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RESUMO

Culturalmente no Brasil, o soro de queijo € destinado a alimentacdo animal ou
descartado em rios, lagos e solo, tornando-se um agente poluidor. Devido a
presenca de proteinas de alto valor biolégico e por apresentar propriedades
funcionais e tecnoldgicas de interesse para a industria de alimentos, diversos
estudos buscaram investigar e controlar a influéncia da temperatura aplicada no
processo secagem por pulverizacdo sobre as propriedades das proteinas do soro.
Os principais efeitos encontrados (agregacao, desnaturacdo, formacado de gel, etc.)
estdo intimamente ligados a temperatura aplicada em processos anteriores e
durante o processo de secagem por pulverizacdo, vale destacar os aspectos
relacionados a solubilidade das proteinas e a capacidade de formacao de emulsdes.
Essas caracteristicas foram determinantes para a utilizacdo do soro de queijo, na
secagem de propolis vermelha (substancia resinosa rica em compostos bioativos),
para a obtencdo de microencapsulados, através da técnica de secagem por
pulverizagdo. A partir da mistura entre soro de queijo coalho adicionado de
excipientes (maltodextrina, goma ardbica, amido e gelatina) e extrato etandlico de
propolis (EEP) foram obtidas duas formulacbes FO1 e F02, as quais foram
analisadas quanto a composicao, morfologia, distribuicdo de tamanho de particulas.
Os resultados obtidos quanto a composicdo das formulacdes demostraram diferenca
significativa (p<0,05) para o teste t, nos parametros de umidade, proteinas e cinzas
e nao significativo para matéria seca e flavondides totais. A formulagdo FO1
apresentou menor tamanho médio de particula (12,02 pum) comparado com a
formulacdo FO02 (42,13 pum). A morfologia das particulas analisadas através de
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), demostrou que a formulagdo FO1
apresentou um maior numero de particulas esféricas e com menor agregacao entre
elas, o0 que pode ter ocorrido devido a presenca de gelatina apenas na formulacdo
FO2. Através desses resultados podem ser realizados outros estudos que possam
atestar a viabilidade e aplicabilidade da formulacdo FO1.

Palavras-chave: Soro de queijo. Propolis vermelha. Proteinas do soro. Flavonoides
totais. Secagem por pulverizacao.



ABSTRACT

Culturally in Brazil, the whey is used for animal feed or disposed of in rivers, lakes
and soil, becoming a polluting agent. Due to the presence of proteins of high
biological value and provide functional and technological properties of interest to the
food industry, several studies sought to investigate and control the influence over of
the applied temperature at the spray drying process on the properties of whey
proteins. The main effects found (aggregation, denaturation, gelation, etc.) Are
closely linked to the temperature applied in previous cases and during the spray
drying process, it is worth highlighting the aspects related to the protein solubility and
ability to form emulsions. These features were decisive for the use of whey in the
drying of propolis (resinous substance rich in bioactive compounds) to obtain
microcapsules by the spray drying technique. From the mixture of between the whey
of Coalho cheese added of excipients (maltodextrin, gum arabic, starch and gelatin)
and ethanolic extract of propolis (EEP) were obtained two formulations FO1 and F02,
which were analyzed as to the composition, morphology, distribution, particle size.
The results regarding the composition of the formulations had demonstrated a
significant difference (p <0.05) for the t test, to the parameters of moisture, protein
and ash and not significant for dry matter and total flavonoids. The FO1 formulation
showed a lower average particle size (12.02 mM) compared to formulation FO2
(42.13 mM). The morphology of the particles analyzed by Scanning Electron
Microscopy (SEM) demonstrated that the formulation FO1 presented a larger number
of spherical particles with less aggregation among them, which may be due to the
presence of gelatin in the formulation FO2. Through these results can be carried out
other studies that can attest to the feasibility and applicability of the formulation FO1.

Key words: Cheese whey. Red propolis. Whey protein. Total flavonoids. Spray
drying.
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1 INTRODUCAO GERAL




13

Historicamente, o soro tem sido considerado um residuo e vem sendo destinado
a alimentacdo de animais, ou transformado em commodities de valor relativamente
baixo, tais como soro em po6 e varios tipos de concentrado ou isolado protéico de
soro (CPS, IPS) (CHATTERTON et al., 2006). Entretanto as proteinas presentes no
soro de leite bovino desempenham papéis importantes na formulacdo de alimentos e
produtos farmacéuticos, bem como em sistemas biologicos.

Contudo, a procura crescente por alimentos contendo proteinas como um dos
principais componentes, criou uma necessidade por proteinas com propriedades
funcionais especificas e consistentes (PELEGRINE; GASPARETTO, 2005), tais
como formacdo de espuma, absorcdo de agua, melhora na viscosidade, formacao
de emulsdes e gelificacdo e de facil solubilizacdo (SMITH, 1976; KINSELLA; FOX,
1986; AKHTAR; DICKINSON, 2003). As proteinas do soro apresentam tais
propriedades que permitem a utilizagdo da mesma como material de revestimento
para a microencapsulacdo na secagem por pulverizacao.

As proteinas do soro ja foram utilizadas com sucesso como material de parede
para encapsular em spray-dryer, gordura de leite (YOUNG et al., 1993; KEOGH:
O’KENNEDY, 1999) bactérias laticas (DE CASTRO-CISLAGHI et al., 2012; RAJAM
et al., 2012) substancias volateis (ROSENBERG; SHEU, 1996) compostos bioativos
(GUNASEKARAN; XIAO, 2007).

No entanto, um projeto estratégico na formulagdo de alimentos pode aperfeicoar
ainda mais as funcionalidades nutricionais das proteinas do soro, desenvolvendo,
novas aplicagdes na industria de alimentos (CHAI et al., 2010).

A prépolis € um produto resinoso natural coletado pelas abelhas de brotos e
exsudatos de varias fontes vegetais e ganhou popularidade como um suplemento
alimentar, com finalidade terapéutica. Além disso, a propolis € amplamente utilizada
em alimentos e bebidas em diferentes partes do mundo (BANSKOTA et al., 2001).

As substancias que constituem a prépolis estdo diretamente relacionadas com a
composicdo quimica da resina da planta de origem. Os flavonoides tém sido
considerados como um dos principais constituintes biologicamente ativos da prépolis
(CABRAL et al., 2009).Também fazem parte de sua composi¢cao: ceras, Oleos
essenciais, polen, alguns minerais tais como ferro e zinco e varios componentes
organicos como, vitaminas (B1, B2, B3 e B6), acido benzdico, ésteres, cetonas,

lactonas, quinonas, esteréides e acUcares, além de pigmentos naturais como



14

clorofilas e carotendides (FARRE et al., 2004; JULIANO et al., 2007; CAVACO et al.,
2008).

O extrato de propolis tem sido aplicado em diversos produtos tais como
nutracéuticos, cosmeéticos, de higiene dental, cremes dermatoldgicos e suplementos
alimentares (CATCHPOLE et al., 2004). Sendo o extrato etandlico a forma mais
utilizada, no entanto, processos alérgicos tém sido identificados ao uso do etanol
(BISCAIA; FERREIRA, 2009).

Dependendo da aplicacdo, o solvente presente no extrato de propolis deve ser
reduzido ou eliminado. Os processos comumente utilizados na redugdo ou
eliminacdo de solventes sdo: liofilizacdo, destilacdo a vacuo e evaporagao
apresentam como desvantagens o elevado consumo de energia e o uso de altas
temperaturas (MELLO et al., 2010). Apesar de usar elevadas temperaturas, a técnica
de secagem por pulverizagdo € tecnoldgica e economicamente aplicavel, devido ao
curto tempo de contato da amostra com o ar quente, particulas mais uniformes e o
menor gasto energético quando comparado com a liofiolizacao.

As propriedades farmacéuticas da propolis e as propriedades funcionais do soro
de leite podem ser uma alternativa viavel para agregar valor ao soro e enriquecer
nutricionalmente a prépolis. O uso da técnica de secagem por pulverizacdo para
obtencdo de propolis em p6é pode ser otimizada utilizando-se o soro liquido para a
solubilizacdo da propolis antes do processo de secagem. As propriedades
emulsificantes do soro de leite, associadas ao uso de alguns adjuvantes no processo
de secagem podem conferir ao produto final caracteristicas desejaveis, tais como,
baixa umidade, uniformidade do pd, rendimento e manutencdo das caracteristicas

iniciais da matéria prima.
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RESUMO

Produtos lacteos sdo muitas vezes secos por pulverizacdo a fim de melhorar a
estabilidade ao armazenamento, através da reducdo da &agua disponivel para
alteracdes microbianas e reacdes quimicas, além de melhorar a logistica de
armazenamento e transporte. As proteinas de soro de leite em especial, sédo
submetidas ao processo de secagem por pulverizacdo, seja para obtencdo de
concentrados ou isolados protéicos em po, ou utilizadas como material de parede.
Este artigo teve como objetivo descrever os principais estudos e técnicas usadas, a
fim de investigar e controlar a influéncia da temperatura aplicada no processo
secagem por pulverizacdo sobre as propriedades das proteinas do soro de leite. A
desnaturacao das proteinas do soro € um dos principais objetos de estudo, por se
tratar de um material biologico e especificamente susceptivel a processos térmicos.
Os principais efeitos sobre as proteinas do soro estdo intimamente ligados a
temperatura aplicada em processos anteriores e durante o processo de secagem por
pulverizacdo, o que influi diretamente na qualidade do pé, seja no teor de umidade,
formato, tamanho e distribuicdo das particulas, como também nas propriedades das

proteinas do soro.

Palavras-chave: Soro, leite bovino, secagem por pulverizagdo, temperatura.

ABSTRACT

Milk products are often spray dried in order to improve the storage stability, by

reducing the water available for chemical reactions and microbial changes, and
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improve the logistics of storage and transportation. The whey protein in particular, are
spray dried in obtaining concentrate or protein isolate powder, or used as wall
material. This article aims to describe about the main studies and techniques used in
order to investigate and control the influence of the applied temperature spray drying
process on the properties of whey proteins. The denaturation of whey protein is one
of the main objects of study because it is a biological material and specifically
susceptible to thermal processes. Therefore, the main effects over whey proteins are
closely related to the temperature applied in previously and during spray drying,
which directly influences the quality of the powder, as in the moisture content, shape,

size and distribution of particles as well as the properties of whey proteins.

Key words: Whey, bovine milk, spray drying, temperature.

INTRODUCAO

As proteinas do leite sdo proteinas importantes e amplamente utilizadas como
ingredientes nas indistrias de alimentos e laticinios® estdo classificadas em duas
categorias de acordo com sua estrutura: proteinas flexiveis para as caseinas e
proteinas globulares para as proteinas do soro.?

Existem duas principais proteinas no soro, a a-lactoalbumina e a pB-
lactoglobulina. A B-lactoglobulina representa 50% em massa de proteina no soro de
leite e tem uma massa molecular de 18.400 Da. Ela desempenha um papel
extremamente importante na indastria de alimentos, por apresentar propriedades de
gelificacdo e de emulsificacdo.® A a- lactoalbumina é a segunda maior proteina

globular do soro (constituindo 20% da massa de proteina de soro de leite) apresenta
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uma menor massa molecular (14.200 Da) e esta pode se ligar com fons de Ca?*. As
propriedades bioquimicas e fisico-quimicas dessas duas proteinas tém sido
amplamente estudadas e suas estruturas primarias, secundarias, terciarias e
quaternérias estdo bem documentadas.”

Alguns derivados lacteos sdo muitas vezes secos por pulverizagdo para
melhorar a estabilidade de armazenamento, minimizar os requisitos de embalagem,
transporte e reduzir o peso.>® E intencdo do processo de secagem é obter um
produto que apds a reconstituicdo com agua seja apresente propriedades muito
semelhantes ao material original. Para a qualidade do pé obtido o comportamento
dos constituintes termolabeis durante o processo secagem € de fundamental
importancia.”

As proteinas do soro sdo sensiveis ao calor e durante o processo de
secagem, podem ocorrer mudangas estruturais e fisicas devido a desnaturacéo,
agregacdo entre as proteinas do soro de leite, e a formacdo de complexos de
proteinas entre as proteinas do soro e caseinas.® Particularmente, as proteinas do
soro de leite bovino sdo conhecidas por desnaturar facilmente apos aguecimento, e
de forma irreversivel.’

Durante a secagem por pulverizacéo, a temperatura da goticula de soro sobe
rapidamente, enquanto ao mesmo tempo, o teor de agua da mesma diminui. Dessa
forma a desnaturacdo das proteinas e agregacdo sé ocorrera nesse estagio do
processo de secagem, quando a temperatura e a atividade de agua da goticula
estdo relativamente altas.™

Inimeros estudos abordaram o efeito dos tratamentos de calor sobre as
proteinas do soro, quer em solucdo ou incorporados em emulsdes. Segundo dados

da literatura, o aquecimento das proteinas de soro de leite a temperaturas superiores
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a 70°C, estejam elas em solugcdo ou em emulséo induz a desnaturacéo, resultando
no desdobramento das moléculas das proteinas do soro e expondo seus sitios
reativos.™

O presente trabalho teve por objetivo analisar e avaliar artigos cientificos que
estudaram os efeitos da temperatura sobre as proteinas do soro de leite bovino

durante o processo de secagem por pulverizacdo, através de uma revisao.

Agregacao

De La Fuente et al. *?

estudaram as mudancas na composicao e no estado de
agregacdao de proteinas de soro em diferentes fases do processamento utilizado na
fabricacdo de concentrados proteicos de soro (CPS) comerciais, e notaram que
pequena quantidade de agregados das proteinas do soro nestes produtos se da

provavelmente devido aos tratamentos de calor aplicados ao leite e ao soro

(principalmente a pasteurizagdo) antes da concentracao e secagem.

Composicéao

Gaiani et al.®

investigaram a influéncia da temperatura de saida do spray-
dryer sobre a composicdo da superficie do po, através da analise de misturas
contendo diferentes proporcdes de caseina e proteinas do soro, com o interesse de
ajustar a temperatura de secagem do spray-dryer de acordo com a composicdo da
superficie desejada: mais ou menos caseina e/ou proteinas do soro na superficie.™

E verificaram que ndo ha diferencas para amostras com a mesma formulacdo em

diferentes T saida- O que indica que a secagem por pulverizacdo em alta temperatura
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de saida de ar (130 ° C) ndo modifica a estrutura das proteinas, em comparagao
com a baixa T saiga (80 ° C)."* No entanto a presenca de pelo menos 20% de caseina
nas misturas antes da secagem por pulverizacdo podem proteger as proteinas de
soro de leite da desnaturacéo.™

Eles demostraram também que efeito da temperatura de secagem por
pulverizacdo sobre a composicéo da superficie pode ser atribuida mais a cinética da
secagem, e ndo necessariamente ao estado em que se encontram as proteinas
(nativas, desdobradas, agregada etc.) a medida que a secagem por pulverizacdo
aumenta a temperatura de 80 para 130 ° C, a superficie pode solidificar
rapidamente, e pode refletir na composicdo em massa da superficie.*® Dessa forma
a difusdo dos diferentes componentes, durante a secagem por pulverizacdo pode

ser interrompida antes que o sistema tenha alcancado o equilibrio.*?

Desnaturacao

Oldfield et al.'* relatam que a desnaturacdo irreversivel nas proteinas que
estdo em maior concentragcéo (B-lg A, B-lg B e a-la) e proteinas com menores
concentracbes (IgG e BSA) no soro no leite desnatado ocorreu principalmente
durante o pré-aquecimento em comparacdo com efeito da evaporacdo e da
secagem por pulverizacdo foram relativamente menores.!* Aumentando a
temperatura do pré-aquecimento de 70-120 ° C, a quantidade de proteina soro em
amostras nativas diminuiu. Quando o pré-aquecimento ocorreu em temperaturas de
80, 100 ou 120°C por 52 segundos foi suficiente para desnhaturar toda a

concentracgéo de proteinas soro imunoglobulina (1gG).**
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No entanto diferentes quantidades de aquecimento nas temperaturas de
entrada e saida na secagem por pulverizagdo ao longo de um intervalo tipico para a
fabricacdo de leite em p0, ndo afeta muito a desnaturacdo medida nas proteinas do
soro. A B-Lg e BSA formaram principalmente agregados de pontes dissulfeto.** Os
niveis de B-lg e BSA associados com as micelas de caseina foram inferiores aos
respectivos niveis de desnaturacdo.' A agregacdo e associacdo de a-ly e BSA
ocorreram predominantemente durante o pré-aquecimento, pois a evaporacao que
ocorre no processo de secagem por pulverizacdo teve um efeito insignificante.**

Ja para Sliwinski et al.,®

o0 grande evento durante a secagem por
pulverizacdo é a desnaturacdo e a agregacdo de B-lactoglobulina. Onde esta
combinacédo de eventos faz com que seja muito complicado prever corretamente o
efeito da secagem sobre a estabilidade de proteinas globulares. Segundo estes
mesmos autores a desnaturacdo das proteinas e agregacado sO ocorrera na medida
em que em uma fase do processo de secagem a atividade de agua e a temperatura
da goticula da amostra estiverem altas o suficiente.™

Gaiani et al. * demostraram que o aumento da temperatura do ar de saida, é
outro fator que pode ocasionar a desnaturacdo, segundo esses autores a Unica
diferenca significativa entre os pdés de proteina do soro e caseina (composicdo em
massas idénticas) € a porcentagem de desnaturacdo dessas proteinas. Esta
percentagem aumenta claramente com o aumento da temperatura do ar de saida.’

A presenca de pelo menos 20% de caseina nas misturas antes da secagem no

spray-dryer podem proteger as proteinas do soro de desnaturacéo.*
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Funcionalidades

Fang et al. *°

estabeleceram uma relacdo direta entre a temperatura de
secagem e as funcionalidades dos produtos resultantes, proporcionando uma melhor
visdo das alteragbes microestruturais causadas por diferentes condigbes de
secagem. Seu estudo demonstrou que é possivel pulverizar gotas secas em spray-
dryer usando temperatura consideravelmente inferior, sem quaisquer efeitos
adversos sobre a funcionalidade do produto. Isto é, desde que haja contato efetivo
com o ar de secagem.’® Como o contetido de umidade dos pds secos a baixas
temperaturas foram relativamente altos, um estagio de secagem secundario pode
ser necessario em préatica. No entanto, o resultado também enfatizou que ao longo
de secagem a alta temperatura era indesejavel, devido a diminuicdo da solubilidade
dos p6s, causada principalmente pela desnaturacéo das proteinas em excesso.*®
Diferengas na composigdo protéica e nas funcionalidades entre os diferentes
tipos de soro estdo provavelmente relacionadas com 0S processos que S&ao

utilizados na fabricacdo de queijo ou de caseina, ao invés de alteracdes durante o

processo de fabricacéo do CPS.*

Formacéao de gel

Zisu et al. ** utilizou ultrassom a uma frequéncia de 20 kHz para reduzir a
viscosidade das proteinas do soro e das caseinas a afim de melhorara a
estabilidade térmica das proteinas de soro de leite em escala piloto industrial.
Quando a sonicacdo aplicada foi combinada com um tratamento térmico acima da
temperatura de desnaturacao térmica de proteinas do soro, a estabilidade térmica de

ingredientes lacteos contendo proteinas do soro foi melhorada.’’ Outro fator
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importante foi que as propriedades de gelificacdo e aspectos de estabilidade ao
calor foram mantidos durante a secagem por pulverizacdo e ap6s a reconstituicdo.*’

Sui et al. *® investigou o efeito da aplicacdo de Campo Elétrico Pulsado (CEP)
sobre as propriedades fisico-quimicas e funcionais de um Isolado Protéico de Soro
(IPS) de alta qualidade comercial, no intervalo de temperaturas abaixo das
temperaturas de pasteurizacdo, e comparou o efeito do CEP com o tratamento
térmico.'® Seus resultados demostraram que os efeitos do CEP nas propriedades de
gelificacdo IPS podem ser benéficos em aplicagbes onde a precipitacdo das
proteinas do soro de leite e gelificacdo ndo sdo desejaveis, tais como durante a
concentracdo de proteina de soro e preparacdes antes da secagem por

pulverizacdo.'®

Propriedade emulsificante

Bernard et al.'®

avaliaram entre outros parametros, o efeito da secagem por
pulverizacdo sobre as propriedades emulsificantes das proteinas de CPS por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia CLAE, aplicando temperaturas de entrada
entre 170 — 260 °C.'° E constataram que no final da secagem, a temperatura das
goticulas do CPS podem aumentar muito rapidamente, chegando a temperaturas
superiores a 100 °C, enquanto, que ao mesmo tempo, o teor de agua da goticula
diminui na mesma velocidade.’® Esse aquecimento provoca entdo a desnaturacdo
da B-lg e da a-la, tornando essas proteinas responsaveis pela estabilizacdo do

concentrado proteico de soro e também pelas propriedades emulsificantes, porém,

ocorre em paralelo uma diminuic&o na viscosidade da emuls&o.®
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Um desdobramento parcial das proteinas do soro envolve a quebra de
interacbes fisicas (perda de estrutura secundéria), de modo que as partes
hidrofébicas da molécula sdo expostas e facilitam a ancoragem da proteina na
interface da particula, aumentando a sua capacidade emulsificante.® Misturas de
proteinas de soro nativas e desnaturadas podem atuar de forma complementar em
sistemas emulsionados como as proteinas do soro nativas se movem rapidamente
para a superficie, enquanto que as particulas desnaturadas produzem uma
membrana grossa na interface.®

Millqvist-Fureby & Smith, ?° estudaram o efeito da secagem por pulverizacéo
sobre a estabilidade das emulsGes agua em Oleo estabilizadas com proteinas do
leite. Tais emulsdes foram preparadas com teores de proteina constante, mas
diferentes relacdes de caseina e a proteina do soro, essas emulsdes foram secas
em spray-dryer e as propriedades emulsificantes do produto original e as dos
reconstituidos foram comparadas. E foi observado que a substituicdo de 50% de
caseinato de sodio pela proteina de soro de leite quase nao teve influéncia sobre as
propriedades fisico-quimicas das emulsdes agua / 6leo de soja apds a secagem por
pulverizacdo.”® Observaram também que a secagem por pulverizacéo resultou em
um aumento da quantidade adsorvida de proteina de soro de leite de emulsdes
contendo fracBes 60% ou mais de proteinas do soro, e um aumento de distribuicdes
de tamanho de particula de emulses contendo fracbes de proteinas do soro de
70% ou mais.?

De acordo com varios autores, as proteinas do soro em solugcdo ou em
emulsdo sdo desnaturadas a temperaturas superiores a 70°C, resultando no
desdobramento das moléculas de proteinas de soro do leite e na exposicdo dos

seus sitios reativos com consequéncias sobre a formacdo de espuma e de
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estabilizacdo da emulsdo.’’ Tratamentos induzidos por temperatura controlada
podem conduzir a uma melhorara nas propriedades emulsionantes e de formacéo de
espuma nas proteinas do soro.*®

Bernard et al.'®

confirmaram que a secagem por pulverizacdo em uma
configuracdo co-corrente de produtos ricos em proteinas pode ser proposto como
uma nova forma tecnoldgica para melhorar as propriedades de finais de proteinas de

soro de leite.

Solubilidade

A solubilidade das proteinas esta relacionada com o estado nativo ou
desnaturado, pH e temperatura. O pH da solugcdo influencia a natureza e a
distribuicdo de carga liquida da proteina. Geralmente, as proteinas sdo mais soluveis
em valores de pH baixo (a4cido) ou alto (alcalino) devido ao excesso de cargas do
mesmo sinal, produzindo repulsdo entre as moléculas e, consequentemente,
contribuindo para a sua maior solubilidade.?*

Durante o processo de secagem por pulverizacéo a solubilidade das proteinas
do soro de leite diminui com o aumento da temperatura do ar de admisséo. A perda
de solubilidade é provavelmente devido aos agregados protéicos induzidos pelo
calor. Apesar do tratamento térmico, a solubilidade continua sendo bastante elevada
e a taxa de proteinas agregadas é relativamente baixa.®

Por outro lado, a diminuicéo do fluxo da alimentacédo pode promover a formacao
de crosta, 0 que aumentaria a temperatura das particulas e podendo ocasionar

maiores niveis de desnaturacéo e agregacéo.”
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Em geral, as proteinas que apresentam propriedades funcionais devem
apresentar alta solubilidade, a fim de proporcionar boa emulsdo, geleificagdo e
propriedades espumantes.?’ Desta forma, a diminuicdo na solubilidade da proteina

afeta de maneira desfavoravel sua funcionalidade.®

CONCLUSAO

A temperatura aplicada em processos anteriores e durante 0 processo de
secagem por pulverizacado influi diretamente na qualidade do pd, principalmente nas
propriedades das proteinas do soro (agregacdo, composicdo, desnhaturacao,
solubilidade, formacdo de emulsdo e de gel). Aparentemente, o grande evento
durante a secagem por pulverizacdo € a desnaturacdo e a agregacdo de [-
lactoglobulina. E consenso entre os autores que a desnaturacdo ocorrer durante os
tratamentos térmicos aplicados antes do processo de secagem, e podera ocorrer
durante o processo de secagem, caso seja aplicada uma elevada temperatura de
entrada e a amostra apresente uma elevada atividade de agua. Outro fator que
favorece a desnaturacdo e agregacdo é uma elevada temperatura de saida no
spray-dryer. A desnaturacdo expde 0s seus sitios reativos das proteinas o que
favorece a formacédo de emulsdes e de espuma, que em certos casos € desejavel.
Vérios estudos vém buscando formas de se controlar os parametros de secagem a
fim de melhorar as propriedades das proteinas do soro e assim utiliza-las em

processos industriais.



28

REFERENCIAS

1. Gaiani, C.; Morand, M.; Sanchez, C.; Tehrany, E.; Jacquot, M.; Schuck, P.;
Jeantet, R.; Scher, J. Colloids Surf., B. 2010, 75, 377.
. Dickinson, E. Colloids Surf., B. 2001, 20, 198.
. Anandharamakrishnan, C.; Raghavendra, S. N.; Barhate, R. S.; Hanumesh, U.;
Raghavarao, K. S. M. S. Food and Bioproducts Processing. 2005, 83, 191;
Anema, S. G.; Stockmann, R.; Lowe, E. K. J. Agric. Food Chem. 2005 53 7783;
Schokker, E. P.; Singh, H.; Creamer, L. K. International Dairy Journal, 2000, 10,
843.
. Anandharamakrishnan, C.; Rielly, C.D.; Stapley, A. G. F. LWT - Food Science and
Technology. 2008, 41, 270.
. Faldt, P.; Bergenstahl, B. J. Am Oil Chem. Soc. 1995, 72, 171.
. Landstrom, K.; Alsins, J.; Bergenstahl, B. Food Hydrocolloids. 2000, 14, 75.
. Walstra, P. et al. Dairy Technology; Marcel Dekker ed.; New York, 1999.
. Corredig, M.; Dalgleish, D.G. International Dairy Journal. 1999, 9, 233; Anema,
S.G.; Li, Y, Journal of Dairy Research. 2003, 70, 74; Anema, S.G.; Mckenna, A.B.
J. Agric. Food Chem. 1996, 44, 422; Gaiani, C.; Ehrhardt, J.J.; Scher, J.; Hardy,
J.; Desobry, S.; Banon, S. Colloids Surf., B. 2006, 49, 71.
9. Fox, P.; McSweeney, P. L. H. Dairy Chemistry and Biochemistry, New
York:Kluwer Academic Publishers, 1998.

10. Riuegg, M.; Moor, U. Blanc, B. Journal of Dairy Research. 1977, 44, 509.

11.Galani, D.; Apenten, R. K. O. International Journal of Food Science and
Technology, 1999, 34, 467; Millgvist-Fureby, A.; Elofsson, U.; Bergenstahl, B.
Colloids Surf., B. 2001, 21, 47; Relkin, P. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition. 1996, 36, 565.

12. De La Fuente, M. A.; Hemar, Y.; Tamehana, M.; Munro, P. A.; Singh, H.
International Dairy Journal. 2002, 12, 361.

13. Gaiani, C.; Mullet, M.; Arab-Tehrany, E.; Jacquot, M.; Perroud, C.; Renard, A.;
Scher J. Food Hydrocolloids, 2011, 25, 983.

14. Oldfield, D. J.; Taylor, M. W.; Singh, H. International Dairy Journal, 2005, 15, 501.

15. Sliwinski, E. L.; Lavrijsen, B. W. M.; Vollenbroek, J. M.; Van Der Stege, H. J.;
Van Boekel, M. A. J. S.; Wouters, J. T. M. Colloids Surf., B. 2003, 31, 219.

16. Fang, Y.; Rogers, S.; Selomulya, C.; Chen, X. D. Biochemical Engineering
Journal. 2012, 62, 101.

17. Zisu, B.; Bhaskaracharya, R.; Kentish, S.; Ashokkumar M. Ultrasonics
Sonochemistry, 2010, 17, 1075.

18. Sui, Q.; Roginski, H.; Williams, R. P. W.; Versteeg, C.; Wan, J. International Dairy
Journal. 2011, 21, 206.

19. Bernard, C.; Regnault, S.; Gendreau, S.; Charbonneau, S.; Relkin, P. Food
Hydrocolloids, 2011, 25, 758.

20. Millgvist-Fureby, A.; Smith, P. Food Hydrocolloids, 2007, 21 920.

21. Pelegrine, D. H. G.; Gasparetto, C. A. Lebensm.-Wiss. u.-Technol. 2005, 38, 77.

22. Nakai, S.; Chan, L. Journal of Dairy Science. 1985, 68, 2763; Wit, J. N.

Functional properties of whey proteins. Developments in dairy chemistry Em: P. F.
Fox (Ed.) 1989 p. 285-321.
23. Vojdani, F. Em: G. M. Hall (Ed.) 1996, p. 11-60.

N w N

00N O O



29

2° ARTIGO: ARTIGO DE RESULTADOS
ANDRADE, VHO; NASCIMENTO, TG; SILVA, MCD; VIEIRA, DA; ARANTES, JDB,
LIRA, GM; BASILIO JUNIOR, ID. Microencapsulacdo de prépolis vermelha utilizando

soro de queijo coalho através de secagem por pulverizacao.

Revista que sera submetido: Journal of Food Composition and Analysis




30

Resumo

O soro de queijo foi considerado por muito tempo um residuo gerado a partir da
fabricacdo de queijos, porém esse conceito vem se perdendo, devido as
possibilidades de reaproveitamento. Umas das alternativas € sua utilizagdo em
processos de secagem por pulverizacdo devido as propriedades apresentadas por
suas proteinas, dentre elas a capacidade de formacdo de emulsdées. Tornando-se
possivel sua utilizacdo no processo de secagem de extrato de propolis, que € rico
em compostos bioativos, porém, com diversas limitacdes quanto ao uso como
alimento. Através da mistura entre soro de queijo coalho adicionado de excipientes
(maltodextrina, goma arabica, amido e gelatina) e extrato etandélico de propolis (EEP)
foram obtidas duas formulacées FO1 e F02, sendo a FO1 adicionada de amido e F02
de gelatina. As formulacdes foram analisadas quanto a composicdo, morfologia,
distribuicdo de tamanho de particulas. Os resultados obtidos quanto a composi¢ao
das formulagdes demostraram diferenca significativa (p<0,05) para o teste t, nos
parametros de umidade, proteinas e cinzas e néo significativo para matéria seca e
flavondides totais. A formulacdo FO1 apresentou menor tamanho medio de particula
(12,02 pm) comparado com a formulacdo FO02 (42,13 um). A morfologia das
particulas analisadas através de Microscopia Eletrébnica de Varredura (MEV),
demostrou que a formulacdo FO1 apresentou um maior numero de particulas
esféricas e com menor agregacao entre elas, o que pode ter ocorrido devido a
presenca de gelatina apenas na formulagdo F02. Através desses resultados podem
ser realizados outros estudos que possam atestar a viabilidade e aplicabilidade da

formulacao FO1.

Palavras-chave: Soro de queijo, prépolis vermelha, proteinas do soro, flavonoides

totais, spray drying.
Abstract
The cheese whey was considered for a long time a residue generated from the

manufacture of cheese, but this concept has been lost due to the possibilities of

reuse. One of the alternatives is its use in spray drying processes due to their
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properties provided by proteins, among them the ability to form emulsions. Making it
possible to use in the drying process of propolis extract etanolic, which is rich in
bioactive compounds, but show several limitations as to use as food. Through the
mixture of between the whey of Coalho cheese added of excipients (maltodextrin,
gum arabic, starch and gelatin) and ethanolic extract of propolis (EEP) were obtained
two formulations FO1 and F02, the FO1 were added of starch and FO2 of gelatin. The
formulations were analyzed as to the composition, morphology, distribution, and
particle size. The results regarding the composition of the formulations had
demonstrated a significant difference (p <0.05) for the t test, to the parameters of
moisture, protein and ash and not significant for dry matter and total flavonoids. The
FO1 formulation showed a lower average particle size (12.02 pum) compared to
formulation FO2 (42.13 um). The morphology of the particles analyzed by Scanning
Electron Microscopy (SEM) demonstrated that the formulation FO1 presented a larger
number of spherical particles with less aggregation among them, which may be due
to the presence of gelatin in the formulation FO2. Through these results can be
carried out other studies that can attest to the feasibility and applicability of the

formulation FO1.

Key words: Cheese whey, red propolis, whey protein, total flavonoids, spray drying.

1 Introducéo

Uma industria de laticinio geralmente trabalha com mais de um produto (iogurte,
gueijo, manteiga, creme, leite, sorvete, etc.) e uma grande preocupacédo € o grande
volume gerado de residuos com elevado teor de matéria organica e que na maioria
das vezes sao descartados diretamente no solo ou em aguas receptoras (rios, lagos,
acudes, etc.) sem nenhum tratamento prévio. E entre os residuos gerados pelas
industrias de laticinios, um dos principais € o soro de queijo.

O soro de queijo foi considerado por muito tempo um residuo gerado a partir da
fabricacdo de queijos, porém esse conceito vem se perdendo, devido as
possibilidades de reaproveitamento, seja na utilizacdo para obtencao de produtos
com maior valor agregado (CPS, soro em po0, panificacdo, sobremesas, etc.) ou na

sua aplicacao para geracao de energia.
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Outro produto que esta sendo alvo de varios estudos é a prépolis (Marcucci,
1995), em especial a propolis vermelha, que foi ha pouco classificada como 13° tipo
de propolis existente (Alencar et al., 2007). Essa classificagdo evidencia sua
diferenca entre as demais propolis. Alencar et al. (2007) encontrou pelo menos
guatro isoflavonas nunca antes relatadas em propolis, onde ele considera a prépolis
vermelha como uma fonte promissora de novos compostos bioativos.

A prépolis vermelha de Alagoas recebeu em 2012 o registro de Indicacdo
Geogréfica (1G201101) pelo INPI, delimitando o estado em 17 pontos os quais
abrangem as areas de manguezais, denominado assim a origem da propolis de
alagoas.

A aplicacao da prépolis na alimentacéo é ainda limitada, isso porque, além de
ser soltvel em &lcool, tem sabor e aroma forte. A microencapsula¢do pode ser uma
alternativa para reduzir estes problemas. Por muitos anos, esta técnica tem sido
utilizada na indastria farmacéutica para a liberacdo controlada e maior estabilidade
das formulacfes e mascaramento de sabor (Gouin, 2004; Nore et al., 2011).

O processo de secagem por “spray”, também conhecido como secagem por
atomizacdo ou pulverizacdo, consiste em pulverizar uma solucdo liquida exposta a
uma corrente de ar quente ndo saturada que devera remover sua umidade,
permitindo que o soluto que se encontrava diluido na solucéo seja obtido em forma
de po. Este tipo de secagem € largamente utilizado nas industrias de alimentos,
farmacéuticas e metalurgicas (Oliveira Filho, 2007).

Este trabalho teve o0 objetivo de desenvolver e caracterizar
microencapsulados de prépolis vermelha com soro de queijo coalho, através da

técnica de secagem por pulverizacao.

2 Materiais e métodos

2.1 Materiais

A propolis vermelha foi obtida dos apiarios localizados na regido de mangue
dos municipios de Marechal Deodoro-AL e Lagoa da Canoa-AL. As amostras foram
coletadas e acondicionadas sob refrigeracdo por 24 horas. Apos este tempo, foram
trituradas em liquidificador industrial, acondicionadas em saco plastico e

armazenadas em freezer (-18°C).



33

O leite utilizado para obtencdo do soro de queijo foi obtido no setor de
bovinocultura do Instituto Federal de Alagoas campus Satuba (IFAL campus Satuba)
e processado no setor de agroindustria da mesma instituicao.

No processo de produgdo do queijo tipo “Coalho”, foi utilizado, o coalho
industrial liquido HA-LA® (Chis Hansen) e o soro de queijo foi obtido de acordo com

o com fluxograma apresentado na Figura 1.

Leite cru
Pasteurizacéo

65°C por 30 min. l

Leite pasteurizado

Adic&o do CaClx l
e do coalho E
Coagulacéo
(35°C — 25 min)

l

Corte da coalhada e as

mexeduras

l

Obtencéo do soro

Figura 1. Fluxograma de obtencéo do soro de queijo
Fonte:Autor, 2011

O soro retirado foi imediatamente submetido ao processo de pasteurizacéo a
65°C por 30 minutos, e posteriormente fracionado e acondicionado ainda quente em
recipientes de 500 mL de politereftalato de etileno (PET) estéreis e sob condi¢des

assépticas, sendo em seguida armazenados em camara de congelamento a - 4°C.

2.2 Obtencao do extrato etandlico de prépolis

A propolis bruta foi limpa, retirada poeira, pedacos de madeira, abelhas mortas,
tracas e qualquer tipo de material estranho.
A amostra de prépolis (500g) foi submetida a maceragéo, com élcool etilico

comercial 96°GL (1.5 L) a temperatura ambiente, com troca do solvente de 48 em 48
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horas e em seguida foi realizada filtracdo para se obter o extrato etandlico de

propolis (EEP).

2.3 Obtencdo dos microencapsulados de propolis com soro

2.3.1 Preparo das formulacdes

O soro foi deixado sob refrigeracéo por 24 horas antes do desenvolvimento das
formulacdes, para o completo descongelamento.

Os excipientes utilizados nas formulacdes estdo na Tabela 1, o calculo
percentual realizado teve como base o conteldo de matéria seca do soro de leite

somado a matéria seca do EEP na proporcédo 60:40, respectivamente.

Tabela 1 — Percentual em massa dos excipientes nas formulacdes

Excipientes FO1 FO2
Maltodextrina 25% 25%
Goma Arabica 10% 10%
Amido 5% -
Gelatina - 5%

Fonte: Autor, 2011

Apés obter os resultados da matéria seca do soro de queijo e do EEP foram
determinados os volumes de ambos a ser utilizados nas formulacdes, a fim de obter
uma proporcdo 60:40 de massa no produto final. Foram realizados também os
calculos dos excipientes, levando em conta o percentual que cada um deveria
apresentar no pé final. Os excipientes foram pesados em balanca analitica e
adicionados ao soro liquido.

A maltodextrina e o amido foram adicionados diretamente ao soro liquido, ja a
goma ardbica e a gelatina foram dissolvidos previamente em agua. Foi preparada
uma solucdo de 30% de goma arabica com auxilio de agitador mecéanico digital
modelo RW 20 Digital IKA®, e adicionada ao soro o volume correspondente & massa
desejada no po final. A quantidade desejada de gelatina no produto final foi pesada
e dissolvida em agua a 70°C até completa dissolucéo, e adicionada ao soro.

Foi realizada a mistura soro de queijo adicionado dos excipientes com 0

extrato etandlico de propolis, sabendo que o extrato de propolis € alcodlico, a
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proporcéo estabelecida da mistura néo traria risco quanto ao processo de secagem
por pulverizacdo. As formulacdes apdés a mistura apresentaram as seguintes

propor¢cdes dos componentes, de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2 — Percentual em massa dos componentes nas formulagdes

Excipientes FO1 FO2
Soro 42.88% 42.88%
Prépolis 28.57% 28.57%
Maltodextrina 17.83% 17.83%
Goma Arabica 7.15% 7.15%
Amido 3.57% -
Gelatina - 3.57%

Fonte: Autor, 2011

2.3.2 Atomizagéo das formulagdes

Para obtencdo dos microencapsulados, as formulacbes preparadas acima
foram atomizadas e secas em um mini Spray Dryer B-290 fabricado pela Biichi®,
Suica). As condigOes utilizadas para obtencdo dos microencapsulados foram obtidas
de acordo com os dados fornecidos pelo fabricante do equipamento e através
relatos na literatura sobre secagem de soro de leite em Spray Dryer sendo, portanto,
selecionada as condicbes de 180°C para temperatura de entrada, 110°C de
temperatura de saida (ndo controlavel), a aspiracédo ficou em 90% e a alimentacao

em 5 mL/min.
2.4 Caracterizacdo do soro de queijo

A densidade do soro de queijo foi determinada através da imersao do
termolactodensimetro na amostra e posterior verificacdo. A andlise de acidez foi
determinada através da titulacdo da amostra com hidroxido de sodio 0.1 M e para
determinar o teor de gordura foi utilizado o método butirométrico (IAL, 2008).

Todas as analises fisico-quimicas foram realizadas em triplicata.
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2.4.1 Determinac¢éo de umidade

Para determinar a umidade das amostras, foi utilizado o método gravimétrico,
por meio de balanca eletronica de umidade Shimadzu MOC-120H®, com precisao
de 1 mg e ajustada com secador de infravermelho. Cerca de 5 g foi seco sob

temperatura de 120 ° C, até obter perda de umidade inferior a 0.01%.
2.4.2 Determinagdo da matéria seca
A matéria seca das amostras foi determinada apos a analise de umidade pela

seguinte formula:

Matéria seca % = 100 X B/4 Onde, A= amostra seca e B= peso da amostra

in natura.

2.4.3 Teor de cinzas

O teor de cinzas foi determinado apds incineracdo das amostras ja

carbonizadas em um forno mufla, a 550 ° C por 4 horas (IAL, 2008).
2.4.4 Determinacgdo de proteina total

O teor de proteina foi determinado através pelo método de Kjeldahl e
posterior conversdo para proteina total multiplicando o resultado pelo fator médio

6.25 (IAL, 2008).

2.5 Caracterizagdo do extrato etandlico de propolis e dos microencapsulados de
propolis com soro

As andlises de umidade, matéria seca, cinzas e proteina total foram realizadas

como descrito nos itens de 2.4.1 a 2.4.4.
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2.5.1 Determinacao dos flavondides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado nas formulagbes e no extrato
etandlico de propolis (EEP), através do método de leitura direta em 280 nm. As
solucdes estoques das formulaces foram preparadas na concentragéo 20 mg.mL™
e a solugdo estoque do EEP na concentracdo 7 mg.mL™ e seus volumes finais
completados com metanol.

Ap6s o preparo, as solugcbes estoque das formulacdes foram deixadas em
repouso até decantar as proteinas e 0s excipientes, em seguida foram preparadas
cinco solucées 80 pug.mL™ a partir do sobrenadante e para EPP foram preparadas
cinco soluges de 17.5 pg.mL™, em ambos os caso foi utilizado etanol como
diluente.

As solugdes do branco foram preparadas por substituicdo da amostra por uma
aliquota equivalente de metanol e foram realizados todos os passos do processo
aplicado. Solucdes padrdo de catequina (10 - 80 pg.mL™) foram utilizados para
construir a curva de calibracdo de cinco pontos (y = 0.0113x — 0.0147; R? = 0.9999).
Os resultados obtidos foram multiplicados pelo fator de diluicdo. O conteudo de
flavonoides totais foram expressos em mg de equivalentes de catequina por 7 mg de
prépolis, para o EEP e em mg de equivalentes de catequina por 500 mg de po, para

as formulacoes.
2.5.2 Andlise Estatistica

As comparacgfes entre as médias das formulagfes foram avaliadas utilizando

o teste t de Student a um nivel de significancia de p<0.05.

2.5.3 Analise de tamanho de particulas dos microencapsulados

As distribuicbes granulométricas das microparticulas de prépolis com soro
obtidas por atomizacdo em Spray Dryer foram analisadas por difracdo a laser em
aparelho Malvern Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Inglaterra) no Instituto
Tecnolégico de Pernambuco (ITEP). Pequenas quantidades dos extratos secos
foram dispersos em agua com auxilio de ultra-som até atingirem o indice de

obscuracéo requisitado pelo aparelho e analisadas na faixa de 0.020 — 2000 pm. O
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tamanho médio de particula foi expresso com o diametro médio em volume (D4.3). A
polidispersidade foi dada pelo indice span o qual foi calculado por (Dg.g — Dos)/Do.1,
onde Dgg, Dos e Dpi1 séo respectivamente os diametros das particulas

correspondentes a 90, 50 e 10% da distribuicdo amostral (Vijayan et al., 2010).

2.5.4 Caracterizacado morfolégica dos microencapsulados através do MEV

Pequena quantidade dos microencapsulados foram fixados em cilindro
metalicos, de 1.0 cm de altura e 8.0 cm de didmetro, com fita metalica adesiva de
dupla face preta. Este material foi transferido para um evaporador CRESSIGNTON
CARBON COATER® modelo 108carbon/A para ser recoberto com uma camada de
carbono. Foi aplicada uma corrente de 60 mA por 30 segundos. O material revestido
por carbono foi analisado em um microscopio eletrénico de varredura JEOL modelo
JSM-6460 do Laboratoério de Dispositivos e Nanoestruturas da Universidade Federal
de Pernambuco (LDN/UFPE). As condi¢cbes usadas na operacdo com o microscopio
eletrénico foram as seguintes: Objetiva de 10 pum; distancia da amostra na faixa de
18 a 23 nm; aceleracdo de voltagem igual a 30 KV; e angulo de analise igual a 0°. As

amostras foram examinadas com ampliacdes de 200 até 3.500x.

3 Resultados e discussao

3.1 Caracterizacao fisico-quimica do soro de queijo

De acordo com os resultados da Tabela 3, os valores dos parametros do soro
de queijo coalho utilizado no processo de fabricacdo das formulacdes,
apresentaram-se dentro da média encontrada por outros autores (Fonseca &
Teixeira, 2008; Oliveira, 2006; Pelegrine & Churasqueira, 2008; Serpa, 2005;). No
entanto, o teor de proteina, matéria seca e consequentemente a densidade, estavam

acima da média encontrada por esses mesmos autores.

Tabela 3 — Composic¢do do soro de queijo coalho

Parametro Média + DP Literatura Referéncias

Umidade (%) 92.33+0.159 93.7—-92.01  Pelegrine & Churasqueira, 2008; Serpa, 2005;
Matéria seca (%) 7.49 +0.163 6.33-6.30 Serpa, 2005; Fonseca & Teixeira, 2008
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Ordofiez, 2005; Pelegrine & Churasqueira,

Cinzas (%) 0.84 £ 0.035 1.0-0.50

2008;
Proteina (%) 0.93 +0.084 0.84 - 0.68 Pelegrine & Churasqueira, 2008: Serpa, 2005;
Gordura (%) 0.50 + 0.050 0.7 —0.44 Oliveira, 2006; Pelegrine & Churasqueira,

2008;

Oliveira, 2006; Serpa, 2005; Fonseca &
Teixeira, 2008;

Ac. Lético (%) 0.104 £ 0.001 0.13-0.10  Oliveira, 2006.

Densidade (g/mL) 1.028 £0.001 1.027 —1.025

Fonte: Autor, 2012

O método de fabricacdo do queijo Coalho utilizado nesse trabalho, difere do
gueijo de Coalho artesanal que € produzido principalmente no Nordeste do Brasil e
gue nado tém padronizacdo (Silva et al., 2010; Silva et al., 2012), onde as principais
diferencas estédo na pasteurizacdo do leite e no controle no tempo e na temperatura
durante as mexeduras.

Vale destacar que os teores de gordura e cinzas estdo de acordo com o0s
dados da literatura (Oliveira, 2006; Ordéfez, 2005; Pelegrine & Churasqueira, 2008)
para soro de queijo em geral, porém pode haver algumas diferencas, pois segundo
Mizubuti (1994) a composi¢éo do soro é variavel, e pode ser afetada pela variedade
de queijo produzido e/ou método empregado para manufaturar a caseina.

Quanto ao teor de proteina, Lou & Ng-Kwai-Hang (1992) estudaram a relacao
entre os niveis de proteina e gordura no leite, e sua interferéncia na composicao do
soro, e seus resultados demonstraram que quanto maior o nivel de gordura no leite,
maior o teor de gordura e menor o teor de proteina no queijo, consequentemente
maior o teor de proteina e menor o teor de gordura no soro.

Brito et al. (2009) avaliaram a composicdo do leite do mesmo local de
obtencdo do presente estudo, e constataram que o teor médio de gordura era 4.9%,
gue poderia elevar o teor de proteina do soro, portanto o leve aumento no teor de
proteinas obtidos neste estudo foi provavelmente em decorréncia da propria
composicao do leite.

A acidez de 0.104 % de &cido latico corresponde a aproximadamente 10.4°D
0 que o classifica como soro doce, 0 que aumenta suas possibilidades de aplicacéo
em diversos processos industriais, dentre eles a fabricacdo de concentrado protéico

de soro (CPS), isolado protéico de soro (IPS) e soro em poé.
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3.2 Caracterizagdo quimica do extrato etandlico de prépolis (EEP)

A matéria seca do EEP foi 8.22 £ 0.14%, com 1.78% de desvio padrao relativo
(DPR). O teor de flavonoides totais foi de 1.34 = 0.07% e seu DPR foi 5.38%. O teor
de cinzas foi 0.13 = 0.003%, com 2.06% de DPR e o teor de proteinas totais no
EEP foi de 0.04 = 0.002% e seu DPR foi 5.75%.

Bruschi et al. (2003) desenvolveram microparticulas de gelatina contendo
propolis utilizaram também extrato etandlico, porém com 17.05% de matéria seca e

com 1.98% de flavonoides totais, o que em base seca representa 11.61%, valor

inferior aos 16.32% de flavondides totais encontrado no nosso trabalho.

3.3 Caracterizacdo dos microencapsulados de prépolis com soro de queijo

Os parametros aplicados no processo de secagem foram suficientes para
obter na formulagéo FO1, 5.04% e 7.90% de umidade na formulacdo FO2 (Tabela 4).
De acordo com Ordéiiez (2005) o teor de umidade ideal em alimentos em p6 deve
ser inferior a 5% e nao deve ultrapassar a 8%, principalmente quando ha lactose,
pois ela passara do estado amorfo para o hidratado, tornando o pd mais
higroscépico.

Além da umidade, os teores de cinzas e proteinas apresentaram diferenca
significativa para p<0.05, que estar relacionada a presenca da gelatina na

formulacao FO2.

Tabela 4 — Composicdo centesimal das formulacdes em base umida (b.u.)

Amostras
Parametros
FO1 FO2
Umidade (%) 5.04 + 0.1902 7.90 +0.274°
Matéria seca (%) 94.97 + 0.2042 92.03 £ 0.3152
Cinzas (%) 4.19 +0.3022 5.21 +0.334°
Proteinas (%) 5.42 + 0.2062 7.90 +0.427°
Flavonoides Totais (%) 1.82 £+ 0.0572 1.76 £ 0.0482

O resultado esta expresso em média + Desvio Padrao (DP). Letras diferentes na mesma linha
representa diferenca significativa (p<0.05), no test t de Student.
Fonte: Autor, 2012
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Outro fator relevante sobre os teores de cinzas e proteinas nas formulacdes
FO1 e FO2 foi a utilizacdo do soro de queijo, o qual apresentou 12.40% de proteinas
e 11.20% de cinzas em base seca (b.s.) (Tabela 5) o que contribuiu de forma

significativa para a presenga desses componentes nas formulagdes.

Tabela 5 — Percentual de cinzas, proteinas e flavonoides totais no extrato etandlico
de prépolis, nas formulacdes e no soro de queijo em base seca (b.s.)

A Amostras
Parametros =
EEP FO1 F02 Soro de queijo
Cinzas (%) 1.61 +£0.088 4.42 +0.310 5.67 + 0.364 11.20 £ 0.368
Proteinas (%) 0.47 £ 0.027 5.71+0.217 8.59 + 0.464 12.40 £ 1.116

Flavonoides Totais (%) 16.32+0.879 1.92 +0.060 1.92 + 0.052 -

Fonte: Autor, 2012

O percentual de flavonoides totais no EEP em b.s. foi 16.32% (Tabela 5),
utilizando o método de leitura direta de catequina como marcador a 280 nm, a qual
apresentou uma maior sensibilidade quando comparada com o método de
complexacdo com cloreto de aluminio e leitura em 425 nm (dados néo
apresentados) (Macucci et al., 1998).

As duas formulacdes foram preparadas com 28.57% de propolis 0 que em
500 mg de p6 equivale a 142.85 mg, sendo 16.32% (Tabela 5) desse valor composto
por flavonoides totais (23,81mg). Nas formulacbes FO01 e F02 foi encontrado
respectivamente 9.60 e 9.58 mg de flavonoides totais por 500 mg de po6 (Tabela 6),
isso equivale a uma reducdo de aproximadamente 59.7% no teor de flavonoides

totais.

Tabela 6 — Concentracao flavonoides totais em b.s. através do método direto

Amostras
Prépolis FO1 FO2
(mg/7mg) (mg/500mg) (mg/500mg)
Média 1.14 9.60 9.58
DP 0.061 0.298 0.259
DPR 5.38 3.10 2.70

Fonte: Autor, 2012
E possivel notar na Tabela 6 quase n&o houve diferenca na concentragdo dos

flavondides entre as formulagdes, o que indica que as condi¢des utilizadas no

processo de secagem e 0s excipientes, agiram de forma semelhante para as duas
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formulacbes. Porém s6 foram recuperados 40.30% dos flavonoides totais
adicionados as formulacdes.

Essa reducéo no teor de flavonoides pode estar ou nao, diretamente ligado
com a reducdo no teor de propolis na formulacdo, ja que utilizamos apenas a
catequina como marcador. No entanto o uso de maltodextrina nas formulac¢des tinha
0 objetivo de proteger os flavondides da prépolis (Fang & Bhandari, 2011), o que néo
foi observado. Essa perda pode estar relacionada a adeséo da propolis as paredes
da camara de secagem.

Quanto aos teores de proteinas esperados para as formulacdes FO1 e F02
(Tabela 7) eram respectivamente 5.59% e 8.55% de acordo com os teores de
proteinas dos componentes e seus respectivos percentuais nas formulacdes. Foram
encontrados através da determinacdo de nitrogénio total pelo método de Kjeldahl,
5.71% e 8.59% nas formulacdes FO1 e FO2 respectivamente.

Tabela 7 — Percentual dos componentes nas formulacdes e seus respectivos
percentuais de proteinas

% de massa em b.s.

Proteina % b.s.

Fo1 F02
Soro 42.88 42.88 12.40
Prépolis 28.57 28.57 0.47
Maltodextrina 17.83 17,83 0.00
Goma Arabica 7.15 7.15 2.00
Amido 3.57 0.00 0.00
Gelatina 0.00 3.57 82.86
Total 100 100
% Proteina Tedrica 5.59 8.55
% Proteina NKT 5.71 8.59

Fonte: Autor, 2012
Esse resultado de proteinas € interessante na medida em que, a adi¢do do

soro de queijo liquido as formulagdo foi com o intuito de aumentar o teor de
proteinas e auxiliar na emulsificacdo da propolis para o processo de secagem. E
permanéncia de desse percentual no po final, acima do valor tedrico é possivel

guando ha a perda de outros componentes.
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3.4 Andlise de distribuicdo de tamanho de particula

Houve diferenca de tamanho entre o encapsulado de amido (FOl) e o
microencapsulado de gelatina FO2 (Tabela 8). O tamanho médio D [4.3] dos
microencapsulados FO1 e F02 foram respectivamente 12.017 e 42.128 um. Tal
diferenca pode ser atribuida as caracteristicas fisico-quimicas isoladas de cada

material de revestimento utilizado.

Tabela 8 — indice de polidispersidade e diametro médio de particulas em volume
D[4,3] dos po6s encapsulados FO1 e FO2

Indice de Tamanho (um)
Formulagcdes lidi idad " .
Polidispersidade  py,0.1)" D(v,0.5)" D(v,0.9) D[4.3]
FO1 3.985 2.945 10.698 22.433 12.017
FO2 41.028 2.767 10.788 124.313 42.128

* D(v,0.1) = didmetro médio volumétrico de 10% das particulas;
** D(v,0.5) = didametro médio volumétrico de 50% das particulas;
*** D(v,0.9) = didmetro médio volumétrico de 90% das particulas.
Fonte: Autor, 2012

Atraveés do indice de polidispersibilidade (IPD) foi possivel confirmar os dados
observados na Figura 2 visto que a amostra FO1 apresentou valor de IPD inferior ao
microencapsulado FO2 (Tabela 8). Tal fato demonstra que o microencapsulado FO1
apresenta menor extensdo de distribuicdo das particulas na amostra, quando

comparado o microencapsulado F02.
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Figura 2 — Distribuicdo cumulativa de tamanho de particula dos microencapsulados

obtidos na secagem por pulverizagao
Fonte: Autor, 2013
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A distribuicdo granulométrica dos microencapsulados FO1 e FO2 evidenciou
gue aproximadamente 50 % dos microencapsulados se distribuiram abaixo de
10.698 e 10.788 pm, respectivamente e 90 % distribuem-se abaixo de 22.433 e
124.313 ym, respectivamente (Tabela 8).

De acordo com as Figura 3 e Figura 4 as particulas mostram uma distribuicéo
bimodal na formulacdo F02, em funcdo da apresentacdo de dois picos bem
definidos, que representam dois tamanhos de particulas predominantes. Este
resultado € particularmente interessante quando se trabalha com pés
microencapsulados, uma vez que se pode deduzir que a “populacao” de particulas
menores pode penetrar e acomodar-se nos espacos entre as maiores, 0 que
determina a presenca de um modelo bimodal. A presenca de particulas maiores no
microencapsulado FO02 pode ser atribuida a um comeco do processo de
aglomeracao onde ha formacéo de pontes de ligacao irreversiveis para a producao

de particulas com maior tamanho (Tonon et al., 2008).
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Figura 3 — Microencapsulados contendo maltodextrina/goma arabica/amido
Fonte: Autor, 2013
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Figura 4. Microencapsulados contendo maltodextrina/goma arabica/gelatina
Fonte: Autor, 2013
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3.5 Caracterizacdo morfologica dos microencapsulados

As imagens do MEV dos microencapsulados de propélis com soro, secos por
pulverizacdo estdo ilustrados nas Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada..
Podemos notar que existem particulas esféricas de aproximadamente 10 um, no
entanto ndo apresentaram superficies perfeitamente lisas, além de uma grande

aglomeracao de particulas.

288 188mm LDN-UFPE 38kU (288 A LDN-UFPE

/
49/_‘_,,

LDN-UFPE 38kU X3, 5806 S Mm LDN-UFPE

Figura 5 - MEV fotomicrogréfica dos microencapsulados de propolis com soro de
gueijo: a) formulacdo FO1 200x; b) formulacdo FO1 3.500x; c) formulacdo F02 200x;

d) formulacéo FO2 3500x.
Fonte: Autor, 2012

O MEV vem mostrar que 0s excipientes nao foram bem incorporados nas
formulacdes, o que provavelmente ocasionou a pequena presenca de particulas
esféricas e tanta aglomeracéo. Tanto o soro de queijo quanto o EEP, deveriam estar
mais concentrados e o0s excipientes deveriam formar uma emulsdo, e a partir dai

submeter as formulacdes ao processo de secagem.

4 Concluséao

A utilizacdo do soro de queijo no processo de secagem de propolis, pode ser

otimizada a fim de obter menores percentuais de umidade e principalmente maiores
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percentuais de flavonoides totais no p6. No entanto a formulagdo FO1 foi a que
melhor se comportou quanto aos parametros utilizados, apresentando resultados
satisfatérios para composicado, morfologia e tamanho de particula podendo a partir
dela serem realizados outros estudos que possam atestar a viabilidade e
aplicabilidade dessa formulagéo.
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3 CONSIDERACOES FINAIS
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O desenvolvimento de um alimento em po, produzido a partir de soro de
gueijo e propolis vermelha pode ser utilizado tanto como farmaco ou como alimento,
pois a propolis por apresentar varias funcdes biologicas, através de propriedades
antioxidante (PASCUAL et al., 1994), antimicrobiana (GRANGE & DAVEY, 1990),
anti-inflamatoéria (KHAYYAL et al., 1993), anticancerigenos (GRUNBERGER et al.,
1988), e anti-cariogénico (PARK et al., 1998), aliada ao soro de queijo que € rico em
proteinas, que também apresentam ampla atividade biolégica, atuando como anti-
hipertensivo, anticancerigeno, hipocolesterolémico e antimicrobiano (CHATTERTON
et al., 2006), podem fazer desse novo alimento um nutracéutico, e seus efeitos
podem ser testados por exemplo em atletas, que ja utilizam as proteinas do soro na
alimentacdo, mas também necessitam manter corpo em perfeito estado de saude,
devido as exigéncias fisicas que o esporte cobra de um atleta profissional.

Este produto necessita ser submetido a estudos, reoldgico, microbiolégicos e
sensoriais a fim de padronizar a obtencdo da formulacdo e a partir dos resultados

obtidos, viabilizar a sua producéo a nivel industrial.
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APENDICE A - Fotos de antes, durante e apés a secagem das formula¢ées em
mini Spray Dryer B-290 da Biichi®.

(b)
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(d)
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APENDICE B - Teste t de student aplicado aos paramentros de composic&o

através do programa estatistico Minitab® 15.

Teste T para as formulagbes FO1 x FO2 (Umidade)

Two-sample T for FO0l vs FO02

N Mean StDev SE Mean

FO1 3 5,040 0,190 0,11

FO2 3 7,897 0,274 0,16

Difference = mu (F0l) - mu (F02)

Estimate for difference: -2,857

95% CI for difference: (-3,392; -2,322)

T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = -14,83 P-Value = 0,000 DF = 4

Both use Pooled StDev = 0,2359

Teste T para as formulages FO1 x FO2 (Matéria seca)

Two-sample T for FO1l vs FO02

N Mean StDev SE Mean
FO1 3 94,974 0,204 0,12
FO2 3 92,026 0,315 0,18
Difference = mu (FO0l) - mu (FO02)
Estimate for difference: 2,947
95% CI for difference: (2,346; 3,549)
T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 13,60 P-Value = 0,000 DF = 4

Both use Pooled StDev = 0,2655

Teste T para as formulacfes FO1 x FO2 (Cinzas)

Two-sample T for FO01 vs F02

N Mean StDev SE Mean

FO1 3 4,195 0,302 0,17

FO2 3 5,214 0,334 0,19

Difference = mu (FO01l) - mu (FO02)

Estimate for difference: -1,020

95% CI for difference: (-1,741; -0,298)

T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = -3,92 P-Value = 0,017 DF = 4

Both use Pooled StDev = 0,3183

Teste T para as formulacdes FO1 x FO2 (Proteinas)

N Mean StDev SE Mean

FO1 3 5,422 0,206 0,12

FO2 3 7,904 0,427 0,25

Difference = mu (F01l) - mu (F02)

Estimate for difference: -2,481

95% CI for difference: (=3,241; -1,722)

T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = -9,07 P-Value = 0,001 DF = 4

Both use Pooled StDev = 0,3351



Teste T para as formulagbes FO1 x FO2 flavonoides totais
Two-sample T for FO1 vs FO02

N Mean StDev SE Mean
FO1 5 1,8226 10,0566 0,025
FO2 5 11,7636 10,0476 0,021
Difference = mu (FO01l) - mu (FO02)

Estimate for difference: 00,0590
95% CI for difference: (-0,0173; 0,1353)

T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 1,78 P-Value = 0,112

Both use Pooled StDev = 0,0523

DF
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APENDICE C — Curva de calibragdo da catequina
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Tabela 9 — Curva de calibracdo da catequina pelo método de leitura direta a 280 nm

pg/mL Abs Média SD
10 0,13 0,132 0,12 0,127333 0,006429
20 0,24 0,235 0,241 0,238667 0,003215
40 0,479 0,474 0,466 0,473 0,006557
60 0,691 0,686 0,691 0,689333 0,002887
80 0,91 0,919 0,93 0,919667 0,010017
Catequina

0,8 /
0,6 /
0,4 /
0,2 /
Y4

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Concentragao pug/mL

Abs

y=0,0113x+ 0,0147
R?=0,9999

4 Catequina

—— Linear (Catequina)

Figura 6 — Curva de calibracdo com padrao de catequina a 280 nm



