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RESUMO

BORGES, M. V. Perfil protedmico, quimico e estrutural de leite em p6 de bufala
produzido em mini spray dryer. Itapetinga — BA: UESB, 2016. 60p. (Dissertacdo —
Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos).*

A utilizacdo de leite de bufala para a obtencdo de leite em p0 se destaca ndo so pelo
aumento no tempo de armazenamento, mas também pelo seu alto valor nutricional.
Objetivou-se com o presente trabalho obter leite em pd integral de bufala por meio de
secagem em mini spray dryer e avaliar caracteristicas fisicas, quimicas, estruturais e
protedmicas durante seu armazenamento. O leite de bufala foi submetido a secagem por
atomizacdo, em mini spray dryer, com temperatura do ar na entrada e saida do secador de
140°C e 80°C, respectivamente, bico injetor de 1,0 mm de espessura com vazdo de ar de 40
L/min, vaz&o do ar de secagem 3 m3/min e vazdo da bomba de 1,07 L/h. As amostras obtidas
foram embaladas a vacuo em embalagens flexiveis laminadas e avaliadas no tempo zero e aos
30, 60, 90, 120 e 150 dias de armazenamento em temperatura ambiente. Foram analisados 0s
teores de umidade, gordura, proteinas, cinzas, densidade, acidez, indice de solubilidade e
particulas queimadas, além da andlise estrutural realizada pela microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e o estudo protedmico por meio da eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilaminda (SDS-PAGE). A producdo do leite em pd a partir dos padrbes fixados
originou um leite em pé de bufala com teores médios de 34,09% de gordura, 4% de umidade,
11,32°D de acidez, 4,8% de cinzas, 1,04 g/mL de densidade, 21,51% de proteinas, 0,20 mL de
indice de solubilidade e 7,5 mg de particulas queimadas (valor correspondente ao disco B).
Dentre os parametros avaliados, o tempo influenciou apenas na absorcdo de umidade, pois
esta apresentou um aumento significativo durante o armazenamento. Na analise de
microscopia foi possivel observar uma aglomeracdo de particulas de leite em pd com
estruturas murchas e enrugadas, obtidas provavelmente pela técnica empregada no processo
de sua obtencdo. Por meio do estudo protedmico, as fracGes proteicas identificadas néo
apresentaram alteracfes significativas durante os 150 dias de estocagem. Diante dos
resultados encontrados, torna-se viavel a produgdo de leite em p6 de bufala em mini spray
dryer, pois o leite apresentou boas caracteristicas de qualidade que se mantiveram constante
durante o tempo de andlise.

Palavras-chave: microscopia, eletroforese, spray dryer.

*Orientador (a): Sibelli Passini Barbosa Ferrdo, DSc., UESB. Co-orientadores: Modesto
Antbnio Chaves, DSc., UESB; Antonio Silvio do Egito, DSc., EMBRAPA.



SUMMARY

BORGES, M. V. Profile proteomic, chemical and structural buffalo milk powder
produced in mini spray dryer. Itapetinga - BA: UESB, 2016. 60p. (Dissertation - Masters in

Engineering and Food Science) *.

The use of buffalo milk for obtaining milk powder stands out not only for its longer
shelf life, but also for its high nutritional value. The goal of this paper was to obtain whole
milk powder from buffalo milk by drying in mini spray dryer and evaluate their physical,
chemical, structural and proteomic during storage. The buffalo milk was subjected to spray
drying in a mini spray dryer, with the air temperature in and 140 ° C and 80 ° C, respectively,
out of the dryer, 1.0 mm thick nozzle with 40 L of air flow / min, air drying flow of 3 m3/
min and pump flow of 1.07 L / h. The samples were vacuum packed in flexible packaging
laminate and evaluated at time zero and at 30, 60, 90, 120 and 150 days of storage at room
temperature. the moisture content were analyzed, fat, protein, ash, density, acidity, solubility
index and burning particles, as well as structural analysis by scanning electron microscopy
(SEM) and the study proteomic by denaturing gel electrophoresis poliacrilaminda (SDS-
PAGE). The production of milk powder from the set patterns generated a buffalo milk powder
with average of 34.09% of fat, 4% moisture, 11,32°D acidity, 4.8% ash, 1.04 g / ml density,
21.51% protein, 0.20 mL solubility index and 7.5 mg of burnt particles (equivalent to the disk
B). Among the evaluated parameters, time influenced only in moisture absorption, as this
showed a significant increase during storage. In the analysis of microscopy it was possible to
observe a milk powder particle agglomeration with wilted structures and wrinkled, probably
obtained by the technique employed in the process of obtaining it. Through proteomic study
identified protein fractions showed no significant changes during the 150 days of storage.
Considering the results, it becomes feasible to milk production in buffalo milk powder mini
spray dryer because the milk had good quality characteristics that have remained constant
during the analysis time.

Keywords: microscopy, electrophoresis, spray dryer.

* Adviser (a): Sibelli Passini Barbosa Stinger, DSc, UESB. Co-advisors: Modesto Antonio
Chaves, DSc, UESB; Antbnio Silvio do Egito, DSc., EMBRAPA.



1. INTRODUCAO

A bubalinocultura brasileira vem apresentando elevado crescimento que é evidenciado
pelo aumento populacional destes animais em diversas regides. Este aumento se deve
principalmente pela utilizacdo do leite produzido na elaboracéo de derivados, ja que o leite de
bafalas apresenta alto teor de seus constituintes como gordura, proteina e lactose, sendo,
portanto, mais concentrado, apresentando assim menos dgua e mais matéria seca. Deste modo,
se garante um alto valor nutricional devido as suas caracteristicas de composi¢do e maior
rendimento na producdo de seus derivados devido ao seu maior contelido de matéria seca,
porém a sua utilizagdo no Brasil se limita basicamente para a producao de queijos.

Na busca de se obter um novo produto levando em consideragdo a sazonalidade na
producdo do leite de bufala e sua escassez em determinados periodos, torna-se necessario o
aprimoramento de técnicas a fim de se garantirum produto seguro e saudavel
mantendo o seu valor nutricional e conservacdo por um maior periodo, para que 0 mesmo seja
comercializado também  nos periodos de entre safra, suprindo a necessidade do
consumidor. Assim, o processo de secagem € um dos métodos mais indicados, pois garante a
estabilidade tanto microbioldgica quanto fisico-quimica permitindo manter as caracteristicas
minimas de qualidade que o leite deve apresentar para que seja consumido em um prazo de
validade mais prolongado.

A secagem promove a remocao de agua por meio do contato da goticula de leite com o
ar de secagem, fazendo com que reduza a atividade de agua e por consequéncia aumenta a
estabilidade microbioldgica e diminui os riscos de degradacdo, além de facilitar o
armazenamento e transporte deste produto. Porém existem fatores que podem contribuir para
provocar alteracbes nas particulas do leite empd, como elevadas temperaturas,
elevada umidade e migracdo de componentes (gordura, proteina e lactose) para a superficie da
particula durante o periodo de estocagem, que podem promover aglomeracdo de particulas,
cristalizacdo da lactose, reacdo de Maillard, oxidacdo de gorduras e alteracbes nas
propriedades de solubilidade (molhabilidade e dispersabilidade por exemplo).

Visto que alteracdes podem ocorrer no leite em p6 durante a estocagem, a utilizacao
da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) torna possivel visualizar a superficie da
particula de leite a fim de verificar possiveis alteracbes na sua estrutura que podem estar
associadas a estes fatores.

Outros estudos também podem ser realizados com o intuito de verificar as diferentes
fracOes proteicas presentes em uma amostra. A eletroforese, uma das técnicas mais utilizadas,

promove a separacdo de particulas fazendo com que as mesmas sejam dissolvidas ou
3



suspensas em um eletrolito, através do qual uma corrente elétrica é aplicada, assim as
moléculas ionizadas, em solugdo, sdo separadas de acordo com suas cargas elétricas e massas
moleculares em campo elétrico.

N&o ha relatos de producdo de leite em pd de bufala em escala comercial no Brasil, e
poucos sdo os trabalhos que avaliam a producédo e qualidade deste derivado. Considerando a
qualidade nutricional do leite de bufala se torna interessante o desenvolvimento de um novo
produto com boas caracteristicas sensoriais e excelente valor nutricional para que este possa
ser comercializado no ambito nacional. Diante do exposto, objetivou-se com o presente
trabalho obter leite em po integral de bufala por meio de secagem em mini spray dryer e
avaliar suas caracteristicas fisicas, quimicas, estruturais e protedbmicas durante seu

armazenamento.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Bubalinocultura: Aspectos Gerais e a producéo leiteira

Os bufalos domesticos pertencem a familia Bovidae, a subfamilia Bovinae (mesma
classificacdo dos bovinos) e a espécie Bubalus bubalis, sendo distinto do bufalo africano,
Syncerus caffer e do bafalo americano, Bison bison (DAME, 2006). Os bufalos (Bubalus
bubalis) domésticos sdo de origem asiatica, especialmente da india, China e Paquistdo.
Contudo, j& se encontram distribuidos nos continentes africano, americano e europeu
(MARQUES, 2000). Os bufalos chegaram oficialmente ao Brasil entre 1890 e 1895 trazidos
por condenados foragidos da Guiana Francesa em um barco que ancorou no norte da llha do
Maraj6 (SANTIAGO, 2000).

Para Carmo (2006), a espécie Bubalus bubalis subdivide-se em trés variedades: fulvus,
bubalis e kerebau, sendo que apenas duas dessas variedades possuem ragas representativas no
Brasil, a variedade bubalis, conhecida como bufalos de rio (representada pelas racas Murrah,
Mediterraneo e Jafarabadi) e a variedade kerebau, conhecida como bufalos de péantano
(representada pela raca Carabao ou Rosilho). Esta mesma subdivisdo da espécie Bubalus
bubalis é reconhecida pela Associacdo Brasileira de Criadores de Bufalos — ABCB (ABCB,
2012).

A bubalinocultura brasileira vem apresentando elevado crescimento nas ultimas
décadas, evidenciado pelo aumento populacional desses animais em diversas propriedades e
regides (RODRIGUES et al., 2008). Os bufalos sdo criados no Brasil principalmente para a
producdo de carne e leite servindo, ainda, como animal de trabalho e meio de transporte. 1sso
se da pelo fato de serem animais que apresentam alta rusticidade, resisténcia a doencas e
adaptabilidade a solos, e apresentarem também a capacidade de produzir proteinas de alto
valor (carne e leite) a partir de alimentos fibrosos (OLIVEIRA, 2005; VIEIRA et al., 2011).
De acordo com Tonhati (2000), na regido norte predominam os bubalinos destinados a
producdo de carne e na regido Sul, a producéo de leite é preferida.

O efetivo bubalino mundial é de 195.266.000 cabecas, sendo que cerca de 189 milhdes
se encontram na Asia (97%), com destaque para a india com cerca de 113 milhdes de animais
(60%) (FAO, 2013). O efetivo bubalino nacional foi de 1.261.922 cabecas em 2012 tendo um
aumento de 104,56% deste periodo para 2014 onde apresentou um total de 1.319.478 cabecas.
Desse total, o Para possuiu a maior representatividade com 493.646 bufalos e a Bahia nesse

mesmo periodo apresentou 25.128 bufalos, ficando em 11° lugar no ranking (IBGE, 2015).



Com o crescimento na populacdo de animais ocorre, consequentemente, um
crescimento na producdo leiteira. Segundo Jorge et al. (2011), nos ultimos cinquenta anos, o
crescimento da producéo de leite de bufala no Brasil foi de 301,0%, diferente do leite de vaca,
que nesse mesmo periodo alcangou apenas 59,3%, o de leite de cabra 85,0% e de ovelha
54,5%, o que sinaliza, indiscutivelmente, a importancia da evolugcdo da bubalinocultura
leiteira.

Mundialmente, entre os tipos de leite comercializados, o bovino é o mais importante
(respondendo por quase 83,5% do total), seguido pelo bubalino (quase 13% do total)
(GUIMARAES et al., 2013). No Brasil, a producio média de leite bubalino é de 1.583 litros
por lactacdo, sendo que cerca de 30,9% das bufalas produzem mais de 2.000 litros de leite por
lactacdo (NARDI & SANTOS, 2013). No Brasil, ndo existe informacéo oficial atual sobre o
volume de leite de bufala produzido anualmente, mas acredita-se que a producdo venha
acompanhando a tendéncia mundial. Nos ultimos dados oficiais brasileiros, em 2006 foram
produzidos no Brasil 45.955 mil litros de leite de bufala (IBGE, 2006).

2.2.  Caracteristicas gerais do leite de bufala

O leite de bufala apresenta caracteristicas que o diferenciam de qualquer outro tipo de
leite. Seus teores de lipideos, proteinas, lactose, sélidos totais e residuo mineral fixo revelam
grande importancia nutricional. Uma das suas caracteristicas mais marcantes é a auséncia de
[-caroteno em sua composicdo, que lhe confere uma coloragdo branca. O leite de bufala
possui alto teor de seus constituintes, apresentando teores médios de 7,73% de gordura,
4,23% de proteina e 4,90% de lactose (MACEDO et al., 2001; ROSATI &VAN VLECK,
2002; PIGNATA et al., 2014). Portanto, o leite de bufala é mais concentrado que o leite
bovino, apresentando assim menos agua (cerca de 83% de umidade) e mais matéria seca (17%
de extrato seco total) (MACEDO et al., 2001). Os componentes do leite (gordura, proteina,
lactose e solidos totais) podem variar em funcdo de fatores ambientais (estacdo do ano,
nutricdo) e efeito do animal (raca, idade, estagio da lactacdo) (TEIXEIRA, BASTIANETTO
& OLIVEIRA, 2005; SHELKE, THAKUR e AMRUTKAR, 2012).

As proteinas do leite de bufala sdo similares aquelas no leite de vaca, porém nao sao
idénticas e ndo se encontram nas mesmas proporcdes. A porcéo proteica do leite de bufala é
constituida por micelas de caseina subdivididas nas fra¢des asi-caseina, as2-caseina, B-caseina
e k-caseina e apresentam em média 35%, 15%, 32% e 5% do total proteico, respectivamente.
Em média, a caseina do leite de bufala possui uma quantidade 25,5% superior de aminoacidos
essenciais que o leite bovino (RONCADA et al., 2012).
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A gordura do leite de bufalas contribui para o sabor caracteristico do leite e derivados
e melhora sua textura. Sob o ponto de vista nutritivo, este constituinte apresenta niveis
apreciaveis de acidos graxos essenciais no leite de bufala possuindo uma proporc¢do de acido
graxo saturado/acido graxo polinsaturado nutricionalmente corretos (FIGUEIREDO,
LOURENCO & TORO, 2010). A gordura ¢ o mais variavel e um dos mais importantes
componentes do leite, oscilando, em média, entre 5,5% e 8,5 % nos bubalinos (DUARTE et
al., 2001; ROSATI & VAN VLECK, 2002). Com relacdo aos lipidios, os glébulos sdo
maiores em relacéo ao leite bovino, encontrando-se em disperséo e instaveis. Por este motivo,
os lipidios sdo as Unicas substancias que podem ser facilmente extraidas do leite sem
promover modificagOes nos outros constituintes (PRESTES et al., 2013). Apesar de bastante
alta, a porcentagem de matéria gorda no leite de bdfala é varidvel em funcgdo das racgas e das
regibes onde se encontram os animais. As fases da lactacdo também alteram o percentual de
gordura, aumentando gradativamente com o transcorrer da mesma (FONSECA et al., 2010).

A lactose, dissacarideo composto por glicose e galactose, € o Unico carboidrato
presente no leite. E o principal constituinte nos processos de acidificacio e também esta
relacionada com o valor nutritivo, textura e solubilidade, desempenhando papel preponderante
na cor e sabor dos produtos elaborados. Em bubalinos, os teores de lactose médios sdo de
5,1% (GONZALEZ et al., 2001).

2.3.  Leite em pa: definicdo, producéo e mercado

O leite em p6 é um alimento complexo composto por &gua, lactose, gorduras,
proteinas (principalmente caseina), minerais e vitaminas em diferentes estados de dispersdo
(FRANCO, 2007).

O elevado valor nutricional do leite de bufala gera a necessidade de aprimoramento de
técnicas a fim de garantir um produto seguro e saudavel e com maior tempo de conservacao.
Dentre estas técnicas, a secagem para obtencdo do produto em pé torna-se uma das mais
indicadas para o0 seu aproveitamento, pois, além de promover o aumento da vida de prateleira
em decorréncia da reducdo atividade de agua (aw) do produto, nesse tipo de processo, 0S
nutrientes sdo conservados quase que completamente. Outras vantagens desta tecnologia séo
que o produto em pd possibilita um transporte mais econdmico, planejamento de produgéo,
distribuicéo e a fabricacdo de diversos derivados (MEDEIROS, 2010).

Segundo a legislacdo nacional, entende-se por leite em pé o produto obtido por
desidratacdo do leite de vaca integral, desnatado ou parcialmente desnatado e apto para a

alimentacdo humana, mediante processos tecnologicamente adequados. Este deve atender ao
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Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite em P¢ definido pelo Ministério de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que tem como objetivo e alcance fixar a
identidade e as caracteristicas minimas de qualidade que o leite em pé destinado ao consumo
humano devera apresentar (BRASIL, 2006). Ressalta-se que a legislacdo vigente define
apenas o produto derivado do leite de vaca, mas leites de outras especies também podem ser
produzidos em escala comercial.

Na producdo do leite em pd integral, o leite € submetido a uma série de processos
como agitacdo, bombeamento, aquecimento, concentracdo, homogeneizacdo. Estes
tratamentos ocasionam algumas interacGes fisicas e quimicas entre os componentes do leite
(micelas de caseina, proteinas do soro, glébulos de gordura e minerais), as quais sdo de
fundamental importancia para determinar as propriedades do leite ao ser reconstituido em
agua (FONSECA et al., 2010).

Na producdo do leite em pd a dgua, que € o maior componente do leite in natura, com
aproximadamente 87,5%, é eliminada por meio de um processo que envolve operacGes
unitéarias, evaporacdo e secagem por pulverizacdo (atomizacdo, nebulizagdo), restando o
extrato seco do leite e uma pequena quantidade de &gua, cerca de 2,5% a 4,0%. Como o leite
em po é resultado do processamento industrial, no qual apenas o conteudo de agua da emulséo
é eliminado, a presenca de gordura ird influenciar seriamente nas dificuldades de fabricacéo
do leite em po, devido principalmente ao risco de oxidacéo e rancificagcdo durante o processo
de armazenamento (FOSCHIERA, 2004).

A gordura livre com o ponto de fusdo mais alto atua como agente hidrofobico na
superficie das particulas, prejudicando a sua reconstituicdo em agua a temperaturas inferiores
a 45°C. Para minimizar este efeito, pode-se, apds a secagem do leite, efetuar um rapido
resfriamento do po até temperatura ambiente, o que evita a liberacdo parcial da gordura. Outro
método bastante utilizado nas industrias € adicdo ao leite de agentes surfactantes, que
recobrem a superficie das particulas formando uma camada hidrofilica ou umidificante. A
lecitina é o agente ativo natural mais usado e aceito na producao do leite em p6é (HAHNE &
PASSOS, 2001).

O leite em po, além de ter lugar de destaque na alimentacdo da populacdo, possui
grande importancia sob o ponto de vista econdmico. No contexto nacional, observa-se que a
producéo de leite em po ndo consegue atender ao aumento de demanda no pais, visto que a
modernizacdo das industrias nacionais de laticinios € ainda lenta. Grandes industrias
estrangeiras produzem a maior parte do leite em p6 consumido no Brasil, competindo em
preco e qualidade com as industrias nacionais. Tal competicdo, que se torna cada vez mais

acirrada, tem forcado as industrias brasileiras a investir em seu processo de producéo, visando
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uma expansao em sua capacidade produtiva. Uma maior producdo de leite em po de boa
qualidade e com precos competitivos tem no mercado atual um consumidor potencial
(MEDEIROS, 2010).

2.4.  Propriedades fisicas e quimicas do leite em po

Os alimentos em pd apresentam diferentes propriedades fisicas (tamanho e
distribuicdo das particulas, porosidade, solubilidade, molhabilidade, dispersibilidade, entre
outras), sendo que a medida e a caracterizacdo destas propriedades ajudam a definir o
produto, os parametros do processo de producdo e os fendbmenos que influenciam no seu
comportamento (VISSOTTO et al., 2006).

As propriedades de leite em p6 variam consideravelmente dependendo do tipo, da
composicao do pd e dos tratamentos administrados ao leite durante a concentracdo e processo
de secagem (KELLY, KELLY & HARRINGTON, 2002). Embora o leite em po seja
microbiologicamente estavel, muitas alteragdes fisicas e quimicas, tais como a cristaliza¢do de
lactose, aglomeracdo das particulas, oxidacdo de gorduras devido a altas temperaturas
utilizadas, reacdo de Maillard e reacdes enzimaticas, podem ocorrer durante o processo de
fabricacdo e armazenamento (NADAL et al., 2007; SCHEIDEGGER et al., 2013), e essas
modificam as propriedades fisicas e funcionais (por exemplo, fluidez, propriedades de
reconstituicdo e propriedades emulsionantes de formacdo de espuma) dos p6s (THOMAS et
al., 2004).

Vaérios fatores podem contribuir para causar alteracbes nas propriedades fisicas e
quimicas do leite em po integral, reduzindo sua vida de prateleira e seu valor comercial.
Porém, os principais fatores envolvidos na deterioracdo da qualidade do produto sdo a
absorcdo de umidade e temperatura de armazenamento (REH, BHAT & BERRUT, 2004).

A absor¢do de umidade durante o tempo de armazenamento pode provocar a
cristalizacdo da lactose, pois o leite em pd contém grande concentracdo da mesma. No leite
em pé recém-fabricado, a lactose esta no estado metaestavel (como o vidro), mas durante o
armazenamento ela é transformada em cristais estaveis. A cristalizacdo da lactose pode
aumentar a atividade de agua, que, por sua vez, aumenta a cristalizacdo da lactose e inicia
reacOes quimicas que podem deteriorar o produto (THOMSEN et al., 2005; RIBEIRO&
ELISENA, 2007). Neste processo, a gordura e proteina presentes no interior da particula do
leite em po6 migram para superficie promovendo, portanto, a aglomeragdo das particulas e
oxidacdo mais acelerada do produto (NADAL et al., 2007). A presenca da gordura na

superficie das particulas do leite em pé também pode afetar suas propriedades fisicas, pois o
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leite se torna mais hidrofébico interferindo assim nos parametros de solubilidade,
molhabilidade e escoamento do leite em p6 (KIM, CHEN & PEARCE, 2002). Segundo
Vissoto et al. (2006), quando um pé é adicionado sobre a superficie de um liquido, as etapas
que ocorrem sao: molhabilidade, que consiste na penetracdo do liquido para o interior da
estrutura do pd devido a capilaridade; imersibilidade, que é a imersdo das particulas ou de
por¢bes do po no liquido; dispersibilidade, ou seja, a dispersdo do pé no liquido; e a
solubilidade, que é a dissolugdo das particulas pelo liquido, desde que estas sejam solUveis.
Portanto, as caracteristicas de molhabilidade véo interferir no processo de diluicdo e
hidratacdo na reconstitui¢do do leite em po.

Enquanto a lactose permanecer em seu estado amorfo ela promovera estabilidade no
leite em po integral, pois a camada de lactose formada durante a secagem protege os glébulos
de gordura e evita assim o contato do oxigénio com a gordura retardando, portanto, a
oxidacéo lipidica (ARAUJO, 2011).

O prazo de validade do leite em p6 é geralmente estabelecido para garantir a segurancga
microbiolGgica e para manter as caracteristicas sensoriais aceitaveis (por exemplo, cor, sabor).
Geralmente, a vida util do leite em p6 € de 6 meses em temperatura ambiente, mas ela pode
ultrapassar 12 meses se 0 produto for embalado a vacuo ou sob atmosfera modificada com
nitrogénio (PERIN et al., 2012).

2.5. Secagem do leite em spray dryer

Dentre 0s processos de conservacao do leite, a secagem esta entre 0s mais importantes,
por prolongar a vida Gtil deste alimento sem alterar muito as suas caracteristicas de qualidade.
Existem diversas técnicas de desidratacdo para conservacdo de alimentos, entre elas se
destacam a secagem por atomizacao (DINIZ et al., 2005; FAVARO-TRINDADE et al., 2010;
SCHUCK et al., 2013), rolo ou tambor de secagem (AZEREDO, 2005) e liofilizagédo
(VIEIRA, NICOLETI & TELIS, 2012; MARTINHAGO et al., 2015).

A liofilizacdo € um processo de estabilizacdo, no qual uma substancia é previamente
congelada e entdo a quantidade de solvente (geralmente agua) é reduzida, primeiro por
sublimacéo e posteriormente por dessor¢édo, para valores tais que impecam atividade bioldgica
e reacOes quimicas (MARQUES & FREIRE, 2005). Este € um processo que se mostra
eficiente comparado com outros meios de desidratagdo, frente caracteristicas como contracao
do produto, perda de volateis, decomposi¢do térmica, agdes enzimaticas e desnaturacdo de
proteinas (TATTINI, PARRA & PITOMBO, 2006). Porém, o processo é lento, podendo

demorar até 48 horas, dependendo do tamanho do lote e das unidades a serem liofilizadas,
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aumentando o custo do processo, alem de ja envolver um alto custo de obtencdo e
manutencdo do equipamento (3 vezes mais que em outros métodos de secagem) e também
alto custo energético (2 a 3 vezes mais que em outros métodos de secagem) (TERRONI et al.,
2013).

O rolo ou tambor de secagem é constituido de um ou dois tambores, rotativos, com
didmetro variavel (0,5 a 1,5m), medindo de dois a cinco metros de comprimento, aquecidos
internamente pelo uso de vapor e usados na desidratacdo de produtos especiais,
principalmente aqueles com alto teor de amido. E um processo antigo na producéo de leite em
po, sendo hoje usado na producdo de leites modificados, em pé (GAVA, SILVA & FRIAS,
2008). Séo uteis para alimentos relativamente resistentes ao calor (flocos de batata, soro,
sopas), embora os produtos finais tenham, em geral, sabor e odor de cozidos.

Ja a secagem por atomizacdo spray dryer € a que tem maior destaque na producéo de
leite em pod. Esta técnica de secagem é uma operacao unitaria que consiste na transformacéo
de um produto no estado liquido, podendo 0 mesmo ser uma solugdo, emulsdo ou suspenséo,
em um produto particulado, seco através da nebulizagdo do liquido e exposicdo da névoa
formada a uma substancia gasosa aquecida (CAL & SOLLOHUB, 2010). E um processo
unico no qual as particulas sdo formadas de forma quase instantanea, na mesma hora em que
sdo secas sendo muito utilizado para a producdo de forma continua de sélidos na forma de
pos, granulos ou aglomerados (BARBOSA-CANOVAS et al., 2005; GHARSALLAOUI et
al., 2007; CAL & SOLLOHUB, 2010; PEIGHAMBARDOUST, TAFTI & HESARI, 2011).

Por meio da remocdo de agua e, portanto, diminuicdo da atividade de agua, a secagem
por spray dryer garante maior estabilidade microbioldgica, diminui o risco de degradacédo
quimica e/ou bioldgica, reduz custos de transporte e armazenamento além de promover a
obtencdo de um produto com propriedades especificas, como o produto instantaneo
(GHARSALLAOUI et al., 2007).

O processo de secagem por pulverizagdo envolve principalmente cinco etapas:
concentracdo, atomizacdo, contato da gota com ar, secagem e separacgdo de goticulas (PATEL,
PATEL & SUTHAR, 2009). Todas essas etapas sdo de extrema importancia para as
propriedades finais do produto e eficacia do processo de secagem (PRINN, CONSTANTINO
& TRACY, 2002; CAL & SOLLOHUB, 2010). Basicamente, um spray dryer consiste de uma
bomba de alimentacdo do produto liquido, um atomizador, um aquecedor de ar, um
soprador/aspirador para fornecimento do ar de secagem, uma camara de secagem, um
separador para separar o p6 formado do ar e um frasco coletor (PEIGHAMBARDOUST,
TAFTI & HESARI, 2011).
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Os p0s produzidos por spray dryer reinem padrées elevados de qualidade com relacédo
a granulometria do produto, umidade final, homogeneidade, densidade e forma, sendo que
estas caracteristicas podem ser alteradas por modificacdes nos pardmetros do processo
(SOUZA, 2003).

O dimensionamento de equipamentos, tais como 0s secadores, 0s quais envolvem
operacdes de aquecimento, resfriamento, bombeamento, asperséo e pulverizagdo de materiais,
exige dados precisos das propriedades fisicas, fisico-quimicas e térmicas destes materiais, e
de como estas propriedades se comportam com variacdes de temperatura, pressao, umidade
e/ou concentracdo de solidos durante as diversas etapas do processo. A falta de conhecimento
dessas caracteristicas pode levar & obtencdo de um produto inadequado, gerando prejuizos que
poderiam ser facilmente evitados. Além disso, para modelar, simular, otimizar e controlar
estas etapas de processo é indispensavel o conhecimento dessas propriedades, tais como
densidade, tensdo superficial, comportamento reoldgico, condutividade térmica, difusividade
térmica e massica e calor especifico, em funcdo das caracteristicas dos materiais e das
variaveis operacionais do processo (MEDEIRQOS, 2010).

A transformacdo de uma gota de leite numa particula é bastante complexa. Este
processo envolve a concentracdo dos varios componentes do leite, tais como lactose, gordura
e proteina. A umidade presente na goticula se evapora e promove o desenvolvimento
subsequente de uma capa em sua superficie. Porém, podem ocorrer variacdes na morfologia
das particulas do leite em p6 durante o processo de secagem. Dependendo da temperatura
utilizada na secagem, podem ser formados vacuolos (bolhas de vapor) dentro da gota, o que
ird afetar a porosidade da particula. Por outro lado, podem ocorrer durante a secagem a
migracdo de componentes de leite através da fase aquosa em direcdo a superficie, assim a
umidade superficial, as concentracfes de gordura e lactose irdo afetar a aderéncia e a
aglomeracédo das particulas, influenciando, consequentemente, a distribuicdo do tamanho de
particula, densidade e fluidez do leite em po resultante (KIM, CHEN & PEARCE, 2009).

Leites em pé sdo produzidos por spray de secagem para conter componentes (gordura,
proteina, lactose) distribuidos uniformemente. No entanto, estes componentes sdo
redistribuidos durante o processo de formacdo de goticulas resultando em particulas que
apresentam heterogeneidade entre a superficie e o nucleo. Além disso, a heterogeneidade da
superficie/nucleo pode ser acentuada pela embalagem, o armazenamento e/ou condicOes de
transporte (FITZPATRICK et al., 2007; KIM, CHEN & PEARCE, 2009; GAIANI et al.,
2009). Por sua vez, a composi¢cdo da superficie da particula tem forte impacto sobre as
propriedades funcionais do pé (propriedades de reconstituicdo, aderéncia, fluidez,

oxidacdo entre outras). Com a producdo de alimentos em pO aumenta a necessidade de
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entender o comportamento desses pds em relacdo as suas propriedades funcionais. Para isso,
um numero cada vez maior de métodos tem sido utilizado ou estdo em desenvolvimento para
permitir a caracterizacdo da superficie do leite em p6 (MURRIETA-PAZOS et al., 2012).

2.6.  Microscopia Eletrénica

A principal funcdo de qualquer microscopio é tornar visivel ao olho humano o que for
muito pequeno para tal. A diferenca basica entre os microscopios oOtico e eletrdnico é que
neste Ultimo ndo é utilizada a luz, mas sim feixes de elétrons. No microscépio eletrénico nao
ha lentes de cristal e sim bobinas, chamadas de lentes eletromagnéticas. Estas lentes ampliam
a imagem gerada pela passagem do feixe de elétrons no material e a projetam em uma tela
onde é formada uma imagem de pontos mais ou menos brilhantes. O microscépio eletronico
permite aumentos de 5 a 500 mil vezes. No entanto, é impossivel observar material vivo neste
tipo de microscépio. O material a ser estudado passa por um complexo processo de
desidratacdo, fixacdo e inclusdo em resinas especiais muito duras, que permitem cortes
ultrafinos por meio das navalhas de vidro de ultramicrotomo (EMBRAPA, 2005).

Existem varios tipos de microscopios eletrénicos, que variam de acordo com suas
especificidades: o de transmissdo (MET), o de varredura (MEV), o de alta voltagem e de
tunelamento quantico e de forca atdmica, sendo o mais utilizado para a analise da superficie
do leite em p6 0 MEV (THOMAS et al., 2004; GAIANI et al., 2007).

O microscopio eletronico de varredura € o mais versatil instrumento para avaliacao,
exame e andlise das caracteristicas microestruturais de amostras bioldgicas e ndo-bioldgicas.
Pode fornecer rapidamente informacgdes sobre a estrutura e identificagdo de elementos
qguimicos de uma amostra sélida, portanto, sua utilizacdo ¢ comum em diversas areas de
estudo. A grande vantagem deste instrumento ¢é a elevada profundidade de campo, da ordem
de 10 pm para aumentos de cerca de 10.000 mil vezes, chegando a 1 cm para aumentos de 20
vezes (DEDAVID, GOMES & MACHADO, 2007).

O principio de funcionamento de um MEV consiste em um feixe de elétrons de
pequeno diametro que explora a superficie da amostra, ponto a ponto, por varredura em linhas
sucessivas, onde o sinal é transmitido a um detector e este a uma tela catddica. As bobinas de
exploracdo eletromagneéticas, alimentadas por um gerador de varredura, fazem com que o
feixe explore a superficie da amostra aproximadamente de 10 em 10nm. O sinal de imagem
resulta da interacdo do feixe de elétrons incidente com a superficie da amostra. O detector é
quem recebe o sinal e modula o brilho do monitor, permitindo a observagédo (DEDAVID,

GOMES & MACHADO, 2007).
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Para a analise de produtos como o leite em p0o, material ndo condutor, é necesséria a
aplicacdo de uma camada condutora, geralmente ouro (ou ouro/palddio). Essa camada é
usualmente depositada pelo processo de "sputtering”, embora possam também ser evaporados
em alto vacuo. No sistema de "sputtering” o depdsito do metal € bastante eficiente, mesmo em
objetos muito irregulares, pois os atomos atingem sua superficie oriundos de todas as
direcOes. A espessura da camada de ouro deve ser suficientemente fina para ndo influir na
resolucdo da imagem, mas suficientemente espessa, para garantir uma boa producdo de
elétrons secundarios, que serdo usados para formar a imagem (CASTRO, 2001).

A utilizacdo da microscopia eletrénica torna possivel observar a superficie do leite em
poé que pode sofrer alteracbes durante a armazenagem. Assim, analises decorrentes da
deterioracdo das muitas propriedades existentes na interface entre as particulas do leite em pd
e ambiente (por exemplo capacidade de escoamento, molhabilidade e estabilidade oxidativa)
poderdo ser feitas (KIM, CHEN & PEARCE, 2009; SHEIDEGGER et al., 2013).

2.7.  Estudos protedmicos

A técnica protedmica € uma metodologia que tem sido utilizada no estudo e
caracterizacdo de proteinas de leite e produtos lacteos e onde o preparo da amostra é
fundamental para uma boa anéalise. Diversas estratégias sdo utilizadas para preparar amostras
bioldgicas para estudos protedmicos, porém como esta etapa é fundamental, deve-se tomar
certas precaucdes (YAMADA et al., 2002; MANSO, LEONIL & GAGNAIRE, 2005; FONG,
NORRIS & PALMANO, 2008).

Em estudos de protedmica, uma boa preparacdo da amostra, ou seja, a extragdo do
maximo numero de proteinas de uma dada célula, tecido, 6rgdo ou organismo é 0 mais
importante passo para a subsequente separacdo, resolucdo e identificacdo das proteinas
(PARK, 2004). Sendo assim, a primeira etapa a ser realizada em estudos de protedmica
consiste na padronizacao do processo de extragdo proteica para o tipo de tecido estudado, com
0 objetivo de se ter bom rendimento em termos quantitativos, além de uma variabilidade de
bandas, de forma a maximizar o numero de proteinas presentes na amostra a ser avaliada
(SILVA & SOUZA, 2009).

Devido a grande diversidade de amostras proteicas, o procedimento Otimo para
qualquer tipo de amostra deve ser determinado empiricamente. ldealmente o processo resulta
na completa solubilizagdo, desagregacdo, desnaturacdo e redugdo das proteinas da amostra
(AMERSHAM-BIOSCIENCES, 2004). No geral, o ideal € manter o preparo de amostras o

mais simples possivel, para evitar perdas. Um preparo de amostra basico consiste na ruptura
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celular (quebrar da membrana ou parede celular das células presentes na amostra, para
liberacdo as proteinas) e solubilizacdo destas proteinas de modo a se obter amostras
adequadas para se conseguir uma boa dosagem proteica. Para este estudo varios métodos
podem ser utilizados para identificar novas proteinas em amostras complexas. Entre estes, 0

método a base de gel tem sido 0 método de escolha, como a eletroforese (WU et al., 2006).

2.7.1. Eletroforese desnaturante em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese é utilizada para separar misturas complexas de proteinas, para
investigar composicGes de subunidade ou para purificar as proteinas para utilizagdo em outras
aplicacbes, a partir de células, matrizes alimentares, fracfes subcelulares ou
imunoprecipitados (SCHRODER et al., 2008). Esta metodologia é amplamente utilizada em
pesquisas com a finalidade de identificar fraudes em alimentos e a possivel presenca de
proteinas estranhas a composi¢cdo normal de produtos carneos e lacteos (STEPHAN, 2006;
XIONG et al., 2006; ANEMA, 2009). Assim, as fracdes proteicas do leite em p6 podem ser
determinadas obtendo-se informacdes adicionais sobre as diferentes fracdes (FARREL et al.,
2004).

A eletroforese se baseia na separacdo através da migracdo de proteinas carregadas em
um campo elétrico, permitindo que um pesquisador possa estimar rapidamente o nimero de
fracdes proteicas diferentes em uma mistura. Normalmente, a eletroforese é efetuada em
suporte que pode ser silica gel, géis de amido, &gar, papel de filtro, acetato de celulose e
poliacrilamida. Dependendo do suporte que é utilizado para a eletroforese e da natureza das
macromoléculas, pode-se separa-las com base na carga ou no seu tamanho. Os géis
apresentam vantagens em relagdo a outros suportes porque Sa0 meios porosos em que 0
tamanho dos poros é da mesma ordem de grandeza do tamanho das moléculas de proteina.
Assim, funcionam como uma peneira molecular e a separac¢do acontece em fungdo da massa
molar (BALDASSO, BARROS & TESSARO, 2011).

A escolha do material da matriz depende da resisténcia necessaria para a separacao
efetiva dos fragmentos proteicos. O gel de poliacrilamida € o mais utilizado, ndo sé porque
sua porosidade permite melhor separacdo relativamente a outros géis, como também por ser
um polimero sintético, preparado a partir de reagentes de elevado grau de pureza. Este tipo de
gel tem também a vantagem de ser quimicamente inerte, estdvel numa gama extensa de pH,
temperatura e forca idnica. A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, do inglés
sodium dodecyl sulphate polyacrilamide gel electrophoresis) € um dos métodos mais simples

e baratos para se analisar proteinas (BALDASSO, BARROS & TESSARO, 2011).
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Segundo Figueira et al. (2011), antes da realizacdo da corrida eletroforética todas as
proteinas devem ser desnaturadas e 0 método mais utilizados para tal € o dodecil sulfato de
sodio (SDS). O SDS é um tipo de reagente que tem alta carga negativa e uma calda
hidrofobica, com funcdo de carregar as proteinas negativamente. Também se utilizam agentes
redutores, como ditiotreitol - DTT ou B-mercaptoetanol, que destroem as pontes dissulfeto,
responsaveis pela estrutura original das proteinas, auxiliando na separagdo das cadeias
polipeptidicas. Em geral, o gel de poliacrilamida é confeccionado entre duas placas de vidro,
nesse momento sdo efetuadas aberturas no gel, chamados de pocos, para a inser¢do das
amostras. Apos a distribuicdo das amostras no aparato, aplica-se a corrente elétrica e a corrida
eletroforética ocorre em direcdo ao polo positivo, devido a maior concentragdo de carga
negativa das amostras, conferida pelo reagente SDS. Os fragmentos menores migram mais
rapidamente, enquanto 0s maiores se movimentaram mais lentamente, devido a maior
dificuldade de se mobilizar entre a malha do gel (ROCHA, 2005; GREPPI, 2013). Assim, a
combinacdo do tamanho do poro, da carga e da massa molecular aparente da proteina
determina a taxa de migragcdo da mesma pelo gel (AQUINO, 2013).

Marques et al. (2011) empregaram a técnica de SDS-PAGE para caracterizar leite em
po e determinar adulteracio em amostras contendo diferentes concentracdes de soro,
utilizando misturas de soro de leite em p6 nas concentracfes de 2%, 4%, 6%, 8% e 10% ao
leite em pd, e ap0ds a analise eletroforética conseguiram identificar a adicdo de soro de leite
por meio da mobilidade eletroforética relativa e massas moleculares das respectivas fracdes
proteicas, porém ndo conseguiram ter discernimento da correlacdo entre o nivel de adicéo e a

quantidade de soro adicionada.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral

Obter leite em po integral de bafala por meio de secagem em mini spray dryer e
avaliar suas caracteristicas fisicas, quimicas, estruturais e protebmicas durante seu

armazenamento.

3.2.  Objetivo especifico

(i) Caracterizar as amostras de leite em p6 de bufala para os parametros de qualidade no
momento de sua obtencdo e durante seu periodo de estocagem (30, 60, 90, 120 e 150
dias);

(ii) Caracterizar as amostras de leite em p6 de bufala por meio de microscopia eletrdnica
no momento de sua obtencdo e durante seu periodo de estocagem (30, 60, 90, 120 e
150 dias);

(iii)Avaliar o perfil proteémico do leite em p6 elaborado no momento de sua obtencdo e

durante seu periodo de estocagem (30, 60, 90, 120 e 150 dias);
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.  Producao do leite em pd

O leite utilizado para a producéo do leite em pd foi obtido em um sistema de producao
localizado na regido de Maiquinique-BA, oriundo de bufalas Murrah, ordenhadas
mecanicamente entre 0s meses de outubro e novembro. Antes da secagem o leite foi analisado
quanto a acidez, densidade, gordura, extrato seco total (EST), extrato seco desengordurado
(ESD), proteina e indice crioscépico, conforme BRASIL (2006), sendo também realizada a
pasteurizacdo lenta (temperatura de aproximadamente 65°C por 30 min).

O leite de bufala foi submetido & secagem por atomiza¢do, em um mini spray dryer
modelo MSD 3.0 (LABMARQ Brasil LTDA) em ciclo co-corrente, com temperatura do ar na
entrada e saida do secador de 140°C e 80°C, respectivamente. A producédo de leite em po foi
realizada em 3 repeticdes e para cada repeticdo foram processados 10 litros de leite de bufala
mantidos em temperatura de 27°C durante o processo de secagem. As amostras obtidas foram
embaladas em seladora & vacuo modelo BS320 (R.BAIAO Brasil LTDA), em embalagens de
peliculas laminadas (incoplast) e estocados por 30, 60, 90, 120 e 150 dias em temperatura
ambiente de aproximadamente 27°C. A producdo do leite em pé foi realizada no Centro de
Desenvolvimento e Difusdo de Tecnologias (CEDETEC) da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia (UESB).

4.2. Rendimento de fabricacéo do leite em p6

O rendimento do processo de obtencdo do leite em p6 foi calculado a partir da

seguinte equacdo:

Rendimento % = (m¢/m;) x 100 eq. (1)
Em que:

m; = Massa do leite fluido (Kg)

m¢= Massa do leite em pé (KQg)
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4.3. Avaliacdo da qualidade fisico-quimica do leite em po

4.3.1. Anélises da composic¢do do leite em po

As analises de composicdo foram realizadas em triplicata, no momento de sua
obtencdo (tempo 0) e durante os periodos de estocagem (tempos de 30, 60, 90, 120 e 150
dias). Estas analises foram realizadas no Laboratdrio de Processamento de Leite e Derivados
da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB) e no Laboratério de Avaliacdo da
Identidade e Qualidade do Leite em PO da Industria de Laticinios Vale Dourado, segundo
BRASIL (2006), onde o teor de umidade foi determinado por meio de medidor infravermelho
modelo V2000 (GEHAKA Brasil LTDA), o teor de gordura determinado por método
butirométrico, a acidez titulavel determinada com a utilizacdo da solucdo Dornic, as cinzas
por meio do método gravimétrico, utilizando mufla modelo LS20 (FORLABO Brasil LTDA)
e o teor de proteinas por meio do método micro Kjeldahl.

O indice de solubilidade foi determinado transferindo-se 100 mL de agua destilada
para a jarra do mix e posteriormente adicionada a amostra previamente pesada (13 g de leite
em po), assim foi feita a mistura em temperatura ambiente até completa diluicdo. Apos a
diluigdo, uma aliquota de 50 mL foi retirada, diluida e colocada em um tubo de centrifuga
com escala volumétrica (0,1 a 1 mL) e em seguida realizada a centrifugacdo da amostra a
3000 rpm, em centrifuga excelsa modelo 206 (FANEM e MERSE Brasil LTDA), por cerca de
5 minutos. Em seguida, foi realizada a remoc¢éo do sobrenadante para que a leitura do material
que ficou contido no fundo do tubo fosse realizada. Os resultados foram expressos em volume
de sedimento (mL/T°C).

A quantidade de particulas queimadas foi determinada por comparacdo com o grafico
ADPI: PadrGes de Particulas Queimadas para Leites Desidratados (BRASIL, 2006).
Transferiu-se 250 mL de &gua deionizada para a jarra do misturador com aproximadamente
32,5g do leite em pé integral e foi realizada mistura por cerca de 1 min. Em seguida foi
realizada a filtracdo de todo o contetdo da jarra através do disco padrdo (papel filtro)
instalado no equipamento de filtracdo por pressdo. O filtro foi entdo fixado em um cartéo
apropriado e deixado para secar em estufa a 30 - 40°C por aproximadamente 3 horas. O disco
seco foi comparado com o cartdo comparador, sob luz uniforme e indireta. Utilizou-se a
escala de valores de 7,5mg (Disco A), 15,0mg (Disco B), 22,5mg (Disco C) e 32,5mg (Disco
D).
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4.3.1.1.  Andlise eletroforética SDS-PAGE do leite em po

4.3.1.1.1. Preparacdo das amostras

Foram pesadas em eppendorfs cerca de 0,0020g de cada amostra, que foram diluidas
em 800 pL de solucdo tampdo Tris-HCI (pH = 6,8), na presenca de 0,1% de SDS (dodecil
sulfato de sodio) e 5% de B-mercaptoetanol. Em seguida, foram aquecidas a 100°C por 3
minutos e acrescidas de 200 pL da solugéo contendo 10% de glicerol e 0,01% de azul de
bromofenol. Por fim, foram congeladas até 0 momento da corrida eletroforética (EGITO et
al., 2006).

4.3.1.1.2. Anélise do perfil eletroforético

A caracterizacdo eletroforética das amostras de leite em p6 de bdfala foi realizada
segundo metodologia recomendada por Egito et al. (2006), por meio do método de gel de
poliacrilamida em condi¢Oes desnaturantes, ou seja, com adicdo de SDS, em aparelho para

eletroforese vertical da marca Apelex.
4.3.1.1.3. Método SDS-PAGE
A técnica de SDS-PAGE foi realizada mediante géis de separacdo com 15% de
poliacrilamida em 380 mmol/L de tampéo Tris-HCI, pH 8,8, contendo 0,1% de SDS e com
géis de concentracdo/empilhamento de 5% de poliacrilamida em 125 mmol/L de tampé&o Tris-
HCI, pH 6,8.
4.3.1.1.4. Preparacao dos geis
A preparacdo do gel de separacéo (Tabela 1) e do gel de concentracdo/empilhamento

(Tabela 2) seguiu metodologia proposta por Egito et al. (2006) com modificacdes realizadas

por Faleiro (2013), pois foram utilizadas placas de mini-géis.
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Tabela 1. Componentes do gel de separacéo

Reagentes Volume utilizado (nL)
Solucao de acrilamida 4110

Tampéo de separagédo 2560

SDS a 10% 100

Temed 10
Persulfato de amdnio 67

Apos a preparacdo do gel de separacdo, o mesmo foi vertido entre as placas de vidro e,
em seguida, acrescentado de agua destilada na parte superior, para auxiliar na polimerizag&o.
Esse processo durou, aproximadamente, 30 minutos. Apds a polimerizacao do gel, a solucao
de concentracdo/empilhamento a 5% foi preparada conforme descrito na Tabela 2. Em
sequida, adicionou-se a solugcdo de concentracdo lentamente sobre o gel de separacdo
polimerizado. Um molde em forma de pente foi acomodado sobre o gel de concentragdo, com
0 objetivo de formar canaletas/pocos que permitam a aplicacdo das amostras. Novamente, foi
aguardada a polimerizacdo do gel por aproximadamente 30 minutos. Apds a polimerizacdo do
gel de concentracéo, foi retirado o pente e com a ajuda de uma micropipeta foram adicionados
10 uL. de cada amostra, de modo que a quantidade de proteina aplicada em cada canaleta/pogo
fosse de 20 pg. As canaletas/pocos das extremidades foram descartadas, a primeira foi
destinada ao padrdo de peso molecular enquanto as canaletas intermediarias foram utilizadas

para as amostras nos determinados tempos de armazenamento (0, 30, 60, 90, 120 e 150 dias).

Tabela 2. Componentes do gel de concentragdo/empilhamento

Reagentes

Volume utilizado (pL)

Solucdo de acrilamida
Tampéo de concentracao
SDS a 10%

Temed

Persulfato de aménio

520
1010
40
4
80

4.3.1.1.5. Corrida eletroforética

A caracterizacgdo eletroforética de cada amostra foi realizada em triplicata. A migracéo

das proteinas teve duracdo de aproximadamente 1 hora e 30 minutos e foi realizada com uma

21



corrente elétrica constante de 250 V, amperagem de 30 mA e temperatura controlada entre 4 e
8 °C.

4.3.1.1.6. Fixacdo das proteinas

Terminada a corrida eletroforética, o gel foi retirado das placas de vidro e imerso em
solugéo corante com 0,1% de Azul de Coomassie R250, dissolvido em uma mistura de 50%
de etanol e 2% de TCA, durante 120 min. A descoloracédo foi realizada durante 12 horas com
uma solucédo de 30% de metanol e 7,5% de acido acético.

A seguir o gel foi escaneado e, posteriormente, submetido a nova coloragdo por
Nitrato de Prata (BLOOM, BEIER & GROSS, 1987). Para este procedimento o gel de
poliacrilamida, corado com Azul de Comassie R250, foi descorado e submetido a lavagem
com agua destilada em 3 incubacdes de 20 minutos. Logo apds o gel foi incubado em uma
solucdo de Tiossulfato de sddio por 1 minuto e posteriormente submetido a uma solucdo de
Nitrato de Prata por 30 minutos sob agitacdo lenta. Apos a incubacdo, adicionou-se ao gel a
solucdo reveladora até o aparecimento das bandas coradas. A reacdo foi interrompida com
adicdo de acido acético a 1%.

Todas corridas eletroforética nos geéis foram digitalizados por meio de cémera
fotogréfica e suas imagens armazenadas para, posteriormente, identificacdo das bandas.

4.3.2. Densitometria das fracdes proteicas

Nas analises densitométricas foi utilizado um software Gel Analyzer 2010a (GA,
2015) para a avaliacdo quantitativa de cada banda proteica, separadas por meio da técnica
eletroforética e para estimar as massas moleculares referentes a cada banda presente nos géis

das amostras avaliadas.

4.3.3. Microscopia eletronica de varredura

Para a analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV), realizada no Centro de
Microscopia Eletronica da Universidade Estadual de Santa Cruz- UESC, as amostras de leite
em p6 foram montadas de modo adequado no suporte porta-amostras (“stub”) com o uso de
guias de carbono adesivas dupla face e em seguida revestidos com ouro/paladio (metalizacéo),
para promover ou aumentar a condutividade da superficie da amostra. A metalizacdo foi

realizada em equipamento modelo SCD-050 (Bal-Tec). Logo apés a metalizacdo foram feitas
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as leituras das amostras no microscopio eletronico de varredura modelo Quanta 250 (FEI

Company). Foram obtidas imagens nos tempos 0, 30, 60, 90, 120 e 150 dias de estocagem.

4.4. Planejamento Experimental

Para verificar o efeito do tempo de armazenamento do leite em pd sobre 0s parametros
fisicos e quimicos (gordura, acidez, umidade, cinzas, indice de solubilidade, densidade e
proteina) foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado-DIC realizando a Anélise de
Variancia (ANOVA) dos dados e regressdo, em nivel de significancia de 5% (a = 0,05),

utilizando-se o software SAS (Statistical Analysis System), versdo 9.0 (SAS).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.  Andlise do leite de bafala in natura
O leite de bufala utilizado para a obtencdo do leite em po foi inicialmente avaliado
quanto a acidez, densidade, indice crioscopico, teores de gordura, extrato seco total (EST),

extrato seco desengordurado (ESD) e proteina (Tabela 3).

Tabela 3. Médiasztdesvio padrdo da Composic¢éo do leite de bafala in natura

Composicao Valores
Gordura (%) 5,3£0,7
Proteina (%) 3,4+0,2
Acidez (°D) 16+0,0
Densidade (g/mL) 1,0315+0,0
EST (%) 14,36+0,3

ESD (%) 9,03+0,6

indice Crioscopico (°H) -0,543+0,0

°D = graus Dornic; EST= estrato seco total; ESD = extrato seco desengordurado; °H = graus Hortvet.

A composicdo do leite de bafala é essencial para a obtencdo de um produto com
caracteristicas de qualidade. O leite de bufala utilizado para a realizacdo do trabalho
apresentou resultados médios esperados para o leite da espécie (Tabela 3). Valores proximos
foram encontrados por Aradjo et al. (2011) ao avaliarem a influéncia das estacGes do ano
sobre a composicdo do leite de bufalas mantido em tanque de resfriamento, e por Costa et al.
(2014) ao avaliarem a sazonalidade e variacdo na qualidade do leite de bufalas no Rio Grande
do Norte. E importante destacar que néo existe legislacio especifica para leite de bifala que
determina o padréo de identidade e qualidade do mesmo. Até o0 momento, somente o Estado
de S&o Paulo possui legislacdo para alguns parametros de identidade e qualidade do leite de
bufala, estabelecendo valores minimos para gordura de 4,5%, acidez de 14 a 23°D, pH entre
6,4 e 6,87, extrato seco desengordurado (ESD) minimo de 8,57%, densidade a 15°C de 1,028
a 1,034g/mL e indice crioscopico entre -0,520 a -0,570°H (SAO PAULO, 1994). Assim,
considerando a legislacdo estabelecida para o estado de Sdo Paulo, o leite de bufala
apresentou caracteristicas fisico-quimicas adequadas, com resultados dentro dos padrdes

estabelecidos.
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A densidade do leite de bufala apresenta valores similares ao leite bovino. A densidade
é fortemente influenciada pela gordura e extrato seco desengordurado (ESD), pois, a gordura
tem menor densidade que a 4gua, enquanto que o ESD tem maior. Assim, um leite desnatado,
por conter menor conteddo de gordura apresentara maior densidade devido ao ESD, estes
parametros podem ser utilizados para detectar fraudes por adicdo de agua e de solutos, pois
qualquer fator que aumente ou diminua o peso ou volume do leite afetard a densidade
(MACHADO, 2014). Por apresentar elevada porcentagem de extrato seco desengordurado em
relacdo ao leite de vaca esperava-se que a densidade do leite de bdfala fosse maior, porém a
maior porcentagem de gordura faz com que a sua densidade apresente valores dentro dos
valores determinados e préximos ao encontrado no leite de vaca.

O EST do leite de bufalas é superior ao encontrado no leite bovino, pois o leite de
bufala contém maior composicdo principalmente de lactose, proteinas e gordura sendo,
portanto, mais concentrado que o leite bovino, apresentando assim menos agua e mais matéria
seca (MACEDO et al., 2001). Segundo QUEIROGA et al. (2010), o contetdo de sélidos totais
de uma amostra de leite expressa a concentracdo de proteinas, lipideos, carboidratos e
minerais. Quanto mais elevada for a quantidade de s6lidos totais apresentada por uma amostra

de leite, melhor sera o seu rendimento para a industria de laticinios.

5.2. Obtencao do leite em pé de bufala e seus parametros de qualidade

Inicialmente foram realizados testes para determinacdo dos parametros ideais do
equipamento usado no processo de secagem, com o intuito de se obter o maior rendimento do
leite apds o processo de secagem. Assim, foram fixadas as temperaturas do ar de entrada da
secagem em 140°C, com temperatura do ar de saida de aproximadamente 80°C, bico injetor de
1,0 mm de espessura, com vazo de ar no bico de 40L/min, vaz&o do ar de secagem 3 m3/min
e vazdo da bomba peristaltica de 1,07 L/h. Com a utilizacdo destes parametros o leite em pé
de bufala apresentou rendimento de 10% (volume de leite gasto para se obter 1Kg de leite em
p0), sendo este o valor maximo em rendimento obtido neste trabalho. Este valor, quando
comparado com o teor de solidos presentes no leite, poderia ter sido maior, porém as
limitacOes do equipamento, como por exemplo a entrada, injecao de baixo volume de leite por
hora e a falta da etapa de concentracdo previa, podem estar associadas a perdas no processo de
secagem. Segundo Early (2000), para a obtencdo de um produto de melhor qualidade é
necessario eliminar do leite a maior quantidade de agua possivel antes de proceder a secagem

por pulverizacéo.
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Também vale ressaltar a dificuldade na etapa de atomizacgéo devido a grande presenca
de gordura no leite de bufala, a qual ocasionou a aderéncia de parte das particulas de leite nas
paredes do spray dryer. De acordo com Schuck (2002), as caracteristicas fisicas e funcionais
(densidade do pd, higroscopicidade, termo-estabilidade, solubilidade, dispersibilidade, grau de
aglomeracédo, umectabilidade e tamanho da particula) dependem tanto dos parametros obtidos
durante a secagem (tipo de equipamento, tipo do bico injetor, vazdo do ar e do liquido,
pressao do ar, temperatura do ar de secagem) quanto das caracteristicas do concentrado a ser
desidratado (composicdo, caracteristicas fisico-quimicas, viscosidade, termo-estabilidade e
disponibilidade de agua). O controle destes parametros vai indicar se o leite a ser desidratado
apresentara caracteristicas de alta qualidade que garantirdo vida uatil prolongada ao produto
final (WHETSTINE & DRAKE, 2009).

Visto que o teor mais elevado de gordura pode ter dificultado a obtencdo de maior
rendimento devido a aderéncia do produto na parede do spray dryer, outra forma de melhorar
0 processo de obtencdo do leite em pd seria por meio da remocéo de parte da gordura presente
no leite fluido. Porém, a possibilidade de desnate do leite descaracterizaria o produto, ja que
este € um dos parametros que o diferencia do leite de vaca. Portanto, como o leite ndo foi
submetido a nenhuma operacdo de padronizacdo, mantendo as caracteristicas do leite, o
produto foi caracterizado como integral.

Nas analises de composicao realizadas no leite em p6 observou-se as caracteristicas de
composicao do leite em pé de bufala logo ap6s o processo de secagem e ao longo do tempo de
armazenamento de 30, 60, 90, 120 e 150 dias. Equac@es de regressao foram ajustadas para as
variaveis estudadas e assim foi possivel ajustar equacdo de modelo linear (p > 0,05) apenas
para a variavel umidade (y= 3,6382x + 0,0048), indicando assim que ocorreu um aumento
significativo no teor de umidade do leite em p6 durante os 150 dias de estocagem, ja 0s
demais parametros analisados se mantiveram estaveis com resultados praticamente constantes
(Tabela 4).
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Tabela 4. Médias dos parametros do leite em pO de bufala de acordo ao tempo de
armazenamento

Parametros Tempos de armazenamento (dias) Médias

TO T 30 T 60 TO90 T120 T 150
Matéria gorda (%) 33,67 33,77 34,15 34,67 34,25 34,02 34,08

Umidade (%) 3,63 3,72 3,77 4,43 4,25 420 4,00
Solubilidade
(mL/T°C) 0,21 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20

Densidade (g/mL) 1,0420 11,0435 11,0423 11,0429 1,0420 1,0421 1,0424

Acidez (°D) 11 10 11 11 11 11 10,83
Cinzas (%) 4,84 4,73 4,77 4,79 4,80 4,88 4,80

Proteinas (%) 21,35 21,40 22,02 21,33 21,48 21,52 21,52
Particulas _
queimadas Disco B Disco B Disco B Disco B Disco B Disco B Disco B

A acidez foi expressa em graus Dornic; ESD= extrato seco desengordurado.

O teor de umidade do leite em p0 apresentou resultado que vario de 3,63% (tempo 0)
para 4,2% (tempo de 150 dias de armazenamento) em temperatura ambiente. Conforme Krey
et al. (2009), a umidade critica do leite em pé integral € de 5,0%, pois é a partir desta
porcentagem que o produto perde rapidamente seu sabor e inicia alteracdes indesejaveis,
como deterioracdo microbiana e aglomeracdo, afetando assim sua solubilidade e outras
propriedades fisicas.

Segundo Brasil (1997), a faixa Otima para a umidade do leite em pd integral
(legislacéo especifica para leite em p6 de vaca) € de no maximo 3,5%, e para o parcialmente
desnatado e desnatado é de no maximo 4%. De acordo com Medeiros et al. (2014), em valores
muito inferiores de umidade, a gordura se torna mais suscetivel a reacGes de oxidacéo porque
os lipideos perdem a camada monomolecular protetora de agua, e em valores superiores sao
propiciadas reacdes de cristalizacdo de lactose, desenvolvimento de odores, escurecimento,
insolubilizacdo protéica, aumento de acidez, producdo de gas carbbnico, entre outros.

Segundo Alves (2008), durante o periodo de estocagem o aumento da umidade do leite
em pod ¢ decorrente da transferéncia de vapor d’adgua através da embalagem, devido a
permeacdo pelo material ou pela entrada por falhas na regido da termosselagem.
Provavelmente 0 mesmo ocorreu com o leite em pé de bdfala produzido, pois a umidade foi
aumentando com o tempo de armazenamento, o que indica provaveis problemas relacionados

com a embalagem do produto. O prazo de validade do leite em pd pode ser de até um ano
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quando se obtém Otimas caracteristicas de qualidade, portanto, esse fato pode se constituir em
problemas futuros.

No presente estudo, o produto obtido foi embalado a vdcuo em embalagens de filmes
metalizados e laminados. Porém mesmo com a aplicacdo do vacuo, o oxigénio aprisionado
entre as particulas de pé ou dissolvido na gordura ndo se elimina por completo e, depois de
alguns dias, pode ser produzida uma dessorcdo deste oxigénio que se encontra no espaco
interparticular, promovendo o processo de degradagdo com maior rapidez. Como o leite em
po é suscetivel a oxidacgdo, a principal precaucdo a se tomar durante o acondicionamento é a
eliminacdo do oxigénio presente. Para a melhora da conservacdo do produto, Brasil (1997)
recomenda o acondicionamento pode ser feito através da injecdo de gases inertes como
nitrogénio ou didxido de carbono ou uma mistura de ambos, evitando que o p6 entre em
contato com o oxigénio e umidade impedindo a rancifica¢do das gorduras. Contudo o leite em
po de bdfala, durante o tempo de 150 dias de estocagem, ndo apresentou alteracdes no
conteddo de matéria gorda, indicando, portanto, que ndo ocorreu oxidacdo acentuada da
gordura durante este periodo.

Para os demais parametros analisados (matéria gorda, cinzas, densidade, proteina,
solubilidade, acidez e particulas queimadas) o leite em po de bufala apresentou resultados
dentro do esperado, pois como ndo existe legislagdo que determina os pardmetros de
qualidade do leite em p6 de bdfala a legislagdo do leite em p6 de vaca (BRASIL, 1997) foi
utilizada como comparativo para avaliar estes parametros de qualidade. A legislacdo atual
determina para o leite em p6 de vaca valores adequados para a acidez titulavel (maximo
18°D), matéria gorda (minimo 26%), indice de solubilidade (mé&ximo 1,0 mL) e particulas
queimadas (maximo disco B). Para o valor de matéria gorda, por apresentar maior
porcentagem de gordura que o leite de vaca, esperam-se valores mais elevados no leite em pd
de bafala do que os determinados pela legislacdo. Este apresentou média de 34,08% de
matéria gorda, valor bem superior ao minimo estipulado para o leite em p6 de vaca. Ao
verificar a qualidade do leite em p6 de bufala por meio da legislacdo (BRASIL, 1997), foi
possivel constatar que o leite em pd apresentou boas caracteristicas de qualidade, pois 0s
parametros avaliados apresentaram valores dentro do esperado e se mantiveram constantes
durante o tempo de armazenamento.

As altas temperaturas de secagem podem produzir alteracbes fisicas e sensoriais
indesejaveis no produto, o que ressalta a importancia do controle do processo. Geralmente,
estas alteracBes sO sdo percebidas depois da reconstituicdo. Na prética, os fatores mais

determinantes para as alteragdes negativas do produto sdo as temperaturas de entrada e saida
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do ar de secagem. Os efeitos de altas temperaturas de secagem incluem a desnaturacdo das

proteinas do soro e 0 aumento da insolubilidade do p6 (WALSTRA et al., 2001).

5.3.  Analise de microscopia eletrénica de varredura

As particulas de leite em p6 de bufala apresentaram aparéncia murcha e enrugada
(Figura 1), que é geralmente formada devido a da temperatura utilizada no processo de
secagem do leite. No presente trabalho, a temperatura utilizada no ar de entrada foi de 140°C e
em dados encontrados na literatura a secagem do leite realizada em temperaturas proximas a
esta (entre 140 e 145°C) promove este tipo de estrutura (KIM, CHEN & PEARCE, 2009;
HAMMES et al., 2015). Segundo estudos realizados por Kim et al. (2009), os quais foram
avaliados o efeito da temperatura (145 e 205°C) na particula do leite em p6 por meio da
microscopia eletrbnica de varredura, a utilizacdo da temperatura de secagem de 205°C
acelerou a velocidade de secagem das goticulas promovendo a formagao rapida de uma crosta
na superficie das particulas de leite em po, o que fez com que a particula de leite apresentasse
uma aparéncia esférica e lisa. No entanto, quando a temperatura de secagem foi inferior
(145°C), a particula durante a secagem permaneceu Umida e flexivel durante maior tempo, de
modo que pdde esvaziar e enrugar a medida que arrefeceu, apresentando aparéncia murcha.

O mesmo foi observado por Hammes et. al (2015), que estudaram a influéncia da
adicdo de lecitina de soja sobre a molhabilidade do leite em p6 de bufala obtido por secagem
por pulverizacdo, onde as particulas de leite secas em temperatura de 140°C apresentaram
aparéncia murcha e enrugada, aspecto caracteristico de p6s produzidos em temperaturas
consideradas mais baixas.

Além da temperatura de secagem, o tamanho da gota produzido pelo bico atomizador
também é responsavel pelo aspecto liso ou enrugado dos pds, pois goticulas menores em
temperaturas mais elevadas, por apresentarem maior area superficial, permitem uma
evaporacdo mais rapida de agua, sendo induzida, portanto, a formagdo de superficies mais
lisas. Por outro lado, em temperaturas mais baixas com goticulas maiores ocorre evaporacao
mais lenta de 4gua e formacdo lenta da crosta na superficie da particula, condicdo que permite
a particula esvaziar e murchar (NIJDAM & LANGRISH, 2006; KIM, CHEN & PEARCE,
2009).

Esta estrutura mais murcha e enrugada observada na amostra obtida de leite em pé de
bafala foi sofrendo uma pequena alteracdo durante os tempos de analise (0 a 150 dias de
estocagem). Na visualizacdo das imagens da MEV (Figura 1) obtidas no tempo O pode-se

perceber a maior presenca de particulas mais murchas e a medida em que se aumentou 0
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tempo de armazenamento particulas mais esféricas e lisas foram sendo observadas, além de
uma maior aglomeracdo das mesmas. Esta diferenca na estrutura das particulas pode estar
relacionada com a absor¢cdo de umidade que foi ocorrendo com avango no tempo de
armazenamento, quando a absor¢cdo de umidade provavelmente promoveu uma mudanga na

estrutura de algumas particulas, tornando-as estruturas mais esféricas e lisas.
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Figura 1. Fotomicrografias obtidas por MEV das amostras de leite em po bufala. A =
aproximacdo de 1000x; B = aproximacdo de 3000x; C = aproximagdo de 20000x. Analises
realizadas durante o tempo de armazenamento 1= tempo 0; 2= tempo 30; 3= tempo 60;
4=tempo 90; 5= tempo120 e 6= tempo 150.
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Cabe ressaltar que o leite em p6 de bdfala obtido apresentou particulas aglomeradas
desde momento de sua obtencéo (Figura 1). Esta aglomeracdo pode estar relacionada com a
estrutura enrugada e murcha que as particulas apresentaram, pois neste caso, 0s componentes,
principalmente a gordura, tem maior facilidade de migrar para a superficie da particula,
fazendo com que as propriedades de solubilidade (molhabilidade, dispersabilidade e
capacidade de escoamento) sejam comprometidas podendo favorecer a aglomeragdo das
particulas, oxidacdo e o desenvolvimento de rancidez no pé (HARDAS et al., 2000; KIM,
CHEN & PEARCE, 2002).

Foster et al. (2009) destacam a lactose como a principal causa para a aglomeracéo do
leite em pd, pois o leite em pd consiste de particulas esféricas de lactose amorfa contendo
micelas de caseina incorporadas e glébulos de gordura. A estrutura das particulas de pé é
alterada quando a lactose amorfa sofre cristalizacdo. Quando isso acontece, a proteina,
minerais e gordura sdo excluidos da estrutura ordenada dos cristais de lactose e expelidos para
a superficie do pd, provocando, portanto, 0 aumento da gordura livre. Os autores também
destacam que se as temperaturas dessas particulas forem aumentadas durante o processo de
secagem ou armazenamento, a gordura do leite pode acabar provocando a aglomeracao, pois
este processo pode provocar o derretimento da gordura formando ligacdes das particulas de
gordura. Se a temperatura cai posteriormente, a gordura pode voltar a solidificar-se,
resultando em um produto irregular e aglomerado.

Por outro lado, a aglomeracdo das particulas promove vantagens em relacdo a
solubilidade do leite em pd. Alguns processos sdo realizados com o intuito de obter particulas
de leite em p6 aglomeradas como a fluidizacdo e adicdo de lecitina para tornar o leite
instantaneo e melhorar as propriedades de molhabilidade e capacidade de escoamento do leite
em po. Devido a essa caracteristica (aglomeracao) o leite em p6 de bufala apresentou boa
solubilidade, porém, no processo de obtencdo do leite em pé de bufala ndo foram utilizados
nenhum destes métodos, portanto essa aglomeracao pode ter acontecido em decorréncia dos
fatores citados anteriormente, como temperatura das particulas na secagem, gordura livre
presente na superficie do leite em pd e possivel processo de cristalizacdo da lactose. As
imagens obtidas pela MEV (Figura 2) mostram que o leite em pd apresentou particulas de

diferentes tamanhos que variaram em sua grande maioria entre 5 ¢ 11 um de didmetro.
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Figura 2. Fotomicrografias obtidas por MEV contendo o tamanho das particulas de leite em
po bufala. A, B, C, D, E e F correspondem a 0, 30, 60, 90, 120 e 150 dias de estocagem
respectivamente.

7.290 pm

5.4.  Andlise eletroforética

A partir da eletroforese, a qual foram separadas e identificadas as proteinas presentes
no leite em po de bufala, foi possivel observar a diferenca existente entre as fracfes de caseina
durante o tempo de armazenamento. A mobilidade eletroforética das fracfes de caseina no gel
de SDS-PAGE do leite em p6 de buafala (Figura 3) revelou a migracdo de trés bandas
superiores com maior intensidade correspondendo a os-caseina, B— caseina e k - caseina. As
proteinas foram mais perceptiveis no gel revelado com Nitrato de Prata (Figura 3b), sendo
possivel visualizar a presenca de outras bandas, provavelmente peptideos formados por meio

do processo de degradacdo das fragdes.
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Figura 3. Perfil eletroforético (SDS-PAGE) das amostras de leite em p6 de bufala. Gel
revelado com Azul de Comassie (a); gel corado com Nitrato de Prata (b). Depositaram-se 20
Hg de proteinas em cada poco. PM: Marcador de massa molar; T: amostras nos tempos de
analise (0, 30, 60, 90, 120 e 150 dias de armazenamento); as-CN: as-caseina; B-CN: B-caseina;

k-CN: k-caseina. P1, P2, P3, P4: peptideos.

T0 T30 T60 T90 TI20 TI150 M 1 T30 T60 T90 Ti120 T150

(@) (b)

N&o observou-se uma degradacdo acentuada das proteinas durante o tempo de
estocagem, mesmo ocorrendo absorcdo de umidade nos ultimos periodos de anélise. Foi
possivel perceber que as bandas referentes a o e k- caseina sofreram uma pequena degradagao
denotado pela reducdo na intensidade de coloracdo destas bandas a partir do tempo de 120
dias de armazenamento. O processo de secagem, principalmente por spray dryer, pode induzir
alteracbes nas proteinas (interacdo proteina-proteina e degradacdo) que influenciam na
hidrofobicidade, solubilidade e desnaturacdo delas (KUROZAWA et al., 2009). O periodo de
armazenamento e temperatura levam a polimerizacdo da proteina e um decréscimo em
solubilidade, tendo a temperatura e umidade relativa como fatores predominantemente
envolvidos neste processo (GAIANI et al., 2007; SCHEIDEGGER et al., 2013).

A perda de proteinas durante o aquecimento do leite é pequena devido a baixa
umidade relativa durante o processo, & ndao exposi¢do dos produtos a temperaturas
excessivamente altas e ao pequeno tempo de duracdo do processo de aguecimento. Porém,
durante o tempo de armazenamento a degradacdo das proteinas pode ser acentuada. A lisina,
aminoacido envolvido na reacdo de escurecimento ndo enzimatico, pode apresentar uma
reducdo durante o armazenamento, reducao esta que ocorre quando o leite permanece exposto
a temperatura variando entre 25° e 37°C com valores de umidade mais elevados, promovendo
a reducdo das proteinas no mesmo patamar.

34


javascript:void(0);

Segundo Singh (2007) durante a secagem por pulverizacdo, a desnaturacdo e
agregacdo das proteinas provavelmente dependem da temperatura do ar em que o leite é
pulverizado (temperatura do ar de entrada), o grau de concentragcdo e a temperatura do
concentrado antes da secagem, o tamanho das goticulas e a temperatura da mistura ar/pé que
sai do secador (temperatura do ar de saida). A secagem é usualmente muito rapida e a
temperatura das goticulas de leite ndo deve exceder a temperatura de 70°C durante a secagem.
Assim, é preciso verificar a temperatura do ar de saida, pois este acaba sendo um parametro
critico e que deve ser controlado para evitar maiores danos causados pelo calor em produtos
lacteos secos. A extensdo da interacdo da proteina que ocorre durante o pré-aquecimento
também afeta a solubilidade e a vida de prateleira do pd. Geralmente, o quanto maior o grau
de desnaturacdo e agregacdo, menor a capacidade de solubilidade e menor seré a estabilidade
oxidativa do pd. A temperatura do ar de saida no secador se manteve em aproximadamente
80°C.

Além da degradacdo ocorrida no processo de secagem, esta degradacdo pode ter
ocorrido também devido a presenca de enzimas que com o tempo de armazenamento
promovem a protedlise das fracBes proteicas. Egito et al. (2003) avaliaram a acdo da plasmina
na [-caseina presente no leite de égua e verificaram a presenga da y-caseina resultado da
degradacdo da B-caseina. A plasmina hidrolisa principalmente a B-caseina e os2-caseina e, em
menor extensdo, osi-caseina, enquanto a k-caseina € resistente a hidrolise por esta enzima.

Com os resultados obtidos da eletroforese foi realizada a quantificacdo das bandas de
cada fracdo identificada nos géis corados com Azul de Comassie e Nitrato de Prata, por meio
da analise densitometrica (Figura 4), identificando também o peso molecular de cada fracdo
proteica (o, P e k-caseina) e peptideos formados pela degradacgéo proteica.
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Figura 4. Densitometria dos resultados obtidos por meio da eletroforese SDS-PAGE para 0s
géis corados com Azul de Comassie (A) e Nitrato de Prata (B). (1° pico) a-caseina; (2° pico)
B-caseina; (3° pico) k-caseina; (4°,5°,6° e 7° pico) peptideos formados pela degradacdo das

fragdes proteicas; tempos de armazenamento (TO, T30, T60, T90, T120 e T150).
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No primeiro pico identificado pela densitometria, correspondente a a-caseina, €
possivel observar sugestdo de reducdo em seu tamanho no tempo de 120 dias de estocagem,
isto fica mais evidente no gel corado com azul de Comassie. Esta reducdo indica que neste
periodo ocorreu uma degradacéo desta fracdo proteica. No segundo pico correspondente a -
caseina, também é possivel perceber essa reducdo no tamanho do pico formado durante o
tempo de armazenamento. NoO terceiro pico correspondente a k-caseina esta mesma
observagao pode ser feita.

Por meio dos picos encontrados na densitometria foram obtidas as areas para cada
fracdo identificada (Tabela 6), e realizada analise de regressdo para verificar diferenca
estatistica entre essas fracGes durante o tempo de armazenamento. N&o foi possivel ajustar
equacdes de regressdo para as fragGes, pois ndo existiu reducdo significativa até o periodo de
150 dias de estocagem. Por meio da analise do gel da eletroforese é possivel observar uma
degradacéo devido a reducdo na intensidade das bandas, mas estatisticamente essa degradacgéo
ndo foi significativa, portanto seria necessario analisar este leite por um periodo mais
prolongado para detectar alteragdes significativas na degradacéo das proteinas.

Foi possivel obter também, por meio da densitometria, 0 peso molecular das proteinas,
determinado pela mobilidade de cada fracdo no gel em relacdo ao padrdo de peso molecular.
Proteinas maiores como a asi-caseina apresentam maior dificuldade de mobilidade no gel
devido ao tamanho dos poros formados, portanto esta apresenta maior valor de massa

molecular (Tabela 6).

Tabela 5. Valores das areas dos picos encontrados pela densitometria e peso molecular de
cada fracdo proteica identificada na eletroforese SDS-PAGE
Fragbes  Areas das fragdes do gel corado com azul de Comassie durante o tempo PM

proteicas de armazenamento (dias) (KDa)
T0 T30 T60 T90 T120 T150
alfa 2006 2029 1892 2081 808 1411 33
beta 1413 1215 1277 1421 525 1023 29
kappa 189 166 255 156 89 123 27
FracOes Areas das fragdes do gel corado com nitrato de prata durante o tempo PM
proteicas de armazenamento (dias)
TO T30 T60 T90 T120 T150
alfa 5900 5780 5358 5505 4826 4845 33
beta 8324 8282 8999 9168 8200 7836 29
kappa 3614 3009 3619 3434 2045 2336 27
pep 1 5217 4351 5178 5341 3564 3418 15
pep 2 2089 1490 1652 1936 1219 1178 12
pep 3 2056 1473 1815 1883 1228 1327 9
pep 4 1101 786 1052 1047 642 637 7

PM= peso molecular. KDa= quiloDalton.
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CONCLUSOES

Foi possivel obter leite em poé integral de bufala por meio da secagem em mini spray
dryer, garantindo um produto com boas caracteristicas de qualidade, mas com aumento
significativo para umidade durante o tempo de armazenamento, 0 que ndo provocou
alteracOes indesejaveis no produto.

As particulas do leite em p6 de bufala por se apresentarem aglomeradas com estruturas
murchas e enrugadas com pequenas alteracbes em sua estrutura durante o tempo de
armazenamento.

A realizacdo do estudo protebmico revelou que as fragOes proteicas ndo apresentaram
diferenca durante os 150 dias de armazenamento ndo ocorrendo, portanto, a degradacao

significativa das fracdes.
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