relacdo aos compostos lipidicos, ndo tem sido
obtido muito progresso no entendimento da regulacdo e secrecao dos outros
componentes do leite, e 0 grande desafio para os cientistas da area permanece
sendo o entendimento de como a secrecao do leite € coordenada em nivel celular
(Bauman et al., 2006).

Um crescente numero de estudos tem voltado seu foco para a influéncia dos

alimentos, incluindo o leite e derivados, na saude humana. Com isso, 0
reconhecimento de numerosos compostos presentes em alimentos e que
apresentam potencial para ajudar na manutencao da saude e prevencao de doencas
tem aumentado significativamente nas udltimas décadas. Muitos trabalhos tém
demonstrado que o leite contém proteinas, peptideos, acidos graxos, lipideos e
outros compostos especificos que sdo componentes bioativos (Tabela 1), sendo que
(MGGL)

concentracao de algumas dessas substancias benéficas ao organismo humano.

a membrana do glébulo de gordura de leite contém significativa

Tabela 1. Alguns componentes lacteos e suas implicagdes na saude.
Aspecto Componente lacteo envolvido
afetado Derivados protéicos Derivados lipidicos Outros componentes
Prevencao de Soro proteinas Ac. linoléico conjugado Célcio e Selénio
cancer Caseina Acido vacénico Lactose
Lactoferrina Esfingolipideos Vitaminas Ae D
a-Lactalbumina Acido butirico Oligossacarideos
Peptideos Ac. metiltetradecandico Nucleosideos
Proteinas da MGGL Probiéticos
Aumento na Soro proteinas Ac. linoléico conjugado Calcio e Potassio
saude Caseina Acido estearico Vitamina D
cardiovascular Acidos graxos 6mega-3
Aumento da Soro proteinas Ac. linoléico conjugado Probiéticos
resposta Proteinas da MGGL Zinco
imunoloégica

Aumento na
saude 6ssea

Peptideos

Ac. linoléico conjugado

Calcio, Fésforo, Vit. K

Dados compilados de Haug et al. (2007) e Bauman et al. (2006).

21



3.2 Membrana do globulo de gordura do leite (MGGL)

A gordura de leite é sintetizada como glébulos de 0,1 a 15 pm na superficie
do reticulo endoplasmatico (RE) das células secretoras das glandulas mamarias.
Inicialmente, microgotas compostas principalmente por triglicerideos sao liberadas no
citoplasma envoltas por uma camada de proteinas e de lipideos polares derivados da
membrana do RE (Walstra et al., 2006).

Em seu caminho para a porgao apical do citoplasma, algumas microgotas se
fundem e aumentam de tamanho antes de serem liberadas para o limen alveolar
enquanto muitas outras séo liberadas praticamente sem alteracdo de tamanho. Mais
de 80% dos globulos de gordura do leite sdo menores do que 1 um de diametro.
Apesar disso, a média de tamanho dos glébulos € 4 um (Bauman et al., 2006).

A liberacdo dos glébulos de gordura do leite se da através da membrana
apical da célula, sendo neste momento os glébulos cobertos por uma membrana
externa, derivada da prépria membrana da célula mamaria (Wiking et al., 2006). Essa
membrana tem a funcdo de impedir a coalescéncia dos glébulos e a acdo de
enzimas lipoliticas nativas do leite sobre os lipideos contidos no seu interior (Walstra
et al., 2006).

A MGGL consiste de uma mistura complexa formada principalmente por
proteinas e lipideos. Observando-se da camada mais interna para a mais externa da
MGGL (Figura 1), verifica-se primeiro uma monocamada composta por lipideos
polares e proteinas envolvendo a gota de gordura, em seguida uma cobertura
proteinacea eletrodensa e, finalmente, uma bicamada de lipideos polares e proteinas
(Dewettinck et al., 2008; Evers, 2004). Suas composi¢cdao e estrutura sofrem
influéncia de diversos fatores, mas pode-se dizer que, em geral, ela é constituida por
cerca de 25% de proteinas, principalmente glicoproteinas, e 70% de lipideos, dos
quais em torno de 55 a 70% séo lipideos neutros e 40% lipideos polares (Fong et al.,
2007; Walstra et al., 2006; Kanno e Kim, 1990).
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Figura 1. Estrutura de um glébulo de gordura mostrando a disposicdo de seus
principais componentes. 1- Monocamada interna; 2- Camada intermediaria; 3-
Bicamada externa; ADPH- adipofilina; BTN- butirofilina; CD36- antigenos de
diferenciacdo; MUC1- mucina 1; PASIII- acido periédico de Schiff Ill; PAS 6/7- acido
periddico de Schiff 6/7; PP3- proteose peptona 3; XDH/XO- xantino
dehidrogenase/oxidase; GL- glicolipideos; FL- fosfolipideos. Modificada de
Dewettinck et al. (2008).

Os fatores que influenciam a composicao e a estrutura da MGGL estao
relacionados: (1) ao animal, como raca, estagio de lactagdo (Graves et al., 2007),
alimentacao (Couvreur et al., 2007) e frequéncia de ordenha (Wiking et al., 2006); (2)
a qualidade microbiologica do leite e derivados (McPherson et al., 1984); (3) ao
tratamento do leite e derivados, como, resfriamento, congelamento, danos
mecanicos, tratamento com alta pressado, tratamento térmico, homogenizacédo e
secagem (Morin et al., 2007b; Ye et al., 2007); e (4) aos métodos de isolamento e
analise da MGGL (Kanno e Kim, 1990).
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As proteinas da membrana do glébulo de gordura do leite bovino sao
resolvidas em 7-8 bandas principais quando separadas através de eletroforese em
gel (SDS-PAGE). Cada uma das principais bandas compreende apenas uma das
principais proteinas. Porém, algumas proteinas menores apresentam a mesma
mobilidade eletroforética aparente, ndo podendo, portanto, ser separadas através de
técnicas unidimensionais, somente por eletroforese em duas dimensdes (Mather,
2000).

As principais proteinas ja identificadas da MGGL sao: adipofilina (ADPH),
butirofilina (BTN), antigenos de diferenciacdo (CD36), mucina 1 (MUC1), &cido
periddico de Schiff Il (PASIII), acido periédico de Schiff 6/7 (PAS 6/7), proteose
peptona 3 (PP3), xantino dehidrogenase/oxidase (XDH/XQO) e proteina ligante de
acidos graxos (FABP). BTN e XDH/XO sdao as mais abundantes, representando
cerca de 40 e 12% do total de proteinas da MGGL, respectivamente (Spitsberg,
2005). As massas moleculares aparentes das principias proteinas da MGGL obtidas
por SDS-PAGE sao (em kDa): MUC1, 194; XDH/XO, 145; PASIII, 94; CD36, 78;
BTN, 67; PAS 6, 50; PAS 7, 47; ADPH, 52; FABP, 13 (Riccio, 2004). Dentre elas,
seis coram fortemente com Coomassie Blue (XDH/XO, CD36, BTN, ADPH, PAS 6/7
e FABP). Duas glicoproteinas, MUC1 e PAS lll, ndo reagem com esse corante, mas
podem ser detectadas com reagente de PAS (Acido Periédico de Schiff) ou de prata
(silver stain). Muitas proteinas menores também sdo detectaveis com corante de
prata (Mather, 2000).

Diversas proteinas de menor concentragdo na MGGL continuam nao
identificadas. Além disso, em preparacées de MGGL muitas outras proteinas podem
ser observadas, a maioria consiste de proteinas periféricas fracamente adsorvidas na
membrana, incluindo enzimas, imunoglobulinas e componentes derivados de
leucécitos, do citoplasma das células secretoras da glandula mamaria e da fracao
desnatada do leite (Dewettinck et al., 2008).
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Dentre os lipideos neutros, na MGGL sdo encontrados principalmente os
triglicerideos (~95%) e, em menor proporcao, os di- e monoglicerideos, e o colesterol
e seus ésteres. Segundo Fong et al. (2007), os triglicerideos da MGGL eram
constituidos em maior proporcao por acidos palmitico (C16:0) e esteéarico (C18:0) e
menor por acidos graxos insaturados, como miristoléico (C14:1), palmitoléico
(C16:1), oléico (C18:1) e linoléico (C18:2), quando comparados aos triglicerideos
presentes na manteiga, principalmente acidos graxos miristico (C14:0) (13,57%),
palmitico (43,77%), estearico (16,01%) e oléico (11,92%).

Os lipideos polares da MGGL do leite sdo constituidos basicamente por
diversos grupos de fosfolipideos, especialmente glicerofosfolipideos e
esfingofosfolipideos. Os fosfolipideos sdo moléculas anfipaticas, ou seja, possuem
uma extremidade hidrofilica e outra hidrofébica. Acidos graxos constituem a porgdo
hidrofobica ou apolar da molécula. J&4 a parte hidrofilica contém um residuo fosfato
ligado a diferentes grupos orgéanicos (Figura 2), como colina, serina e etanolamina,

entre outros (Dewettinck et al., 2008).

Fosfato OH _ _ A
0 Esfingosina
‘M(CHz)5 0—P—0 |
NH )
Colina 0 o=" Acido graxo
PN P P T e
OW\\M B
Glicerol Acido graxo
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Figura 2. Estrutura molecular da esfingomielina (A) e da fosfatidilcolina (B),
mostrando os principais grupos que formam as moléculas.
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Fosfatidilcolina (FC, 25-40%), fosfatidiletanolamina (FE, 27-37%),
esfingomielina (EM, 20-25%), fosfatidilinositol (FI, ~5%) e fosfatidilserina (FS, ~3%)
sdo os principais fosfolipideos encontrados na MGGL (Dewettinck et al., 2008;
Kanno, 1990), enquanto lisofosfatidilcolina e etanolamina s&o encontrados em
pequenas quantidades e difosfatidilglicerol aparece apenas em tracos (Fong et al.,
2007). Glicolipideos também fazem parte da gordura do leite bovino, constituindo de
0,01 a 0,70% do total de lipideos. Essa fracao inclui principalmente cerebrosideos,
como glucosilceramida e lactosilceramida (Fong et al., 2007). Os glicolipideos sao
encontrados principalmente associados a membrana do globulo de gordura do leite e
possuem a funcdo de mediar eventos celulares e metabdlicos importantes no

organismo animal (Jensen, 2002).

3.3 Compostos de interesse presentes na MGGL

Grande parte dos componentes da MGGL, especialmente os lipideos polares
e as proteinas, destaca-se por sua funcionalidade tecnolégica e seus possiveis
efeitos benéficos a saude. A Tabela 2 enumera os beneficios a saude associados a
alguns componentes da MGGL.

Diversos trabalhos tém mostrado a importancia nutricional dos fosfolipideos e
glicoproteinas presentes na MGGL. Dentre os possiveis efeitos desses componentes
para a saude humana destacam-se: reducdo do nivel de colesterol sanguineo,
inibicdo do desenvolvimento de células cancerigenas, impedimento da adesao e/ou
acao bacteriana no trato gastrointestinal, como de Helicobacter pylori e Escherichia
coli, acao bactericida, supressao da esclerose multipla, agentes contra doenca de
Alzheimer, depressao e estresse (Fong et al., 2007; Spitsberg, 2005; Noh e Koo,
2004; Riccio, 2004; Kilara e Panyam, 2003; Wang et al., 2001; Spitsberg e Gorewit,
1997). Além disso, ha evidéncia cientifica de que os beneficios de alguns dos
componentes da MGGL, como os esfingolipideos, sdo cumulativos (Dewettinck et al.,
2008).
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Tabela 2. Alguns componentes da MGGL e suas implicacées na saude.

Componente Beneficio a Saude
BRCA (breast cancer protein) 1 e 2 Inibicdo de cancer de mama
FABP (fatty acid binding protein) Inibicdo do crescimento celular

Fator anticancer (carreador de selénio)

Inibidor de B-glucuronidase Inibicao de cancer de colon
Inibidor de Helicobacter pylori Prevencao de doencas gastricas
Fator de reducao da colesterolemia Anticolesterolémico
Butirofilina Supressao da esclerose multipla
Vitamina E e carotendides Antioxidantes
Xantino dehidrogenase/oxidase Agente bactericida
Fosfolipideos Inibicao de céancer de colon

Anticolesterolémico
Supressao de patégenos gastrointestinais
Anti-Alzheimer, Antidepressivo, Anti-estresse

Modificado de Spitsberg (2005).

A esfingomielina e outros fosfolipideos de interesse sdo também encontrados
na membrana celular, no cérebro, no tecido neural, na retina e em alguns géneros de
microrganismos (Batrakov et al., 2000; Huwiler et al., 2000). Entretanto, todas estas
fontes ndo sao viaveis para a concentracdo e o isolamento desses lipideos com
finalidade comercial, o que torna o leite e seus derivados interessantes

comercialmente para o isolamento desses compostos.

Além de suas funcdes bioldgicas e nutricionais, a MGGL apresenta
propriedades tecnoldgicas relacionadas ao seu elevado indice dos fosfolipideos e de
outros materiais de superficie-ativa, como glicoproteinas e glicolipideos (Roesch et
al., 2004; Corredig e Dalgleish, 1998). Diversas aplicacdes de isolados de MGGL,
baseadas principalmente em suas propriedades emulsificantes, ja foram relatadas.
Os lipideos polares contribuem com a maior parte dessa capacidade de
emulsificacdo, pois sdo moléculas com uma parte da molécula hidrofébica e um

grupo principal hidrofilico (Dewettinck et al., 2008).
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Isolados de MGGL podem ser usados em panificacdo para melhorar a
dispersao da gordura, como aditivos ao chocolate para reduzir a viscosidade e
impedir a cristalizagdo, em produtos instantaneos para melhorar a capacidade de
hidratacdo, e como estabilizante em margarinas (Vanhoutte et al., 2004; Szuhaj,
1983; Vannieuwenhuyzen, 1981, 1976; Gobel & Franzke, 1978). Derivados lacteos
como o leitelho podem aumentar a resisténcia de leites recombinados frente ao
tratamento térmico (Singh e Tokley, 1990), principalmente devido as interacdes
fosfolipideos-proteinas que impedem a coagulacdo da proteina durante a
esterilizagcdo (McCrae, 1999), e melhorar a textura de queijos de baixo teor de
gordura por causa da elevada capacidade de retencao de agua dos fosfolipideos
(Turcot et al.,, 2001). Além disso, lipideos polares da MGGL também podem ser
utilizados para a producao de lipossomos, que serviriam como transportadores de
medicamentos ou outras substancias de interesse (Thompson e Singh, 2006; Kisel et
al., 2001) e como a matéria-prima para a producdo de ceramidas, aplicaveis na
industria cosmética (Becart et al.; 1990).

3.4 Principais fontes industriais da MGGL

O leite integral contém aproximadamente 0,04% de fosfolipideos, dos quais
aproximadamente 35% estao no soro do leite e 65% na MGGL (Thompson e Singh,
2006). Quando o leite é processado para a obtencdo de alguns produtos lacteos
(Figura 3), a membrana dos glébulos de gordura pode ser rompida e dissociada dos
mesmos durante esse processo, migrando para a fase aquosa (Corredig e Dagleish,
1997).
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Figura 3. Esquema simplificado de obtengéo de alguns produtos lacteos.

Quando o creme de leite ou de soro & batido em baixas temperaturas, a
membrana do glébulo de gordura do leite é danificada liberando os triglicerideos
presentes no interior dos glébulos. Esses lipideos, parcialmente cristalizados devido
a baixa temperatura, comecam a se unir e formar granulos de gordura, separando-se
da fase aquosa na forma de manteiga. A fase aquosa € chamada de leitelho de soro
ou leitelho tradicional, quando resulta do batimento do creme de soro ou do creme de

leite, respectivamente.

Os leitelhos, bem como o soro de manteiga, fase aquosa separada através
do derretimento e centrifugacdo da manteiga para a produgdo da gordura de leite
anidra, contém residuos de triglicerideos e todos os componentes hidrossolluveis do
creme, tais como proteinas, lactose e minerais. Além disso, também contém o
material derivado da membrana do glébulo de gordura do leite (Dewettinck et al.,
2008; Corredig e Dagleish, 1997). O que diferencia o leitelho de soro dos demais
subprodutos citados, é que ele praticamente ndo apresenta residuos de caseinas em
sua composicao (Sodini et al., 2006).
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O creme de leite é obtido a partir do desnate do leite integral, j& o creme de
soro é derivado do desnate do soro, que por sua vez advém do processamento do
leite para a producéo de queijos (Figura 3). Nesse processo, depois da coagulacao
do leite, o coagulo formado é cortado e comeca a liberar a parte aquosa do leite, o
soro. Em seguida a massa do queijo é separada desse soro e segue para outras
operacdes para a obtencao de cada tipo de queijo. O soro obtido pode ser
classificado como soro doce, quando resulta da fabricacao de queijos através do uso
de enzimas como a renina, ou soro acido, quando deriva da producdo de queijos
obtidos por coagulagédo acida, seja pela adicao de acidos orgéanicos ou de culturas
lacticas iniciadoras. O soro advindo da producao de queijo € normalmente desnatado
antes de ser processado para a producao de concentrado protéico de soro, gerando
o creme de soro, que pode ser misturado ao creme de leite ou utilizado diretamente
para fabricacdo de manteiga (De Noni e Resmini, 2005).

Durante o processamento do leite em produtos como o queijo e a manteiga,
os lipideos polares sao preferencialmente distribuidos para a fase aquosa, como
pode ser observado na Tabela 3. O mesmo acontece com as proteinas da MGGL, ja
que estao fortemente associadas a esses lipideos da membrana (Dewettinck et al.,
2008). Deste modo, subprodutos da industria lactea, como os leitelhos e os soros de
gueijo e de manteiga, sao ricas fontes de material da MGGL.

Tabela 3. Teor médio de lipideos polares de alguns produtos lacteos.

Teor de Lipideos Polares*

Produto (%) (% em base seca)
Leite 0,04 0,30
Creme 0,20 0,40
Manteiga 0,20 0,25
Leitelho 0,16 2,00
Soro de manteiga 1,25 11,50
Soro doce 0,02 0,30
Soro acido 0,10 1,80
Leitelho de soro 0,10 1,30

* Dados compilados de Rombault et al. (2006, 2007) e Morin et al. (2006).
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3.5 Obtencao de MGGL de fontes industriais por filtracao em membrana

A identificacdo de funcdes bioldgicas e tecnoldgicas dos constituintes da
MGGL conduziu ao interesse em concentrar e isolar estes constituintes a partir de
subprodutos lacteos, tais como o leitelho. Porém, os constituintes da MGGL sé&o
encontrados em baixas concentragbes nesses produtos, o que apontou para a
necessidade de desenvolvimento de técnicas para concentrar estes constituintes e

produzir ingredientes/produtos ricos nestes materiais.

Diversos tratamentos tém sido utilizados visando atingir esse objetivo,
principalmente processos de filtracdo através de membranas (Morin et al., 2007a,
2004; Rombaut et al., 2007, 2006; Roesch et al., 2004; Astaire et al., 2003; Corredig
et al., 2003; Sachdeva e Buchheim, 1997), onde o isolamento de material da MGGL
€ baseado na remocéo seletiva de caseina, proteinas do soro, lactose e minerais do
concentrado de filtracdo. Nesse tipo de processo, 0 maior obstaculo encontrado é a
similaridade em tamanho entre as micelas de caseina e os fragmentos da MGGL.
Assim, alguns trabalhos utilizam um tratamento preliminar na matéria-prima para
remover ao maximo a fracdo caséica (Morin et al., 2007a; Rombaut et al., 2007;
Roesch et al., 2004; Corredig et al., 2003; Sachdeva e Buchheim, 1997).

Processamentos através de membranas sao técnicas de filtragdo tangencial
com o objetivo de separar um liquido em duas fragcdes com diferentes composicoes,
o retentado e o permeado, através do uso de uma membrana com permeabilidade
seletiva. De maneira geral, pode-se dizer que a separacdo de componentes ocorre
baseada no tamanho das moléculas a serem filiradas, sendo a pressao hidrostatica
utilizada como principal forga motriz do processo, embora alguns processos também
sejam baseados em diferencas de concentragdo ou de potencial elétrico (Walstra et
al, 2006).
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Uma vasta gama de produtos pode ser tratada utilizando-se a tecnologia de
membranas. A desalinizacao de agua ocupa o primeiro lugar, representando cerca
de 80% do mercado, seguida pela industria de alimentos, principalmente a de
produtos lacteos (Wagner, 2001). Os principais processos de filtracdo por
membranas utilizados s&o osmose reversa, nanofiltracdo, ultrafiltracdo e
microfiltracdo. Estes processos se diferenciam principalmente quanto ao tamanho
das moléculas que podem passar através da membrana e a magnitude de pressao

utilizada (Figura 4).

A microfiltragdo (MF) é um processo intermediario entre a filtragem comum e
a ultrafiltragdo. Os poros da membrana variam de 0,1 a 10 um e a diferenga de
pressao utilizada para a separagéo é da ordem de 1 a 10 bar. O método pode ser
aplicado para remover particulas pequenas e microrganismos da salmoura de
queijos, bactérias do leite desnatado, e para remocdo da gordura do leite. A
ultrafiltracdo (UF) separa macromoléculas da solugédo. Particulas como micelas de
caseina, glébulo de gordura, células somaticas e bactérias sédo retidas. O tamanho
dos poros varia de 1 a 100 nanGmetros, e € um processo utilizado frequentemente
em leite desnatado, soro, e leite para a producéo de queijos. A nanofiltracao (NF) e a
osmose reversa sao processos aplicados principalmente ao soro para desalinizagao
(NF) e remocéo de agua (NF e OR), e que necessitam da utilizacdo de pressdes
transmembrana acima de 20 bar (Walstra et al., 2006; Tetra Pak, 2003).
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Pressdo (Bar)

Tamanho de
para [prm)
4 7
Osmose Reversa (OF)  30-60 10-4 - 103
Manofiltragdo (MF) 50 — 40 10-% = 102
Ultrafiltragdo (LIF) 1—-10 102 - 1041
Microfitragdo (MF) <1 10-1-101
Retentado
@ Bactérias, gordura (concentrado)
® Froteinas
® Lactose |
s Minerais
s Agua | Permeado
ifiltrado)

Figura 4. Esquema dos principais processos de filtracdo por membrana

Modificado de Tetra Pak (2003).
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Microfiltracdo (MF) foi utilizada por Morin et al. (2004) com o objetivo de
separar os constituintes da MGGL a partir de leitelho. Os autores avaliaram o efeito
da temperatura do processo (7, 25 e 50 C) e do tam anho dos poros da membrana
(0,1, 0,8 e 1,4 um) sobre a separacdo de proteinas e lipideos (neutros e
fosfolipideos) durante a microfiltragdo de leitelho fresco e reconstituido. O estudo
demonstrou que a temperatura de microfiltracdo, o tamanho do poro da membrana e
o tipo de leitelho (fresco ou reconstituido) influenciaram a separacao de lipideos e
proteinas. Os melhores resultados foram obtidos com o menor tamanho de poro e a
25 C, ja que nessas condicoes foi atingida a maior retencao de lipideos. Os autores
concluiram que a microfiltracdo sozinha nao possibilitou uma adequada separagao
de lipideos e proteinas para a producdo de um novo ingrediente lacteo a partir do
leitelho, possivelmente devido a presenca de caseina.

Embora a separagao dos constituintes da MGGL nao tenha sido conduzida
eficientemente somente pela microfiltracdo (Morin et al., 2004), segundo Corredig et
al. (2003) este processo se mostrou mais eficiente para concentrar o material da
MGGL a partir do leitelho quando este foi adicionado de citrato de sédio antes da
microfiltracdo. Segundo os autores, o citrato de sédio causou a dissociacdo das
micelas de caseina e permitiu a permeacao de grande proporcao de proteinas
derivadas do leite desnatado através da membrana de MF, concentrando o material
da MGGL no retentado.

Este método de separagcdo da MGGL por microfiltracdo na presenca de
citrato de sédio foi utilizado por Roesch et al. (2004) para preparar um concentrado
utilizado como estabilizante de emulsbes de 6leo em agua (O/A). Esse procedimento
de isolamento resultou em um ingrediente com funcionalidade diferente quando
comparado ao leitelho concentrado preparado de maneira similar, porém contendo
ainda a razao inicial de proteinas (caseina, proteinas do soro e da MGGL). A
associagao de citrato de sodio e microfiltracdo foi utilizada também por Rombault et
al. (2006), mas tendo soro de manteiga como matéria-prima. O citrato aumentou a
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passagem de caseina pela membrana, mas também resultou em uma perda

significativa de material da MGGL.

Renina, &cido citrico ou culturas lacticas podem ser usados como
coagulantes para remover a caseina antes da utilizacdo da microfiltracdo (Sachdeva
e Buchheim, 1997). Além disso, a lavagem do creme utilizando ultrafiltrado de leite
desnatado antes do seu processamento para a obtencdo de manteiga e leitelho se
mostrou eficiente para remover proteinas do soro e caseinas, permitindo um fluxo
maior durante a microfiltracdo e diafiltracdo do leitelho, e um concentrado com maior

teor de lipideos e fosfolipideos (Morin et al., 2007a).

Uma alternativa para evitar a presengca de caseina nos concentrados de
MGGL ainda pouco explorada é o uso de matérias-prima com naturalmente pouco ou
nenhum residuo desse tipo de proteina, como o soro e o leitelho de soro. Rombault
et al. (2007) utilizaram microfiltracdo de soro acido com prévia agregacao
termocalcica. Essa associacao provocou um baixo fluxo de permeado e alta retengao
de todos os componentes do soro, mostrando-se pouco aceitavel como técnica de
purificacao de material da MGGL. Além disso, uma grande parte dos lipideos polares
foi perdida quando a diafiltracao foi utilizada.

Utilizando duas técnicas de separacao, a microfiltracdo e a extragcdo com
fluido supercritico, Astaire et al. (2003) desenvolveram um método para produzir
ingredientes derivados do leitelho contendo alta concentracdo de fosfolipideos. O
leitelho foi microfiltrado, diafiltrado e submetido a secagem em spray para a obtencao
de um p6. Em seguida, a extragdo com CO, supercritico foi aplicada para remover
exclusivamente lipideos ndo polares do material. A analise lipidica mostrou que apos
a extracado supercritica o produto apresentou significativa reducao na concentracao
de lipideos nao polares e um aumento na concentracao de lipideos polares derivados
da MGGL.
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Nao foram encontrados trabalhos de filtracdo de leitelho através de sistemas
de ultrafiltragdo. Todos os trabalhos utilizaram a microfiltracdo como técnica de
separacao e Morin et al. (2004) demonstraram que uma melhor retengao de lipideos
foi obtida com menores tamanhos de poros na membrana, a 25 °C. Os autores dos
diferentes trabalhos (Rombault et al., 2006 e 2007; Morin et al., 2004; Roesch et al.,
2004; Astaire et al., 2003; Corredig et al., 2003; Sachdeva e Buchheim, 1997)
buscavam a concentracéo de lipideos associada a eliminacao da maior quantidade
possivel de caseina, o que seria impossivel através da ultrafiltracdo, devido ao
tamanho reduzido dos poros da membrana.

Com base nestes resultados, € razoavel supor que a utilizacdo de matéria
prima sem residuos de caseinas, como o leitelho de soro, e a utilizagdo da
ultrafiltracdo, como técnica de concentracao, resultariam na obtencédo de um produto
mais concentrado em lipideos, quando comparado ao obtido por microfiltracdo. Além
disso, produtos especificos, com alta concentracdo de material advindo da MGGL

poderiam ser obtidos quando este material fosse submetido a EFS.

3.6 Extracao com fluido supercritico (EFS)

Um fluido supercritico € qualquer substancia em condicbes de
temperatura e pressdo acima do seu ponto critico termodinamico, ou seja, ponto
em um grafico de Temperatura x Pressdo onde termina a curva de vaporizacao
da substancia (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama de fases do didéxido de carbono.

Em um diagrama de fases pode ser visto como as mudancas de
temperatura e de pressao influenciam o estado fisico da substancia avaliada, a
qual pode existir como solido, liquido, gas ou fluido supercritico, dependendo das
condicdes. No ponto triplo do grafico, a substancia pode existir como sélido,
liquido e gés, simultaneamente. Aumentando a temperatura e a pressdo acima
dessas condigdes pode se atingir o ponto critico, e a partir dai a substancia se
transforma em fluido supercritico. Isso significa que a partir deste ponto é
impossivel distinguir claramente o estado gasoso do estado liquido. Acima desse
ponto, se a temperatura € aumentada, o Unico estado que continua existindo é o
supercritico, e a densidade do fluido permanece constante. Porém, se a pressao
€ aumentada, a densidade muda e se torna equivalente a de um solvente liquido.
Assim, um fluido supercritico apresenta propriedades Unicas, algumas de gas e
outras de liquido, como poder se difundir através de sélidos como um gas e
dissolver componentes de materiais como um liquido (Ksibi, 2004; Turner et al.,
2001).
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A extracdo com fluido supercritico (EFS), assim como os processos de
filtragdo por membrana, é um método que pode fracionar seletivamente
componentes de uma mistura complexa. Um solvente em estado supercritico é
utilizado para carrear a substancia de interesse do produto submetido a extracao.
Quando em contato com uma amostra, o fluido supercritico solubiliza determinados
compostos dependendo de numerosos fatores, como as polaridades do solvente e
do soluto, as condi¢cdes de pressao e temperatura, e a complexidade da matriz
(Haunthal, 2001).

A extracao com fluido supercritico pode ser dividida nas seguintes fases: (1)
difusdo do fluido supercritico na matriz da amostra, (2) liberacdo de compostos
soluveis, (3) saida desses solutos da matriz, e (4) arraste desses compostos pelo
fluido supercritico. Ao final do processo, quando o fluido supercritico volta a
temperatura ambiente, os solutos podem ser separados do solvente e o fluido volta
para seu estado normal (Turner et al., 2001).

Uma ampla variedade de solventes esta disponivel para uso em extracao
supercritica, incluindo diéxido de carbono, oxido nitroso, propano, n-pentano e
amdnia. O principio basico do processo de extracado é o fato de que esses gases em
estado fluido (supercritico) sdo capazes de dissolver maiores quantidades de
substancias naturais em relacdo ao que gases em pressdo parcial poderiam
normalmente dissolver. O CO, é normalmente o solvente escolhido por alcangar
facilmente as condicdes supercriticas (31,1 T e 73,8 bar) e ter vantagens tais como
baixo custo, baixa toxicidade e inflamabilidade, alta pureza e nao deixar residuos
apds a extracdo (Zougagh et al., 2004; Hauthal, 2001). Além disso, a extracao
supercritica também tem se mostrado como um processo nao-térmico para destruir
microrganismos vegetativos e enddsporos (Spilimbergo et al., 2002; Enomoto et al.,
1997).
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As opcdes de uso da extracdo supercritica em alimentos, especialmente
utilizando CO. supercritico como solvente, sdo variadas. A extracdo de Oleos
essenciais e outras substancias de frutas, sementes, castanhas e outras partes de
plantas, como citros (Mendes et al., 1997), capim-limao (Sarmento et al., 2004),
pupunha (Araudjo et al., 2000), macadamia (Silva et al., 2008), castanha de caju
(Lameira et al., 1997), café (Lucas e Cocero, 2006), folhas de cha mate (Saldana et
al., 2000), gengibre (Nobrega et al., 1997), soja (Araujo et al., 2000) e alecrim
(Coelho et al., 1997), dentre outros, tem sido o campo de maior estudo dessa
técnica. Recentemente, a extracdo supercritica foi utilizada por Astaire et al. (2003)
para remover lipideos ndo-polares de leitelho em pd com o objetivo de concentrar
lipideos polares. Porém, a EFS ndo é utilizada apenas em nivel laboratorial. Essa
técnica tem sido aplicada com sucesso em plantas de escala comercial na Europa e
Estados Unidos em processos de extracdo envolvendo café, cha e alguns

condimentos (Huang et al., 2004).

Alguns outros trabalhos utilizando a extracdo supercritica para remover
lipideos de leite e produtos lacteos ja foram publicados. De modo geral, as principais
observagcdes desses estudos foram: (1) a solubilidade dos triglicerideos no fluido
supercritico varia de acordo com seu comprimento de cadeia, (2) o aumento da
pressao de extracao leva a uma maior solubilidade total dos triglicerideos até que um
patamar seja atingido, (3) a extracao de triglicerideos de cadeia longa é favorecida
com o aumento da pressao, enquanto a dos triglicerideos de cadeia curta e média
diminui, e (4) a presenca de lactose dificulta o processo de extracdo (Astaire et al.,
2003; Turner et al., 2001; Hierro et al., 1995; Arul et al., 1994).
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3.7 Propriedades funcionais tecnoldgicas

Tecnologicamente, uma propriedade funcional de um material é sua
habilidade para produzir uma caracteristica especifica desejada no produto onde ele
€ aplicado em concentracdes e condigdes apropriadas. As propriedades funcionais
de um componente podem ter efeito sobre diversos atributos de produtos
alimenticios, como aparéncia, cor, suculéncia, sensacao na boca e textura. Essa
funcionalidade pode ser afetada pelo pH, forca ibnica, temperatura e tamanho das
particulas, e apresenta-se dependendo de interacbes com o meio e com outros
componentes presentes no produto. Por exemplo, as propriedades de rehidratacao e
de solubilidade das proteinas estao relacionadas com sua interagdo com a agua, ja
as de capacidade emulsificante e de estabilizacdo de emulsdes estao ligadas a
interacao de proteinas e lipideos (Sikorski, 2007).

Na avaliacao de ingredientes em pd de base protéico-lipidica, parametros de
propriedades emulsificantes e de solubilidade protéica sao frequentemente
determinados. A estabilidade de uma emulsdo é definida como a capacidade da
emulsdo de manter sua estrutura ao longo do tempo, e sua medida pode ser direta
(avaliacdo do tamanho das particulas por um instrumento de retro-difusdo de luz) ou
indireta (medida da quantidade de O6leo ou fase aquosa separada por
desestabilizacao) (Linden e Lorient, 1999). Ja a solubilidade protéica é definida como
o percentual em relacao a quantidade total de proteinas contida em um sistema que
pode ser extraido por agua ou outro solvente sob condi¢cdes especificas (Sikorski,
2007).

Diversos ingredientes protéicos em pd estdao disponiveis comercialmente e
sdao amplamente utilizados devido a suas propriedades tecnolégicas como
capacidade espumante (leite desnatado em p6é e clara de ovo desidratada),
capacidade emulsificante (leitelho em pd, gema de ovo desidratada e proteina
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isolada de soja) e capacidade de retencao de agua (leitelho em pé, concentrado e
isolado protéico de soro, e proteina isolada de soja).

Wong e Kitts (2003) compararam as propriedades funcionais de diversos
ingredientes em pé (leitelho, leite desnatado, proteina isolada de soja, clara e gema
de ovo). O leitelho apresentou capacidade de retencado de agua e de absorcao de
lipideos, e capacidade espumante limitadas. Porém, demonstrou capacidade
emulsificante e estabilidade da emulsdo similares aos demais produtos testados.
Sodini et al. (2006) avaliaram as propriedades funcionais de diferentes tipos de
leitelho em pd, obtidos a partir de creme de leite doce e acido, e de creme de soro. O
leitelho de soro apresentou as melhores propriedades emulsificantes e a menor

capacidade espumante.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Esquema de processamento

No presente trabalho, creme de soro (CS) foi processado na planta-piloto do
Dairy Products Technology Center (DPTC) da California Polytechnic State University
(Cal Poly), Estados Unidos, para a obtencéo de dois tipos de produtos finais: leitelho
de soro em pd (LSP) e leitelho de soro em pé tratado por extracdo com fluido
supercritico (LSP-EFS). Para o desenvolvimento do trabalho foram seguidas as
etapas esquematizadas na Figura 6, as quais podem ser resumidas em: (1)
batimento do creme do soro, para obtencao do leitelho de soro (LS); (2) filtragdo em
membrana, para a obteng¢do do concentrado de leitelho de soro (CLS); (3) secagem
em spray, para a obtencao do leitelho de soro em pé (LSP); e (4) extracdo com fluido
supercritico (EFS), para obtencao do leitelho de soro em pé tratado com EFS (LSP-
EFS). Todo o processo, desde a recepcao do creme de soro até a obtencdo do
leitelho em po, foi realizado em triplicata.

4.2 Obtencao do leitelho de soro

Para a obtencdo do leitelho de soro, trés bateladas de creme de soro doce
pasteurizado foram fornecidas pela Hilmar Cheese Company (Hilmar-CA, EUA). O
creme de soro foi processado a 12 € em um batedor rotatério (Blentech
Corporation, Santa Rosa-CA, EUA) para a separacdo em manteiga (M) e leitelho de
soro. O leitelho foi passado por uma peneira para remocao de finos de manteiga,
coletado em latdes de aluminio previamente higienizadas e estocado em camara fria
a 4 € por cerca de 12 horas, até a realizacdo do processo de filtracdo em
membrana. Para os ensaios 1, 2 e 3 foram utilizados 118,2, 111,6 e 128,2 kg de

creme de soro e obtidos 60,0, 55,8 e 63,5 kg de leitelho de soro, respectivamente.
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Figura 6. Esquema geral de processamento.
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Apés a filtragdo e secagem em spray, foram obtidos 1,5 kg de leitelho de
soro em p6 (LSP), no total dos trés processamentos. Nem todo o leitelho de soro em
pod obtido foi submetido a extracdo supercritica (EFS), apenas a quantidade do pé
resultante de cada ensaio necessaria para a realizagcdo das analises posteriores.
Entretanto, fazendo-se uma projecéao, se todo o LSP obtido tivesse passado por esse
procedimento, ao final dos trés processamentos seria obtido cerca de 1 kg de leitelho
de soro em pé submetido a EFS (LSP-EFS) no total.

4.3 Filtracao em membrana

Leitelho de soro foi ultrafiltrado a 25 € em um si stema em escala piloto de
filtracdo tangencial em membrana (Modelo R-12, GEA-Niro Filtration, Hudson-WI,
EUA) usando em paralelo duas membranas poliméricas espirais (Peso molecular de
corte de 10 kDa e 11,33 m? de 4rea de superficie de membrana no total). O processo
foi conduzido utilizando-se ao redor de 10 bar de pressao de alimentacao e 4 bar de
pressao de saida, e bomba de alimentacao operando a 35 Hz.

A ultrafiltragdo (UF) foi conduzida até que um fator de concentragdo
volumétrica de aproximadamente 10x fosse atingido. Entdo, foi realizado o processo
de diafiltracdo (DF) através da adi¢ao continua de agua a 25 €T ao retentado de UF,
correspondendo a um fator de diafiltracdo (Fpr) de 5x, ou seja, cinco vezes o peso
inicial do leitelho, e remocao concomitante dessa agua junto ao permeado. No inicio
de cada fase do processo de filtracdo, o fluxo de permeado foi avaliado mensurando-
se a quantidade de permeado liberada durante um minuto. Posteriormente, o fluxo
transmembrana foi calculado levando-se em conta a éarea total da membrana,
gerando um resultado expresso como a quantidade de permeado, em litros, por hora

por metro quadrado de membrana.
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O sistema de membranas foi submetido ao procedimento de limpeza
completa antes e depois da realizacdo de cada replicata. O sistema foi enxaguado
com agua (60 C) por 15 minutos, seguido por limpez a alcalina (pH 10-12) at 75 €
por 45 min (Alcali: Ultrasil 25, EcoLab, Canada), enxague com agua (60 ) até
atingir o pH normal da agua (~7,5), limpeza acida (pH 2-4) a 50 € por 30 min
(Detergente acido: Ultrasil 76, EcolLab, Canada), e, finalmente, o sistema foi

enxaguado com agua até retornar ao seu pH normal.

4.4 Secagem em spray

O retentado final da filtracao foi estocado refrigerado (~ 4 <€) até o dia
seguinte, quando foi transformado em pé utilizando um equipamento de secagem em
spray (Niro Filterlab Spray-drier, Hudson-WI, EUA). O equipamento dotado de
atomizador de bico e foi operado nas seguintes condicdes: temperatura de entrada
do produto, ~10 <C; pressao, 30 bar; temperatura de entrada do ar, 185 TC;
temperatura de saida, 95 €. O produto final obtido foi chamado de leitelho de soro
em pé (LSP).

4.5 Extracao com fluido supercritico

A Figura 7 mostra o sistema de extracao com fluido supercritico (EFS) (Thar
Designs, Pittsburgh-PA, EUA).
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Figura 7. Equipamento de extracdo com fluido supercritico.

O sistema de extracdo era composto de: cAmara de amostra (500 mL de
capacidade), bomba de alta pressao (modelo P-50), regulador automatizado de
pressao (modelo BPR-A-200B) e unidade de banho de agua com bomba (modelo
9505). Agua deionizada a 3 T foi circulada para resfriar diferentes zonas do
equipamento de EFS. Tanques contendo o di6xido de carbono utilizado para a
extragdo foram enchidos e inspecionados por A & R Welding Supply (San Luis
Obispo-CA, EUA). As condigdes do sistema foram controladas por um software
especifico para Windows 2000 (Hewlett-Packard).

Os po6s de leitelho de soro, aproximadamente 135 g para cada replicata,
foram submetidos a trés ciclos de EFS usando as seguintes condi¢des: substancia
extratora, 1500 g de CO, a uma vazao de 20 g/min; pressao de extracao, 350 bar;
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temperatura de extracao, 50 C; temperatura de cole ta, 50 . O produto final obtido
foi chamado de leitelho de soro em po6 tratado com fluido supercritico (LSP-EFS).

4.6 Procedimento de amostragem e analises realizadas

Os pontos de coleta de amostras em todas as etapas de processamento
estdo indicados na Figura 6. Amostras representativas foram coletadas em cada
ponto de amostragem e armazenadas congeladas (-18 °C), no caso de amostras
liguidas, ou refrigeradas (10 <), no caso das amostras em pd, para posterior

andlise.

O creme de soro pasteurizado e refrigerado foi transportado, em latdes
previamente higienizados, da industria para a planta piloto de processamento do
DPTC (Dairy Products Technology Center), onde foi processado em manteiga e
leitelho de soro. Foram coletadas amostras das trés bateladas de creme de soro no
momento do recebimento, assim como amostras de manteiga e de leitelho de soro

logo apds suas obtencgodes.

Amostras de retentado (R) foram coletadas e o fluxo de permeado foi
mensurado no comeco e no final do processo de UF e quando cada etapa do
processo de DF foi completada (1DF, 2DF, 3DF, 4DF e 5DF). Também foram
coletadas amostras dos leitelhos de soro em pd, logo apdés a secagem do
concentrado de leitelho de soro, e dos leitelhos de soro em pé tratados com EFS.

As analises fisico-quimicas e de propriedades funcionais das amostras foram
realizadas seguindo-se a distribuicdo apresentada na Tabela 4. Além das
determinacdes analiticas realizadas nas matérias-primas e produtos obtidos dos
processamentos (Figura 6), para efeito de comparacao, também foi analisada uma
amostra comercial de leitelho tradicional em pé (LTP) (Extra Grade Dry Buttermilk,
Challenge Dairy Products Inc., Dublin-CA, EUA), obtido a partir do processamento de
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creme de leite em manteiga e leitelho. Essa amostra comercial tinha a seguinte
composi¢do em base seca: 31% de proteinas, 54% de lactose, 6% de gordura e 9%

de cinzas.

Todos os tipos de amostra (creme de soro, manteiga de soro, leitelho de
soro, retentados, leitelho de soro em po, leitelho de soro em pé tratado com EFS,
leitelho de soro em pd comercial) foram analisados quanto a sua composicao
centesimal (teores de proteina, lipideos, cinzas e sélidos totais). O perfil protéico sé
nao foi avaliado nas amostras de manteiga e dos retentados do processo de filtracao
em membrana. O perfil lipidico foi avaliado nas amostras em pd, enquanto o teor de
fosfolipideos s6 n&o foi determinado nas amostras de retentado. As amostras em pé
foram submetidas a todas as analises realizadas neste trabalho, incluindo anélises
do tamanho de particulas, solubilidade protéica e estabilidade de emulsao, além das

andlises ja mencionadas.

Tabela 4. Distribuicdo das analises laboratoriais de acordo com o tipo de amostra.

Amostras g M LS R LSP LSP-EFS LTP

Analises

Teor de proteinas X X X X X X X
Teor de lipideos X X X X X X X
Teor de cinzas X X X X X X X
Teor de solidos totais X X X X X X X
Teor de fosfolipideos X X X X X X
Perfil lipidico X X X
Perfil protéico X X X X X
Tamanho de particulas X X X
Solubilidade protéica X X X
Estabilidade de emulsao X X X

Onde: CS - creme de soro; M - manteiga; LS - leitelho de soro; R - retentados; LSP - leitelho de soro
em po; LSP-EFS - leitelho de soro em po tratado com fluido supercritico; LTP - leitelho tradicional em

po.
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4.7 Determinacées analiticas

4.71 Composicao centesimal

A composicao centesimal foi determinada utilizando-se os métodos oficiais
da AOAC (2003). O teor de nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjeldahl
(métodos 930.29 e 991.20), e o teor de proteina foi calculado multiplicando-se o teor
de nitrogénio total por 6,38. O teor de lipideos foi determinado pelo método
modificado de Mojonnier (métodos 932.06 e 989.05), o teor de cinzas pelo método
gravimétrico de incineragdo em mufla (métodos 930.30 e 945.46) e teor de sdélidos
totais através de secagem em estufa sob vacuo (métodos 990.19 e 990.20). O teor
de lactose foi calculado por diferenca, ou seja, para resultados em base seca, teor de

lactose (%) = 100 — (% lipideos + % proteinas + % cinzas).

4.7.2 Perfil lipidico (CCD)

Os perfis de lipideos polares e nao-polares das amostras foram
determinados através de Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Foram
utilizadas placas de vidro (silica-gel) especificas para CCD Merck (Darmstadt,
Alemanha), tanques de corrida Kontes Glass Company (New Jersey, EUA), padrbes
lipidicos Sigma-Aldrich (St. Louis-MO, EUA) e solventes e outros reagentes Fisher
Scientific (Tustin-CA, EUA).

Uma mistura, em partes iguais, de cinco padrdes de fosfolipideos
(fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina, fosfatidilcolina e
esfingomielina) foi preparada e utilizada para identificacdo desses lipideos nas

amostras.
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Os seguintes sistemas de solventes foram utilizados para a analise de
lipideos polares e nao-polares, respectivamente: cloroférmio-metanol-agua (65:25:4,
viv) e éter de petrdleo-éter etilico-acido acético (85:15:2, v:v). Todos os lipideos
foram diluidos em uma solucao de cloroférmio-metanol (2:1, v:v). A mistura de
padroes foi diluida a uma concentragdo de 0,5 mg/mL e as amostras de lipideos,
extraidos pelo método de Mojonnier, foram diluidas a uma concentracao de 10
mg/mL. Para a andlise, foram aplicados 20 pug da mistura de padrdes e 115 ug de
cada amostra de lipideos a ser analisada. Apés a corrida cromatografica, os lipideos
foram visualizados por exposicdo a vapor de iodo e fotografados utilizando-se o
Molecular Imager Gel Doc XR System (Bio-Rad Laboratories Ltd., Hercules-CA,
EUA).

4.7.3 Perfil protéico (SDS-PAGE)

Eletroforese em gel de poliacrilamida foi feita para determinacao do perfil
protéico das amostras de creme de soro, leitelho de soro, leitelho de soro em po,
leitelho de soro em pd tratado com fluido supercritico e leitelho em pé comercial.
Foram utilizados célula de eletroforese Mini-Protean II, géis e demais reagentes Bio-
Rad Laboratories Ltd. (Hercules-CA, EUA).

As amostras foram diluidas em &gua deionizada para resultar em uma
concentracdo protéica de aproximadamente 2 mg/mL, e misturadas em propor¢cao
1:1 (viv) a uma solucdo-tampao (Laemmli sample buffer) contendo 5% de B-
mercaptoetanol como agente redutor. As amostra foram aquecidas a 95 € por 5 min
e resfriadas a temperatura ambiente. Para a analise foram utilizados 10 uL de cada
amostra preparada e a corrida eletroforética foi conduzida a 90 V durante a migragéo
da amostra pelo gel de empilhamento (4% de poliacrilamida) e 120 V durante a fase
de migracado pelo gel de resolucdo (12% de poliacrilamida). O padrao de peso
molecular utilizado continha 10 bandas de proteinas recombinantes de 10 kD, 15 kD,
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20 kD, 25 kD, 37 kD, 50 kD, 75 kD, 100 kD, 150 kD, and 250 kD (Precision Plus
Protein Unstained Standards), e Coomassie Brilliant Blue (R-250) foi utilizado como
corante. Os géis foram fotografados utilizando o Molecular Imager Gel Doc XR
System (Bio-Rad Laboratories Ltd., Hercules-CA, EUA).

4.7.4 Teor de fosfolipideos (CLAE)

Os lipideos extraidos através do método modificado de Mojonnier foram
diluidos em cloroférmio-metanol (2:1, v:v) na concentracdo de 2 mg/mL e depois
analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de acordo com o
procedimento de Morin et al. (2004) para identificacdo e quantificacdo dos principais
lipideos polares contidos nas amostras. Utilizaram-se reagentes Sigma-Aldrich (St.
Louis-MO, USA), incluindo os seguintes padroes de fosfolipideos: 3-sn-
fosfatidiletanolamina (FE) e 3-sn-fosfatidil-L-serina (FS) de cérebro bovino, L-a-
fosfatidilinositol (FI) de figado bovino, e L-a-fosfatidilcolina (FC) e esfingomielina

(EM) de gema de ovo.

O equipamento utilizado consistia de um cromatégrafo Hitachi HPLC System
(D-7000) controlado pelo software PowerChrom (versido 2.5.1) e equipado com:
bomba inteligente (Hitachi L6200) e bomba para gradiente (Hitachi L-7100) de trés
canais, injetor manual com alga de amostragem de 20 yL (Rheodyne 7125), coluna
analitica de silica em fase normal (Zorbax Rx-SIL 5 pm, 250 mm x 4,6 mm, Agilent-
Technologies), pré- coluna (7,5 mm x 3,0 mm, Alltech) empacotada com o mesmo
material, e detector ELSD (Evaporative Light Scattering, Sedex 55, S.E.D.E.R.E.).

Foram aplicados 20 ul de cada amostra ou padrao e a analise foi realizada
usando um gradiente binario linear com uma vazdo de 1 mL/min. O eluente A
consistiu de cloroformio-metanol-hidroxido de aménio (80:19,5:0,5, v/v) e o eluente B
de cloroférmio-metanol-agua-hidroxido de amoénio (60:34:5,5:0,5, v/v). Foi utilizado o
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seguinte esquema de separagao: to min 0% B, t14 min 100% B, e 100% B mantido por 9
minutos (tos min). A coluna foi restaurada as condigdes iniciais em tss min € re-
equilibrada até t4 min. Para o detector, a pressao do gas nitrogénio no nebulizador foi
mantida em 2,2 bar e a temperatura do depésito em 50 <.

Os fosfolipideos nas amostras foram identificados pela comparacéao de seus
tempos de retencdo com os dos padrdes, e para a quantificacdo foram construidas
curvas de calibracdo utilizando as seguintes quantidades de padrdes (ug), em trés
repeticoes: FE0,5,1,2,4e6;FI10,5,1,2,4e6;FS0,5,1,15e2;FCO0,5,1, 2, 4,6,
8e10;EMO0,5,1,2,4¢e6.

4.8 Avaliacao dos produtos em po

4.8.1 Preparo das amostras

Os pos experimentais de leitelho de soro produzidos neste trabalho (LSP e
LSP-EFS) e o pé comercial de leitelho tradicional (LTP) foram avaliados quanto ao
tamanho de particulas, estabilidade de emuls&o e solubilidade protéica, utilizando-se

solucdes desses pdés em dois pHs (5 e 7).

Para a avaliacao da estabilidade de emulsado, solu¢des contendo 1,25% de
proteina foram preparadas a partir das amostras em pé de modo que sua mistura em
proporcées adequadas com 6leo de canola tivesse 1% de proteina e 20% de 6leo
(Jiménez-Flores et al., 2005). Cada amostra foi dissolvida em agua deionizada
suficiente para completar 90% do peso final que a solugdo deveria ter para atingir a
concentracao protéica desejada, e agitada com o auxilio de barras magnéticas por
10min. Em seguida, o pH da solucéo foi ajustado utilizando-se solucdes 0,1 e 1 N de
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HCI ou NaOH, e agua deionizada foi adicionada para se chegar ao peso final

desejado para a solugao que, por fim, foi mantida em agitacdo por mais 50 min.

Para as avaliagbes da solubilidade protéica (Wong e Kitts, 2003) e do
tamanho de particulas utilizaram-se solucbes com 5% de proteina preparadas

conforme descrito anteriormente.

4.8.2 Analise de tamanho de particulas

A distribuicdo do tamanho das particulas foi determinada utilizando-se um
analisador por difracdo de laser (Beckman Coulter, modelo LS 230, Miami-FL, EUA).
Cada solucao de leitelho em pé foi adicionada na camara de andlise contendo um
litro de agua deionizada até que a obscuracao requerida fosse atingida (45-55%). Os
parametros utilizados foram: modo O6ptico incluindo PIDS (Polarization Intensity
Differential Scattering); velocidade da bomba, 10%; duracao da leitura, 60 segundos;
temperatura ambiente. A partir das distribuicbes do tamanho de particulas das

solucdes foram calculadas suas médias volumétricas.

4.8.3 Solubilidade protéica

As solugdes de leitelho em pd foram submetidas a centrifugagéo a 12.000x g
por 15 min a 25 € (Beckman Ultracentrifuge, modelo L7-35, Miami-FL, EUA) para
separacdo em fracdes soluveis e precipitados (Wong e Kitts, 2003). Os teores de
proteina na solugdo e na porcédo soluvel, determinados pelo método de Kjeldahl,

foram utlizados para o célculo da solubilidade protéica seguindo a férmula:
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% de proteina soluvel = 100 x quantidade de proteina na porcéo soluvel

quantidade de proteina na solucéo

4.8.4 Estabilidade de emulsao

Emulsdes do tipo 6leo em agua foram preparadas utilizando 40 mL de cada
solucao de leitelho em pd, em pH 7 e pH 5, contendo 1,25% de proteina e 10 mL de
6leo de canola (Mazola, Bestfoods, Englewood Cliffs-NJ, EUA), resultando em uma
emulsdo com 1% de proteina e 20% de dleo. A mistura da solugéo de leitelho em pé
e Oleo de canola foi aquecida em banho-maria até atingir 55 € (Jiménez-Flores et
al.,, 2005) e entdo homogeneizada (Ultra-Turrax, modelo T18, IKA Works,
Wilmington-NC, EUA) a 22.000 rpm por 2 minutos (Sodini et al., 2006).

As emulsées, imediatamente apés a homogeneizacao, foram caracterizadas
quanto ao tamanho das particulas, seguindo-se a metodologia descrita no item 4.8.2.
Em seguida, cada emulsao teve sua cinética de cremeamento avaliada utilizando um
analisador éptico do tipo vertical (QuickScan, Beckman Coulter, Miami-FL, EUA). Em
um tubo de vidro (15 mm de didmetro e 125 mm de altura) foram colocados 8 mL de
cada emulsao para ser opticamente analisada. As emulsdes foram analisadas por 6
horas a temperatura ambiente, com leitura de back scattering (retro-difusdo da luz)

no tempo zero, depois de 15 minutos e a cada 1 hora contada a partir do tempo zero.

Decorrido o tempo de andlise, avaliou-se a estabilidade final das emulsdes
através da observagao da ocorréncia ou nao de separacao de fases. A instabilidade
pode ser constatada pela ocorréncia do cremeamento, ou seja, a separacao de duas
fracbes nos tubos de andlise: a fracdo inferior, constituida por um liquido turvo

semitransparente, chamada “soro”, e a fracdo superior, opaca e similar a emulsao
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original, chamada “creme”. A altura da fragdo soro (Ag) e a altura total do contetudo
do tubo (Ag) foram medidas manualmente utilizando-se um escalimetro e foi
calculado o indice de cremeamento (IC) utilizando-se a seguinte formula (Surh et al.,
2006): IC (%) = (100 x As) x (Ag) . Para avaliagdo da amostras, considerou-se que
quanto menor o indice de cremeamento, maior a estabilidade da emulsao, ja que
houve menor separacao de soro, ou seja, maior seria a capacidade emulsificante do

produto testado.

4.9 Delineamento experimental e analise estatistica

Foram realizados trés processamentos a partir de trés bateladas diferentes
de creme de soro para a obtengao dos leitelhos de soro em p6 (LSP). Parte do LSP
resultante de cada processo foi submetida separadamente a extracdo com fluido
supercritico. Os dois tipos de leitelhos em p6 obtidos, LSP e LSP-EFS (submetido a
EFS), e uma amostra de leitelho tradicional em p6 (LTP) foram entdo caracterizados
e avaliados em pH 5 e 7 quanto a suas propriedades funcionais utilizando um
delineamento ao acaso com duas causas de variacao (tipo de p6 e valor de pH). Os
resultados dessas analises, bem como os dados de composi¢do dos leitelhos em p6
(LSP e LSP-EFS), foram analisados por andlise de varidncia (ANOVA) e teste de
Tukey. Andlise de regressao foi aplicada aos dados dos padroes de fosfolipideos
utilizados na CLAE para a construcao das curvas de calibracdo. Para as andlises
estatisticas, utilizou-se o programa Statistica 5.5 (StatSoft, Inc, 2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Processamento

5.1.1 Caracterizacao das matérias-primas

A Tabela 5 apresenta os resultados, média e desvio-padrao, das analises de
composicédo do creme de soro, da manteiga de soro e do leitelho de soro.

Tabela 5. Composicao centesimal das matérias-primas e produtos obtidos.

Composicao (%)™ Creme de soro Manteiga de soro Leitelho de soro
Sdlidos totais 45 + 1 85,9+0,8 8,1+0,3
Lipideos 86,1+0,8 96,9 +0,9 16 +2
Proteinas 3,6+0,3 0,55+ 0,08 2512
Cinzas 3,9+£0,5 0,08 + 0,01 7,0+£0,5
Fosfolipideos 49+05 51+£05 2,0+£0,2
Fosfolipideos (% dos lipideos) 56+05 53+£05 12 +1

" Médias + desvios-padrdo de trés ensaios (n=3)
* Valores em base seca, exceto para solidos totais.

Quando o creme de soro € batido separando-se leitelho e manteiga de soro,
a fase aquosa contém residuos de triglicerideos e de todos o0s componentes
hidrossoluveis do creme, incluindo os fragmentos da MGGL, o que resulta em uma
maior concentracdo de fosfolipideos no leitelho de soro (12%) do que na manteiga
(5,3%), em relacao ao teor total de lipideos.
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No presente estudo, foram obtidos CVs de 7,80% para o teor de proteinas e
0,92% para o teor de lipideos na avaliacdo dos cremes de soro, e CVs de 8,11%
para o teor de proteinas e 12,66% para o teor de lipideos na avaliacao dos leitelhos
de soro. Essa variagcao nos dados de composicédo centesimal do creme e leitelho de
soro entre os trés processamentos realizados foi menor do que a obtida por Morin et
al. (2006). Esses autores realizaram um estudo comparativo sobre o fracionamento
de leitelho tradicional, obtido a partir de creme de leite doce, e de leitelho de soro.
Nesse estudo, eles observaram variacao consideravel na composicao do creme e do
leitelho de soro entre os processamentos, especialmente nos teores de gordura,
onde obtiveram coeficientes de variacao (CV) de 44,25 e 84,09%, respectivamente, e
também no teor de proteinas no creme de soro (CV = 40,44%). No mesmo trabalho,
os autores observaram variacbes bem menores (CVs < 10%) em todos os

componentes do creme de leite e do leitelho tradicional.

Em termos de matéria seca, os teores de proteinas, lipideos e cinzas no
creme (3,6; 86,1 e 3,9%) e no leitelho de soro (25; 16 e 7,0%) obtidos no presente
trabalho foram mais préximos da composicao obtida por Morin et al. (2006) para o
creme e leitelho tradicionais do que para o creme e leitelho de soro. Os autores
obtiveram teores de proteinas, lipideos e cinzas no creme de 1,4%, 49,5% e 0,4% e
no leitelho de soro de 13,0%, 28,9% e 5,8%, enquanto obtiveram no creme de leite
3,8%, 74,6% e 0,8% e no leitelho tradicional 25%, 12,2% e 5,6%, respectivamente.

Quanto ao teor de fosfolipideos, Morin et al. (2006) ndo determinaram os
teores nos cremes e manteigas, mas os teores obtidos no presente estudo foram
superiores aos apresentados por esses autores para os leitelhos tradicional e de
soro, tanto como percentual dos sélidos totais (2,0%) quanto como percentual de
lipideos totais (12%). No trabalho de Morin et al. (2006), o leitelho tradicional
continha 1,2% e 9,8% de fosfolipideos como % dos soélidos totais e dos lipideos
totais, respectivamente, enquanto o leitelho de soro continha 1,3% e 4,5% de

fosfolipideos como % dos sélidos totais e dos lipideos totais, respectivamente.
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Essa variabilidade na composicao dos produtos entre os trabalhos pode ser
decorrente de diferencas em suas origens, por exemplo, o creme de soro pode ter
sido obtido a partir do soro resultante da producao de tipos de queijos diferentes. A
composicdo da manteiga foi similar em ambos os trabalhos, indicando que a
composicao inicial do creme tem um efeito maior na composicao do leitelho do que

na da manteiga.

5.1.2 Filtracao em membrana

O fluxo de permeado durante o processo de filtracdo (Tabela 6) foi
inicialmente de 45 L.h".m™ e caiu cerca de 26% durante a fase de ultrafiltragdo. Com
o inicio da fase de diafiltracéo, o fluxo aumentou gradativamente atingindo 36 L.h"'.m®
ao final do processo, 0 que representou cerca de 81,9% do fluxo inicial. O fluxo
médio transmembrana foi de 34 e 30 L.h'.m? durante as fases de UF e DF,
respectivamente, sendo que a média, considerando todo o processo, foi de
31 L.h™".m™. No inicio da filtracao parte dos sélidos do leitelho de soro tende a ficar
retido na superficie ou nos poros da membrana, reduzindo o fluxo de permeado.
Quando se inicia a fase de diafiltracdo, a agua adicionada redilui continuamente o
retentado e remove parte dos componentes do leitelho que estariam entupindo os

poros da membrana, melhorando assim o fluxo transmembrana.

Morin et al. (2006) compararam o fracionamento de leitelhos tradicional e de
soro por microfiltracao (MF) a baixa temperatura (8-10 <) utilizando de 0,80-0,95 bar
de pressdao transmembrana, e obtiveram fluxos transmembrana médios de
23 e 26 L.h".m™? durante as fases de MF e DF do leitelho de soro, respectivamente.
Esses valores foram mais baixos do que os obtidos no presente trabalho, apesar dos
autores utilizarem membranas com poros maiores (0,45 pym), provavelmente devido
as temperaturas utilizadas, ja que baixas temperaturas aumentam a densidade e
viscosidade de fluidos e reduz a difusidade de solutos (Cheryan, 1998), dificultando o

fluxo de componentes transmembrana.
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Tabela 6. Fluxo transmembrana (FTM) durante o processo de filtragao.

Etapa FTM (L.h"".m™) FTM relativo (%)
Inicio UF 45+6" 100,00
1DF 33+4 73+5
2DF 34+6 76 £8
3DF 33+5 77 £8
4DF 37+5 82+6
5DF 37+4 82+7
Fim DF 36+4 82+7
Fluxo médio UF 34+7 75+5
DF 30+5 68 +7
Geral 315 69+6

* Fluxo médio = total de permeado/tempo de filtragado/area da membrana.
! Médias + desvios-padrdo de trés ensaios (n=3)

As mudangcas na concentracdo de componentes do retentado durante o
processo de filtracdo estao ilustradas na Figura 8. O processo concentrou lipideos e
proteinas no retentado, enquanto outros componentes foram removidos no
permeado. Durante a UF até a segunda DF, o comportamento de concentracio de
lipideos e proteinas foi similar, porém, a partir dai, os lipideos continuaram a serem
concentrados e observou-se uma reducao no teor de proteina total, significando que
parte dos compostos nitrogenados estava sendo retido/adsorvido na membrana ou

perdido para o permeado.

Fenébmeno semelhante foi observado por Morin et al. (2006) durante a
microfiltracdo de leitelho de soro. Os autores obtiveram uma taxa de passagem
constante de lipideos através da membrana, enquanto a passagem de proteinas
variou ao longo do processo, sendo que a maior parte das proteinas encontradas no
permeado de filtracdo do leitelho de soro era constituida de soro-proteinas. Essa
reducdo no teor total de proteinas durante a diafiltracdo no presente trabalho,
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possivelmente foi decorrente da perda de compostos nitrogenados no permeado, ja
que estes sdo hidrossoluveis, e da retencao de proteinas do soro na membrana. No
presente estudo, os permeados foram coletados para serem analisados
posteriormente, porém o baixo teor de soélidos totais (<0,5%), constituidos
essencialmente de lactose e minerais, da maioria dessas amostras impossibilitou a

realizacdo de andlises que pudessem ter resultados confiaveis.

Apesar da perda de proteinas na fase de diafiltracdo, a filtracdo aumentou a
concentracao de proteinas no produto em cerca de 100% e de lipideos em 200%,
enquanto o conteudo mineral foi reduzido em 74%. Morin et al. (2006) também
obtiveram um aumento maior na concentracdo de lipideos (130%) do que de

proteinas (62%) no retentado final em relacao ao leitelho de soro inicial.

% —e— Proteinas —=— Lipideos Cinzas
350

300 -

250

200 -

150

LS UF 1DF 2DF 3DF 4DF 5DF
Fase

Figura8. Composicdo centesimal relativa (% em base seca) dos retentados de
filtragdo em membrana.

A composigéo centesimal do leitelho de soro sofreu modificagéo significativa
durante a filtracdo em membrana (Tabela 7), especialmente durante a etapa de

diafiltracao. Os teores de cinzas e lactose passaram, respectivamente, de 7,0 e 54%

60



no leitelho de soro para 5,3 e 31% ap6s a UF, e para 1,8 e 2,2% ao final da DF. A

ultrafiltracdo n&o alterou a razéo entre o conteudo de lipideos e proteinas do leitelho,

a qual foi mantida em 1:1,5. Por outro lado, durante a diafiltracdo houve um aumento

maior no teor de lipideos do que no teor de proteinas, chegando a uma razao de 1:1

entre esses componentes no retentado final (5DF). Resultados semelhantes foram

obtidos por Astaire (2002) microfiltrando leitelho tradicional a 4 C. Entretanto,

quando a autora utilizou 50 T ocorreu aumento na concentragdo de proteinas e

cinzas, mas também grande reducéao no teor de lipideos.

Tabela 7. Composicao centesimal, em base seca, dos retentados de filtracdo em

membrana.
Composicao (%) Proteinas Lipideos Cinzas Lipideo:Proteina
UF 38+8° 26+5° 5,3+0,32 1:1,5
1DF 59 +2°2 37+3° 3+1° 1:1,6
2DF 58 +10° 36+9" 2+1° 1:1,6
3DF 47 +7° 45+ 6% 2+1° 1:1,2
4DF 48 + 62 44+ 62 2,3+0,8° 1:1,1
5DF 48 +6° 48+6° 1,8+0,5° 1:1

?® Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05).
! Médias + desvios-padrdo de trés ensaios (n=3)

5.1.3 Extracao com fluido supercritico

Ap6s a filtragio em membrana, o leitelho de soro concentrado foi

transformado em p6 através de secagem em spray e depois submetido a extragao

supercritica (EFS), visando a remocéao de triglicerideos. As condi¢cdes de operacao

do equipamento sdo apresentadas na Tabela 8.
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Tabela 8. Condicdes de operacao do equipamento de extracdo supercritica.

Parametro Condicao Programada Condicéo Obtida’
Trocador de calor, °C 50 45,6 +0,8
Aquecedor da camara, °C 50 55,6 £ 0,2
Aquecedor do ciclone, °C 50 54 £ 2
T° Fundo da cdmara, °C - 449 +0,8
T° Topo da camara, °C - 56 + 1
Regulador de contra-presséao, bar 350 350,1 £ 0,5
Vazao de CO,, g/min 20 19 1

"' Médias + desvios-padrdo de trés ensaios (n=3)

O desempenho da extracdo com fluido supercritico estda sumarizado na
Tabela 9. O processo removeu aproximadamente 34 g de lipideos apolares para
cada 100 g de amostra, utilizando cerca de 97 g de CO, para remover cada grama
desse material. Essa remocgéo correspondeu a uma reducdo de 73% na quantidade
de lipideos originalmente presente na amostra.

Astaire (2002) e Astaire et al. (2003) aplicaram EFS em retentados de leitelho
tradicional em pd, mas a amostra foi inicialmente misturada com biosilicato para
melhorar a eficiéncia de extragdo e a temperatura utilizada foi de 77 C. Em sua tese
(Astaire, 2002), a autora obteve uma redugédo de 73% no teor de lipideos do leitelho
tradicional em pé (MF/5DF) apds a aplicacao de EFS. O procedimento utilizado no
presente trabalho utilizou temperatura de 50 C para evitar a desnaturacdo das
proteinas do soro, presentes em maior proporcdo no leitelho de soro do que no
leitelho tradicional e que podem ser desnaturadas a 77 €. Também néao foi
misturado biosilicato as amostras, ja que a presenca desse material nos pés depois
da extracdo prejudicaria a utilizacdo do produto final como ingrediente. Nessas
condicdes, no presente trabalho a redugcéao no teor médio de lipideos nos leitelhos em
po foi de 55,4%.
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Tabela 9. Desempenho da extracado supercritica.

Parametro Valores Obtidos'
Lipideos removidos (g em 100g de amostra) 342
Lipideos removidos (g em 100g de lipideos) 734
g CO, / g lipideo removido 97 +4

"' Médias + desvios-padrdo de trés ensaios (n=3)

Conforme o esperado, a extracdo utilizando CO, supercritico removeu
seletivamente lipideos apolares, como demonstrado na Figura 9. Na cromatografia
em camada delgada (CCD), foi analisada a mesma quantidade de lipideos de cada
amostra e no cromatograma pode ser visto claramente que a gordura removida pela
extracdo supercritica nao continha lipideos polares (linhas 7 e 8), os quais
apresentaram um aumento de concentracdo nos pds depois da extracao (linhas 4, 5

e 6), quando comparados ao leitelho de soro em pé nao tratados (linhas 1, 2 e 3).

Apesar da concentragdo de acidos graxos especificos nao ter sido avaliada
no presente trabalho, resultados obtidos por Astaire et al. (2003) permitem supor
que a maior parte dos triglicerideos removidos pela extracdo supercritica era
possivelmente constituida por &cidos graxos de cadeia curta e média. Em seu
estudo, os autores observaram que os lipideos contendo &cidos graxos de cadeia
curta e média (< C18:1) tiveram sua concentragdo reduzida nos pds submetidos a
EFS, enquanto lipideos contendo acidos graxos de cadeia longa (C18:2 a C24)
tiveram a concentracdo aumentada, indicando que os triglicerideos possuem
diferentes solubilidades em CO, supercritico de acordo com seu tipo de cadeia e

peso molecular.

A remocao seletiva de lipideos contendo acidos graxos de cadeia curta e
média e a permanéncia de lipideos contendo acidos graxos polinsaturados podem
ser consideradas efeitos positivos da extracado utilizando CO. supercritico, ja que
acidos graxos polinsaturados tém sido considerados lipideos benéficos a saude
humana (Haug et al., 2007).
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Figura 9. Perfis de lipideos polares obtidos através de Cromatografia em Camada
Delgada (CCD). Linhas: 1-3: leitelhos de soro em pd (LSP) dos ensaios 1, 2 e 3,
respectivamente; 4-6: LSP dos ensaios 1, 2 e 3, respectivamente, submetidos a
extracao supercritica (LSP-EFS); 7-8: gordura removida por EFS.

5.1.4 Caracterizacao inicial dos leitelhos em po6

Em consequéncia da remocao de lipideos apolares, houve reducédo no teor
total de lipideos (p<0,05), com um aumento proporcional nos dos teores médios dos

demais componentes do leitelho de soro em pé (Figura 10), sendo mais expressivo
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para proteinas e cinzas (p<0,05) do que para os fosfolipideos (p<0,07). Os teores
médios de proteinas, lipideos, fosfolipideos e cinzas passaram de 47 + 3%, 47 + 4%,
7 +4% e 2,3 £ 0,1% nos leitelhos de soro em pd antes da extragdo para 73 + 3%,
21 + 4%, 12 + 4% e 3,2 £ 0,2% nos pos depois da extragdo supercritica,
respectivamente. Assim, a proporcao lipideo:proteina foi reduzida de 1:1 para 1:3,5

enqguanto a de fosfolipideo:lipideo aumentou de 1:6,6 para 1:1,7.

Morin et al. (2006) obtiveram pdés com menores teores de proteinas (21%) e
de fosfolipideos (2%) e maiores de lipideos (67%), cinzas (6,7%) e lactose (5%) a
partir de um retentado de MF/2DF de leitelho de soro filtrado a 8-10 <,
demonstrando que a associagao dos perfis iniciais da matéria-prima e das condicdes
utilizadas no presente trabalho resultaram em leitelhos de soro em p6 com melhores
caracteristicas para serem utilizados para a obtencdo de um ingrediente rico em

fosfolipideos.

% o L3P m LSP-EFS
a0

"""" o ol
— |
Proteinas Lipideos Cinzas Fosfolipi deos

® para cada componente, médias com letras diferentes diferem estatisticamente (*p<0,05; **p<0,07).

Figura 10. Composicao centesimal (% em base seca) dos leitelhos de soro em pé
antes (LSP) e depois da extracao supercritica (LSP-EFS).
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Os perfis protéicos das amostras de leitelho de soro (LS), leitelho de soro em
pd (LSP), leitelho de soro em pd apds a extracdo supercritica (LSP-EFS) e leitelho
em pé comercial (LTP) obtidos através de SDS-PAGE sao mostrados na Figura 11.

kOa

250
150

100

25 3 Proteinasda MGGL

50

aF

5 » Cazeinas

20

u-lactoalbumina

] [-lzot o lobul ina

L= LsP L=P-EFS LTP

Figura 11. Perfis protéicos obtidos por SDS-PAGE. Linhas: 1 padrées de peso
molecular; 2-4 leitelhos de soro (LS) dos ensaios 1, 2 e 3, respectivamente; 5-7
leitelhos de soro em pd (LSP) dos ensaios 1, 2 e 3, respectivamente; 8-10 LSP dos
ensaios 1, 2 e 3, respectivamente, submetidos a extragao supercritica (LSP-EFS); 11
leitelho tradicional em p6é (LTP). Para os leitelhos de soro, LSPs e LTP foram
preparadas solugdes de modo que ao final as amostras apresentassem 1 mg
proteina/mL, enquanto para os LSP-EFSs foram preparadas solucbes com as
mesmas quantidades de p6 utilizadas para os LSPs.

Pode ser observado claramente que todas as amostras apresentaram trés
grupos de proteinas: as origindrias da membrana do glébulo de gordura do leite
(MGGL), as caseinas e as principais proteinas do soro (B-lactoglobulina e a-
lactoalbumina). Porém, as amostras derivadas de creme de soro (LS, linhas 2-4,
LSP, linhas 5-7, e LSP-EFS, linhas 8-10) continham, proporcionalmente, pouca
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caseina e quantidades muito maiores de proteinas derivadas da MGGL e do soro em
relacdo a amostra de leitelho tradicional em p6 (linha 11), o qual parece ter as
caseinas como o principal componente protéico. Sodini et al. (2006), analisando
diversos leitelhos em p6 através de SDS-PAGE, obteve perfis protéicos para leitelhos
tradicionais em po6 bastante semelhante ao LTP analisado no presente estudo.
Entretanto, o leitelho de soro em p6 avaliado por esses autores apresentou uma

proporcao menor de proteinas da MGGL do que os produzidos no presente estudo.

Essa diferenca entre a composicao protéica do leitelho de soro e do leitelho
de creme ocorre porque durante a fabricacao de queijo praticamente toda a caseina
€ concentrada na massa por processos fisicos e quimicos que deixam um residual
minimo de caseina perdido no soro. Por outro lado, o creme é separado do leite por
centrifugacdo, um processo fisico baseado na diferengca de densidade entre a
gordura e os demais componentes do leite, 0 que acaba carregando um percentual

relativamente grande de caseinas para o creme.

A filtracdo em membrana reduziu a proporcao de a-lactoalbumina em relacao
as demais proteinas, indicando que essa proteina pode ter sido o principal
componente protéico retido na membrana. Ja a extracdo supercritica provocou a
concentracao das proteinas nos pds, em decorréncia da remog¢ao parcial dos lipideos
apolares pelo CO; supercritico, como ja discutido anteriormente.

Através dos dados apresentados na Tabela 10, a qual mostra o fator de
concentracdo dos componentes do leitelho de soro no decorrer de todas as fases de
processamento, é possivel visualizar como as caracteristicas de composicdo dos
produtos foram sendo modificadas ao longo do processo de obtencédo dos leitelhos

em pé.
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Tabela 10. Fator de concentracdo (FC) dos componentes do leitelho de soro nas
diferentes fases de processamento.

FC'™ Retentado UF Retentado 5DF LSP LSP-EFS
Sélidos totais 1,19 £ 0,03° 0,6 +0,2° 12,2 +0,6° 11,9 £0,5°
Proteinas 1,5+0,2° 1,9+0,1° 1,91 £0,08° 29+0,1°
Lipideos 1,59 +0,09° 3,0+0,2° 29+02° 1,17 £0,08°
Fosfolipideos - - 4+ 20 62"
Cinzas 0,759 + 0,004° 0,26 +0,07° 0,33+0,01° 0,46 +0,01°
Lactose 0,6+0,12 0,04 +0,02° 0,06 +0,01° 0,09 +0,02°

* FC = (concentragdo do componente) x (concentragdo do componente no leitelho de soro) . Valores
em base seca, exceto para sélidos totais.

3¢ Médias com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05, *p<0,18).

! Médias *+ desvios-padréo de trés ensaios (n=3)

LSP: leitelho de soro em pd; LSP-EFS: LSP submetido a extragdo supercritica.

A concentracdo de compostos de interesse no presente trabalho foi superior
a obtida por Morin et al. (2006), especialmente com relagao ao teor de fosfolipideos,
mesmo quando comparada aos dados obtidos antes da extracao supercritica. Esses
autores, trabalhando com MF/2DF de leitelho de soro a 8-10 € conseguiram
aumentar em 62, 131, 51 e 16% os teores de proteinas, lipideos, fosfolipideos e

cinzas, respectivamente, e reduzir o teor de lactose em 90%.

No presente estudo, depois dos processos de filtracdo e secagem, os teores
de cinzas e lactose foram reduzidos para 33 e 6% dos teores iniciais encontrados no
leitelho de soro, enquanto os teores de proteinas, lipideos e fosfolipideos foram
aumentados em cerca de 90, 190 e 300%, respectivamente. Ja o processo de
extracdo com CO. supercritico reduziu em média 60% o FC de lipideos nos pos,
resultando ao final de todo o processamento em aumentos de 190, 17 e 500% nos
teores de proteinas, lipideos e fosfolipideos, e uma reducédo de 54 e 91% nos teores
de cinzas e de lactose, respectivamente, em relacdo aos teores, em base seca, do

leitelho de soro.

68



5.1.5 Teores de fosfolipideos especificos

Nas amostras analisadas através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC), foram identificados e quantificados cinco principais fosfolipideos:
fosfatidilcolina (FC), fosfatidiletanolamina (FE), esfingomielina (EM), fosfatidilinositol
(FI) e fosfatidilserina. A partir dos dados obtidos, foram construidas curvas-padrdes e
geradas regressdes lineares para a quantificacdo de cada fosfolipideo. Os
coeficientes das equacgdes para quantificacdo desses fosfolipideos sdo apresentados
na Tabela 11. A soma dos teores dos cinco fosfolipideos identificados foi
considerada como sendo o total de fosfolipideos, ja que outros lipideos
representariam apenas tracos desse total (Dewettinck et al., 2008; Fong et al., 2007;
Kanno, 1990).

Tabela 11. Coeficientes das equacbes para quantificacdo dos fosfolipideos dos
produtos analisados por HPLC.

Fosfolipideos FE FI FS FC EM
Parametros estatisticos
Coeficiente angular (A) 2,7432 3,56 0,4673 2,6757 2,6187
Coeficiente linear (B) 0,9426 1,145 0,1008 1,352 0,8576
Coeficiente de determinacao (R? 0,9963 0,9936 0,9909 0,9968 0,9949
Significancia (p) <1x10° <3x10* <5x10° <2x107 <2x10*
Faixa linear (mg/ml) 0,025-0,3 0,025-0,3 0,025-0,1 0,025-0,5 0,025-0,3

Onde: Quantidade do fosfolipideo (ug) = (4rea + B) x A™
FE: fosfatidiletanolamina; Fl: fosfatidilinositol; FS: fosfatidilserina; FC: fosfatidilcolina; EM:
esfingomielina.

A Tabela 12 mostra os teores calculados de fosfolipideos das amostras
analisadas, como percentuais do total de lipideos, do total de fosfolipideos e dos
sélidos totais.
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Tabela 12. Teores de fosfolipideos' dos produtos analisados por HPLC.

Amostras
Fosfolipideos CS Manteiga LS LSP LSP-EFS LTP
Como % do teor de fosfolipideos
FC 34+5 33+4 45+ 8 43+24 44 +17 53,7+0,5
FE 18 +1 17,7 £ 0,80 187 22 + 11 22+8 11,0+ 0,6
EM 22+3 22+3 22+3 24 +13 24+9 27,3+0,6
Fl 15,4+04 157+04 7,1+£0,8 61 5+3 2,84 £ 0,02
FS 11+3 12+3 8+2 6+3 5+3 51+0,5
Como % do teor de lipideos
FC 1,9+0,3 1,710,2 6+1 63 27 t5 15,7 £ 0,1
FE 1,00+0,06 094+0,05 21+0,7 3+1 132 3,2+£0,2
EM 1,2+0,3 1,2+0,2 2,7%0,2 3+2 15+3 8,0£0,2
Fl 0,87 +0,02 0,84+0,02 0,88+0,04 0,9+0,1 3+1 0,83 + 0,01
FS 0,6 +0,3 0,6 £0,2 1,0+0,2 09+04 3+2 1,5+0,1
Total (%) 56+0,5 53+0,5 12,4 +0,8 15+7 61 £ 11 29,2+0,6
Como % do teor de solidos totais
FC 1,6+0,2 1,710,2 0,9+0,2 3+2 5+2 0,98 £ 0,01
FE 0,86 +0,05 091+004 03%0,1 1,5+0,8 2609 0,20 = 0,01
EM 1,1+0,1 1,1+0,2 0,44 +£0,06 1,7+0,9 3+1 0,50 + 0,01
Fl 0,75+0,02 0,81+0,02 0,14+0,02 0,45+0,08 0,6 +0,3 0,052 +0,003
FS 0,6+0,2 0,6+0,2 0,16 +0,04 0,5+0,2 0,6 +0,4 0,09 £ 0,01
Total (%) 49+0,4 51+0,5 2,0+£0,2 74 12+4 1,83 £ 0,04

" Médias + desvios-padréo de trés ensaios (n=3)
Onde: Amostras: CS - creme de soro, LS - leitelho de soro, LSP - leitelho de soro em pé, LSP-EFS -
leitelho de soro em p6 submetido a extragcdo supercritica, LTP - leitelho tradicional em pb.
Fosfolipideos: FC - fosfatidilcolina, FE - fosfatidiletanolamina, EM - esfingomielina, FI - fosfatidilinositol,

FS - fosfatidilserina.
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Conforme esperado, a maior parte dos fosfolipideos foi constituida por
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e esfingomielina, os quais representaram,
respectivamente, de 34 a 45%, de 18 a 22% e de 22 a 24% do total de fosfolipideos
nas amostras de creme de soro e derivados, enquanto fosfatidilinositol e
fosfatidilserina somaram de 5 a 16% e de 5 a 12%, respectivamente. Ja na amostra
comercial de leitelho tradicional em pé, FC, FE e EM representaram 54; 11 e 27%,

enquanto Fl e FS somaram 3 e 5%, respectivamente.

O total de fosfolipideos, como percentual dos soélidos totais, presente no
leitelho de soro foi de 2%. Morin et al. (2006), Rombaut et al. (2006) e Sachdeva and
Buchheim (1997) encontraram concentragdes menores de fosfolipideos no leitelho de
soro, 1,3; 1,8 e 1,5%, respectivamente. Os autores ndao apresentaram os teores
individuais de cada fosfolipideo. Nao foi encontrado nenhum trabalho apresentando

esse tipo de dado para creme, manteiga e leitelho de soro.

Dados sobre fosfolipideos especificos foram publicados recentemente por
Britten et al. (2008), porém dizem respeito aos teores de fosfolipideos de leitelho
tradicional. Os autores obtiveram que fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
esfingomielina, fosfatidilinositol e fosfatidilserina representavam 25; 29; 27; 9 e 10%
do total de fosfolipideos, respectivamente. No estudo citado, FC, FE e SM
apresentaram-se em proporcdées semelhantes (25-29%), enquanto que no presente
trabalho foi observada uma grande proporcao de FC no leitelho de soro (~45% do

total) em relacdo aos demais fosfolipideos.
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5.2 Avaliacao das Propriedades Funcionais

5.2.1 Solubilidade protéica

A solubilidade protéica das amostras de leitelhos em pé foi avaliada em
solugdes contendo 5% de proteina e preparadas em pH 5 e 7. Antes de iniciar a
analise de solubilidade, as soluc¢des protéicas foram analisadas quanto a distribuicao
do tamanho de particulas (Figura 12). Podem ser feitas quatro observacoes
principais com relacado as distribuicdes de tamanho de particulas das solucdes: (1)
todas as solucbes apresentaram a grande maioria (69-84%) de suas particulas com
tamanho, em percentual volumétrico, entre 10 e 100 um; (2) a solugéo de LTP em pH
5 foi a que apresentou a quantidade mais elevada de particulas maiores do que
100 um; (3) as solucdes de LSP, independente do pH, apresentaram as quantidades
mais baixas de particulas menores do que 10 um; e (4) as solug¢des de LSP-EFS, de
maneira geral, mostraram um perfil de distribuicdo de tamanho de particulas

intermediario em relagdo aos das demais solugdes.

Houve influéncia significativa do pH (p<0,05) e do tipo de pdé (p<0,05) no
tamanho volumétrico médio das particulas. Em pH 5, as solucbes de LTP
apresentaram o maior tamanho médio das particulas. Em pH 7 as solucdes de LSP-
EFS apresentaram particulas com maior tamanho médio (33 um) em relacdo as

solucdes de LSP (25 um), enquanto as solucdes de LTP nao diferiram das demais.

O pH afetou o tamanho médio das particulas principalmente nas solucdes de
LTP, o qual foi reduzido de 40 ym para 27 ym quando o pH passou de 5 para 7,
provavelmente porque o LTP contém uma quantidade significativa de caseina (Figura
10), a qual tende a se agregar quando o pH se aproxima de seu ponto isoelétrico
(~4,6).
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Diametro das particulas
<1 pm 1-10 pm 10-100 pm >100 pm Média
pH5: LSP 46+08%*" 26+1% 69,4 +0,3°* 0,1+0,1™ 23 +1°
LSP-EFS 441 16+ 1% 80,6+0,1% 0,002+0,001 27,0+0,8°
LTP 0,02+0,01°" 13,1+04°® 80,7+0.2%* 6,1+0,7% 40,0+ 0,9
pH7: LSP 5+1% 22+ 4% 73+4% 0,1+0,2%* 25+ 4"
LSP-EFS 0,4+0,5 14 +2%A 84+2" 1+£13 33+4%
LTP 3+13 17,7+0,8%" 78+ 1% 1+1%8 27+ 238

® Para cada valor de pH, médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente (p<0,05).

"8 Para cada tipo de pd, médias com letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente (p<0,05).

' Médias + desvios-padrao de trés ensaios (n=3)

Figura 12. Distribuicido do tamanho de particulas' (volume, %) determinada em
solugdes com 5% de proteina preparadas em pH 5 e 7.

O LSP nao foi afetado pelo pH, pois a maior parte de seu teor protéico é
formado por proteinas do soro, as quais nao se agregam quando o pH se torna mais
acido. Nesse tipo de pd6, a extracdo supercritica levou a um leve aumento do
tamanho médio das particulas nas solucées em pH 7, e redugdo no percentual de

particulas menores doque 1 uymempH5e 7.
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O mesmo efeito da EFS foi reportado por Astaire (2002) avaliando leitelhos
tradicionais em po6. A autora atribuiu esse efeito ao fato de que a extracao
supercritica havia removido preferencialmente lipideos apolares saturados e de
cadeia curta (particulas menores), contribuindo assim para o aumento do tamanho
médio das particulas em solucdo. Além disso, Ju & Kilara (1998) demonstraram que
as proteinas do soro podem sofrer mudancas de conformacédo e agregacdo em
solucdes quando submetidas a aquecimento leve (45 °C) por algumas horas, o que
pode ter acontecido no presente trabalho durante a extracdo com fluido supercritico,
levando ao aumento do tamanho das patrticulas.

Como mostra a Figura 13, o pH nao afetou a solubilidade protéica dos
leitelhos de soro em pd, tratados ou ndo com EFS, e afetou significativamente essa
caracteristica nas solucdes de leitelho tradicional em p6. O mesmo foi observado por
Sodini et al. (2006). Os autores obtiveram solubilidades protéicas em torno de 79 e
77% em pH original (6,0 para LSP e 6,6 para LTP) e de 23 e 76% em pH 5,

analisando solugées de leitelho tradicional e leitelho de soro em pé, respectivamente.

No LTP, a reducdo do pH de 7 para 5 levou a reducdo da solubilidade
protéica de 86,2 = 0,3% para 73,0 £ 0,6%, possivelmente devido a diminuigcdo da
solubilidade das caseinas com a queda do pH. As solugcbes de LSP-EFS
apresentaram valores de solubilidade praticamente iguais em pH 5 (83,5 £ 0,7%) e
pH 7 (83,4 £ 0,4%). Em pH 7, sua solubilidade protéica foi menor do que as demais
solucoes (LSP = 86,4 + 0,5%; LTP = 86,2 + 0,3%), as quais nao diferiram entre si, e
menor do que a de LSP em pH 5 (86,0 £ 0,3%).
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Figura 13. Solubilidade protéica (SP%) dos leitelhos de soro em pé determinada em
solucdes com 5% de proteina preparadas em pH 5 e 7.

O aumento do tamanho das particulas e a redugdo da solubilidade das
proteinas nos leitelhos em p6 tratados por EFS podem ser decorrentes da exposicao
prolongada ao aquecimento leve durante a extracdo (Ju & Kilara, 1998), conforme

explicado anteriormente.
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5.2.2 Testes de emulsificacao

A estabilidade das emulsdes das amostras de leitelho em p6 foi avaliada em
emulsdes contendo 1% de proteina e 20% de ébleo, preparadas em pH 5 e 7. Antes
de iniciar os testes de emulsificacdo, as emulsées foram analisadas quanto a

distribuicdo do tamanho de particulas (Figura 14).

— LSPpH5 — LSP-EFSpH5 — LTPpHs5
LSPpH7 — LSP-EFSpH7 —— LTPpH?
6
5 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
4 - PN

Volume (%)
w

ol N
o N
0 ; : : : :
0,0 0,1 1,0 10,0 100,0 1000,0 10000,0
Diametro das particulas
<1pm 1-10 pm 10-100 pm >100 pm Média
pH5: LSP 5,604 85+ 12 9,0+0,7 0+0 5,46 + 0,01 °*
LSP-EFS 5906 83+1 11 £2° 0+0 57 +0,3°"
LTP 513 74 +2°A 20,7+0,6%* 0,01+001* 73+06%
pH7: LSP 7,302 83+3% 10 £3°2A 0+0% 51+05%
LSP-EFS 7,206 80,3+0,7% 1312 0+0% 55+04°%
LTP 6,805 81+3% 12+£2°%8 0+0 54+05%

® Para cada valor de pH, médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente (p<0,05).

® Para cada tipo de pdé, médias com letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente (p<0,05).
! Médias + desvios-padrao de trés ensaios (n=3)

Figura 14. Distribuicido do tamanho de particulas' (volume, %) determinada em
emulsdes (20% oleo, 1% proteina) preparadas em pH 5e 7.
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Todas as emulsdes apresentaram a grande maioria de suas particulas (74-
85%) com tamanho, em percentual volumétrico, entre 1 e 10 pm. As Unicas
diferencas encontradas foram: (1) em pH 5 as emulsées de LTP apresentaram um
quantidade superior de particulas entre 10 e 100 ym (20,7%) em relacdo as
emulsdes de LSP (9%) e de LSP-EFS (11%), as quais nao diferiram entre si; e (2) o
pH sé afetou significativamente o tamanho das particulas das emulsées de LTP, as
quais apresentaram maior quantidade de particulas entre 10 e 100 um e maior média
(7,3 ym) em pH 5 do que em pH 7 (12%; 5,4 um).

Efeitos similares foram observados por Sodini et al. (2006) em emulsdes de
leitelho tradicional e de leitelho de soro em p6. Os autores verificaram que o pH nao
teve efeito sobre as emulsées de LSP (média ~5 um), enquanto as emulsbes de
leitelho tradicional em p6 apresentaram particulas maiores em pH 5 (~13 ym) do que
no pH original da emulsédo (~7,5 uym). Esse efeito pode ser atribuido novamente ao
alto teor de caseinas no leitelho tradicional e baixo residual dessas proteinas

insoluveis em pH 4,6 no leitelho de soro.

A estabilidade das emulsdes foi avaliada através das cinéticas de cremeamento
das mesmas mantidas em temperatura ambiente durante seis horas. Apds seis
horas, foi calculado o indice de cremeamento para cada emulsdo (Tabela 13) e o
aspecto final das emulsées pode ser observado na Figura 15. Como pode ser
observado na Tabela 13, alguns valores de desvio-padrao foram altos em relagéao a
da média, o que ndo comprometeu a avaliacdo geral dos resultados. Isso ocorreu
devido a pouca quantidade de soro separada, especialmente nas emulsdes de LSP e
LSP-EFS, o que dificultava a medida.

77



LsP LSP-EF= LTP L=P L5P-EF = LTP

e

pHS pH 7

Figura 15. Emulsées (20% O6leo, 1% proteina) apdés 6 horas em repouso a
temperatura ambiente.

O pH afetou significativamente a estabilidade das emulsées de todos os tipos
de leitelho em pé avaliados. Entretanto, as emulsdes de LSP-EFS foram afetadas em
menor intensidade. As emulsées em pH 7 apresentaram cinéticas de cremeamento
similares (Figura 16), sendo que todas mostraram boa estabilidade nesse pH. Ao
final do teste nesse pH, as emulsées com LTP apresentaram menor estabilidade
(indice de cremeamento de 3,0%) em relagdo as emulsées com LSP (0,2%) e com
LSP-EFS (0,4%), as quais nao diferiram entre si.

Tabela 13. indice de cremeamento (%), apds 6 horas de repouso a temperatura
ambiente, de emulsdes (20% 6leo, 1% proteina) preparadas em pH 5 e 7.

Indice de cremeamento (%)’ LSP EFS-LSP LTP
pH 7 0,2+0,3° 0,4+0,6" 3,0+0,1%
pH 5 37 4% 7 3% 38,49 +0,01

* Médias com letras mintsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05).
A8 Médias com letras maitisculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05).
! Médias e desvios-padrio, entre parénteses, de trés ensaios (n=3)
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As emulsdées em pH 5 apresentaram estabilidade bem inferior as mesmas
emulsdes em pH 7 (Figura 17). Nesse pH reduzido, as emulsdes de LSP-EFS se
mostraram mais estaveis do que as demais, chegando ao final do teste com um
indice de cremeamento inferior (7%) em relacdo as emulsdes com LSP (37%) e com
LTP (38,49%). A melhor capacidade emulsificante do leitelho de soro em poé
submetido a extracao supercritica pode ser explicada principalmente pelo seu menor
teor de lipideos, resultando em uma proporcdo maior de proteina em relacdo aos
lipideos na emulsdo, e maior teor de fosfolipideos, que por sua natureza anfétera sao
considerados bons emulsificantes. Além disso, proteinas globulares, como as soro-
proteinas encontradas no leitelho de soro em po, se tornam bons emulsificantes
somente quando tém sua estrutura parcialmente aberta (Sikorski, 2007), em funcgao
da exposicdo a aquecimento leve e prolongado (Ju e Kilara, 1998), como as
condices utilizadas nesse trabalho durante a extragéo supercritica.

A industria fabricante de leitelhos em pd recomenda seu uso como ingrediente
especialmente em produtos de panificagdo, iogurtes, sorvetes, leites recombinados e
chocolate (Dairy Crest, Inglaterra; Dairy Powders, Tailandia; Grain Millers, Estados
Unidos; Kerry, Irlanda), devido seus efeitos benéficos sobre cor, sabor, emulsificacao
e capacidade de retencdo de agua desses produtos (Dairy Management Inc, 2005).
Os leitelhos de soro em pé obtidos nesse trabalho apresentaram caracteristicas de
composicdo e propriedades funcionais que possibilitariam seu uso de maneira
semelhante ao leitelho tradicional em p6, porém com algumas vantagens. Os
leitelhos em soro em p6 (LSP e LSP-EFS) apresentaram elevado teor de
fosfolipideos e mantiveram alta solubilidade mesmo em pH 5 e o LSP-EFS mostrou
menor perda da capacidade estabilizante de emulsées quando o pH foi reduzido de 7
para 5, o que possibilitaria seu uso em alimentos de pH &cido como maionese,

alguns tipos de sopa e molhos para saladas ou pratos prontos.
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Figura 16. Cinética de cremeamento de emulsées (20% 6leo, 1% proteina, pH 7)
em repouso por 6 horas a temperatura ambiente: (A) LSP, (B) LSP-EFS, (C) LTP.
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Figura 17. Cinética de cremeamento de emulsées (20% 6leo, 1% proteina, pH 5)
em repouso por 6 horas a temperatura ambiente: (A) LSP, (B) LSP-EFS, (C) LTP.

81



6 CONCLUSOES

A aplicagdo associada dos processos de filtracdo em membrana
(ultrafiltragéo e diafiltracdo) e de extragdo com fluido supercritico ao leitelho de
soro promoveu a remogao de grande parte de seus minerais, lactose e lipideos
apolares, permitindo a obtencdo de um ingrediente lacteo enriquecido em
componentes derivados da membrana do globulo de gordura do leite,

especialmente fosfolipideos.

Os dois ingredientes obtidos nesse trabalho a partir do leitelho de soro
podem ser considerados produtos com caracteristicas interessantes para o uso
em alimentos. Ambos apresentaram baixo residual de caseinas, lactose e
minerais, o leitelho de soro em pd apresentou uma proporcdo média
lipideo:proteina de 1:1 e alta concentracao de fosfolipideos (~7%), € o po6 tratado
com EFS apresentou menor teor de lipideos apolares e uma propor¢cao maior de
fosfolipideos (total ~12%), sendo que a relacdo FL:lipideo passou de 1:6,6 para
1:1,7 com a extracdo supercritica.

As propriedades funcionais (solubilidade protéica e capacidade
emulsificante) dos leitelhos de soro em p6 obtidos, tratados ou ndo com EFS,
foram pouco ou nao afetadas pelo pH, enquanto o abaixamento de pH prejudicou
as caracteristicas da amostra comercial de leitelho tradicional em p6, devido ao
alto teor de caseinas nesse tipo de p6 em relacdo aos de leitelhos de soro. Além
disso, a extragdo supercritica melhorou a estabilidade da emulsdo produzida a
partir do leitelho de soro em pé em pH 5.

Assim, os leitelhos de soro em p6 obtidos podem ser considerados
ingredientes com grande possibilidade de uso na industria de alimentos, como
fonte de lipideos e proteinas de qualidade, associando propriedades tecnolégicas,
especialmente para uso em alimentos de baixo pH, e conteudo de compostos
potencialmente benéficos a saude, principalmente apds o tratamento com a

extracao supercritica.
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