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RESUMO

O mercado de nutracéuticos vém crescendo mundialmente devido a demanda da
sociedade em consumir produtos que além de nutrir, entreguem beneficios para o
organismo. A natureza é repleta de seres vivos que servem como fonte de
moléculas benéficas para o ser humano, sendo as plantas e as algas as principais
fontes. Estes compostos sao, principalmente, metabdlitos secundarios e sao
produzidos como forma de protegerem os seus produtores de alteracdes externas
no ambiente, como predadores e temperatura. Estes compostos possuem
instabilidade frente as intemperes do ambiente, como oxigénio, luz e calor e podem
apresentar gosto desagradavel para o consumidor. Com o intuito de resolver estes
problemas, sistemas de encapsulamento s&o utilizados. Este € montado a partir de
macromoléculas anfifilicas que possuem sitios de interagdo com o composto a ser
protegido, englobando-o internamente na sua estrutura e formando uma barreira
externa de protegcdo. Esta € chamada de matriz e a parte interna € o cerne ou nucleo
da estrutura. As proteinas lacteas sdo macromoléculas que podem ser utilizadas no
encapsulamento de metabdlitos secundarios. Além da estrutura da macromolécula,
o processo tecnologico utilizado € um importante fator para montar o sistema
encapsulante. Diversas técnicas sao utilizadas, dentre elas o spray drying e a
homogeneizagao sdo processos importantes na construgao da estrutura protetora. O
aumento na pressao de homogeneizagao gera particulas na regiao micrométrica, as
quais podem ser utilizadas como sistemas encapsulantes das biomoléculas ativas.
No presente trabalho, a alteragdo das pressdes de homogeneizagao de dois ciclos
15/5 MPa e 75/5 MPa geraram leites fluidos homogeneizados com 90% das
particulas com tamanho inferior a 1,48 + 0,54 e 0,64 £ 0,21, respectivamente. Esta
diminuicao também foi observada no leite em pd produzido a partir do leite fluido
homogeneizado, gerando 90% particulas com tamanhos inferiores a 2,58 + 1,96 e
1,00 = 0,21 para as pressbes de homogeneizagao 15/5 MPa e 75/5 MPa,
demonstrando que estas operacgdes unitarias podem ser utilizadas como ferramenta

de encapsulagao das biomoléculas ativas na produgao de nutracéuticos.

Palavras-chave: Encapsulamento. Proteinas do leite. Nutracéuticos. Spray drying.
Homogeneizagao.



ABSTRACT

The nutraceuticals market has been growing worldwide due to society's demand to
consume products that, in addition to nourishing, deliver benefits to the body. Nature
is full of living beings that serve as a source of beneficial molecules for humans, with
plants and algae being the main sources. These compounds are mainly secondary
metabolites and are produced as a way to protect their producers from external
changes in the environment, such as predators and temperature. These compounds
are unstable in the face of environmental conditions, such as oxygen, light and heat,
and may have an unpleasant taste for the consumer. In order to solve these
problems, encapsulation systems are used. This is assembled from amphiphilic
macromolecules that have sites of interaction with the compound to be protected,
encompassing it internally in its structure and forming an external protective barrier.
This is called the matrix, shell or wall and the inner part is the core or core of the
structure. Milk proteins are macromolecules that can be used in the encapsulation of
secondary metabolites. In addition to the structure of the macromolecule, the
technological process used is an important factor in assembling the encapsulating
system. Several techniques are used, among them spray drying and homogenization
are important processes in the construction of the protective structure. The increase
in homogenization pressure generates particles in the micrometric region, which can
be used as encapsulating systems for active biomolecules. In the present work, the
updating of the homogenization pressures of two cycles 15/5 MPa and 75/5 MPa
generated homogenized fluid milks with 90% of the particles with sizes smaller than
148 + 0.54 and 0.64 = 0.21 , respectively. This decrease was also observed in
powdered milk produced from homogenized fluid milk, generating 90% of particles
with sizes smaller than 2.58 £ 1.96 and 1.00 + 0.21 for homogenization pressures
15/5 MPa and 75/5 MPa, demonstrating that these unit operations can be used as a

tool to encapsulate active biomolecules in the production of nutraceuticals.

Keywords: Encapsulation. Milk proteins. Nutraceuticals. Spray drying.

Homogenization.
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1 INTRODUGAO

A expectativa de vida da populacdo tem crescido e, com ela, doengas tém
aparecido. Além disso, o nivel de consciéncia das pessoas sobre a importancia de
cuidarem da sua saude tem aumentado. Consequentemente, os consumidores estao
buscando produtos que sejam benéficos para o seu organismo, tanto para prevenir
quanto para tratar os problemas de saude. Para atingir estes objetivos, evitar os
efeitos colaterais dos medicamentos e terem maior acesso, 0 consumo de
nutracéuticos tem sido objeto de escolha destes consumidores, ainda mais com a
disponibilidade em farmacias e supermercados (LOCKWOOQOD, 2007).

1.1 NUTRACEUTICOS

De Felice, 1995, conceituou nutracéuticos como “alimentos (ou parte deles)
que provém beneficios médicos e para saude, incluindo a prevengdo e/ou
tratamento de doengas” (DE FELICE, 1995; LOCKWOOD, 2007). O produto
consumido pode ser uma planta, um alimento ou um material de ocorréncia natural,
podendo ser concentrado ou purificado (LOCKWOOD, 2007). Pela definicao, pode-
se observar que ele encontra-se na intersegcao entre a industria farmacéutica e a
nutricdo. Entretanto, esta discussdo € mais ampla, como € o caso da melatonina,
que em alguns paises € vendida livremente, enquanto que é comercializada como
medicamento em outros (LOCKWOOD, 2007). Com uma evolugdo conceitual,
nutracéutico pode ser um produto nutricional que proporciona beneficios médicos e
de saude, incluindo a prevencao e tratamento da doenca (PANDEY; VERMA;
SARAF, 2010).

A conceituagao também tange a discussdo com suplemento dietético e
alimento funcional (DA COSTA, 2017). Suplemento dietético contém nutrientes
derivados de produtos alimenticios na forma concentrado, podendo ser
comercializado na forma de capsulas, poés, liquidos e comprimidos e tem como
finalidade suplementar a dieta do consumidor (DA COSTA, 2017; KALRA, 2003).
Enquanto que os alimentos funcionais sdo produtos que possuem os nutrientes
necessarios para a sobrevivéncia, incluindo as vitaminas, ndo agregando beneficios
médicos e sdo comercializados na forma de alimento (KALRA, 2003). Até mesmo

este conceito é discutivel, de acordo com o International Food Information Council
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(IFIC), alimentos funcionais s&o alimentos ou componentes dietéticos que podem
promover beneficios além das demandas nutricionais (WILDMAN, 2013).

Além da discussao cientifica e regulatoria, o termo nutracéutico € muito
utilizado como estratégia de marketing para fomentar a percepgao do consumidor
sobre os beneficios do produto, sem precisar consumir um medicamento, uma vez
que a regulamentagao neste setor é precaria (LOCKWOOQOD, 2007).

O termo também possui conceituagao divergente entre os paises. Zeisel, S.,
1999, propds que os nutracéuticos sejam classificados como suplementos dietéticos
com a biomolécula ativa do alimento na forma concentrada presente em uma matriz
nao alimenticia para melhorar a saude em dosagens superiores as disponiveis no
alimento original (ZEISEL, 1999). No Canada, nutracéuticos sédo considerados
produtos desenvolvidos a partir de alimentos, mas vendidos em pilulas, pds, por¢cdes
e outras formas medicinais desassociadas de alimentos (AARTS, 1998).

Sob a perspectiva legal brasileira, ndo existe legislacdo direcionada para
estes produtos, o que impacta diretamente na seguranca da populagcdo (MACHADO;
FURINI PUTON; DALLAZEM BERTOL, 2019; SANTOS; ALBERT; LEANDRO,
2019). Entretanto, a RDC n° 243, de 26 de julho de 2018, que dispde sobre os
requisitos sanitarios dos suplementos alimentares, e a Instrugcdo Normativa n° 28,
de 26 de julho de 2018, que estabelece as listas de constituintes, de limites de uso,
de alegacdes e de rotulagem complementar dos suplementos alimentares, tratam
sobre as quantidades das biomoléculas ativas que podem estar presentes nos
suplementos alimentares. Até mesmo nos Estados Unidos, este mercado carece de
legislagdo, sendo comercializado sob suplementos dietéticos. Isso porque drogas
nao podem ser comercializadas como alimentos, os quais sdo definidos como
produtos utilizados como comida ou bebida ou componentes usados com esta
intencao (FINLEY et al., 2014).

Os nutracéuticos sao classificados pelos seus constituintes quimicos e/ou
ingredientes ativos: compostos polifendlicos, carotenoides, antraquinonas, terpenos,

alcaloides, gllucosinolatos, saponinas e isotiocianatos (DA COSTA, 2017).

1.2 BIOMOLECULAS ATIVAS

As biomoléculas ativas sao compostos que possuem interagdo com o0

organismo humano e geram beneficios para ele. Eles sdo oriundos de plantas e
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algas e microrganismos, os quais as produzem como meio de se adaptarem as
intemperes externas, como incidéncia de luz solar, calor e predadores. Esta
produgao sob circunstancias secundarias € o0 que embasa estes compostos serem
chamados de metabdlitos secundarios, nao fazendo parte do metabolismo primario
dos organismos citados (CARRATU; SANZINI, 2005; SILVIA M. FRANCISCATO
COZZOLINO, 2012; SIMOES et al., 2017).

Varios metabdlitos secundarios sdo estudados e, geralmente, eles estao
presentes em alimentos do reino vegetal, possuem estrutura organica, com baixo
massa molecular, ndo sdo essenciais para a sobrevivéncia humana e possuem ag¢ao
protetora ao organismo humano quando consumido em quantidades elevadas
(MANACH et al., 2004; SILVIA M. FRANCISCATO COZZOLINO, 2012).

Os metabdlitos secundarios sado biosintetizados a partir dos metabdlitos
oriundos do metabolismo basal por vias complexas. A classificacdo destes
compostos esta relacionada com as vias biossintéticas e as principais classes sao:
policetideos, terpenoides, alcaloides, fenilpropanoides e metabdlitos de sintese
mista (SIMOES et al., 2017).

Os compostos comumente utilizados como ingredientes encapsulados na
industria de nutracéuticos, o motivo do encapsulamento e seus exemplos podem ser
vistos na Tabela 1.

Tabela 1 - Resumo dos ingredientes encapsulados comumente utilizados na

produgao de nutracéuticos

Ingredientes para Motivo do encapsulamento | Exemplos

nutracéuticos

Compostos fendlicos e Protecéao Curcumina

antioxidantes

Oleos de peixe e acidos Liberagao controlada DHA e acido linoleico

graxos essenciais

Vitaminas Estabilizacdo de oxidagao Hidro e lipossoluveis

Agentes antimicrobianos

Liberagao controlada

Nisina

Corantes naturais

Estabilizacao

Antocianinas e carotenoides

Aromatizantes e 6leos

Mascaramento de sabor,

Terpenos e 6leo de limao

essenciais reducao da volatilidade e
liberagcao controlada
Enzimas Liberagao controlada Protease, glicose-oxidase
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Outros Estabilizac&o e liberacéo Minerais, acidos, alcalis,
controlada tampdes, adogantes,
agentes de fermentacéo e

micronutrientes

Fonte: Adaptado de Jafari (2017).

1.3 LEITE: CONCEITO, CONSTITUICAO E ESTRUTURA

O leite é definido como uma secreg¢ao a partir das glandulas mamarias para
nutrir o filhote do mamifero. O ser humano langa mao do leite de outros mamiferos
como forma de se alimentar, como é o caso dos leites de vaca, bufalo e ovelha,
sendo o leite de vaca o mais consumido, tanto na forma liquida quanto como
produtos derivados (WALSTRA, 2006).

O leite de vaca possui na sua constituicdo: 87,1% de agua, 4,0% de gordura,
4,6% de lactose, 3,3% de proteina, 0,7% de minerais, 0,17% de acidos organicos e
0,15% de compostos variados. A lactose € conhecida como o agucar do leite e € um
dissacarideo composto de glicose e galactose. A maior parte da gordura do leite €
formada de triglicerideos, com acidos graxos de 2 a 20 carbonos e insaturagdes de 0
a 4 ligagdes duplas (WALSTRA, 2006).

As proteinas sado dividas em fragdes da caseina e proteinas do soro. As
fragcdes da caseinas sdo encontradas na forma de micelas. Estas sao constituidas
pelas as1., Osz2-, B- € K-caseinas. As proteinas do soro sao a B-lactoglobulina (B-LG),
a-lactoalbumina (a-LA), imunoglobulinas, albumina do soro bovino (BSA),
lactoferrina e outras proteinas (DE CARVALHO et al., 2020).

Os compostos mencionados organizam-se em particulas e formam a estrutura
coloidal do leite. Como consequéncia (1) os componentes estdo organizados em
compartimentos especificos, afetando a sua reatividade, (2) a presenga das
particulas afetam as propriedades fisicas do sistema, como viscosidade e aparéncia
visual, (3) as forcas de interacdo entre as particulas determinam a estabilidade do
sistema e (4) a separagcdo dos componentes gordura e caseina é facil. Todas as
particulas apresentam movimento Browniano e carga negativa no pH 6,7 do leite
(WALSTRA; WOUNTERS; GEURTS, 2006).

O leite apresenta-se, basicamente, como uma emulsao 6leo em agua (O/A).

Entretanto, este sistema é mais complexo do que uma simples dispersdo de
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goticulas de gordura em agua. Os glébulos de gordura se organizam dentro de uma
membrana constituida de muitos compostos, organizada em uma camada tripla que
atua como emulsificante, prevenindo a coalescéncia dos glébulos de gordura e a
acao de lipases (DEWETTINCK et al., 2008). O tamanho dos glébulos de gordura
depende de varios fatores, como regidao geografica e a lactacdo, impactando nos
produtos lacteos (SINGH, 2006).

As micelas de caseina sdo formadas por agua, minerais e proteinas. As
fragcdes das caseinas se encontram na forma de caseinatos, os quais se ligam aos
cations de calcio e magnésio. Os outros sais da micela sao o fosfato de calcio,
chamado de fosfato de calcio coloidal (WALSTRA; WOUNTERS; GEURTS, 2006).

Apos a retirada da gordura e das micelas de caseina, resta-se o soro do leite.
No qual encontram-se as soro proteinas, carboidratos, minerais, compostos
nitrogenados nao proteicos e enzimas (WALSTRA; WOUNTERS; GEURTS, 2006).

O leite também é uma dispersao e possui particulas com dimensdes coloidais
de 10 nm a 100 um de diametro, principalmente os gldbulos de gordura e as micelas
de caseina. Os glébulos de gordura possuem tamanho de 0,1 a 20 ym com um
didmetro médio de 3 a 4 ym (GALLIER et al.,, 2017; SINGH; GALLIER, 2017;
WALSTRA; WOUNTERS; GEURTS, 2006) e as micelas de caseina 50 a 600 nm,
com didmetro médio de 150 nm (FOX; BRODKORB, 2008).

1.4 TRATAMENTO TERMICO E SEUS IMPACTOS NA ESTRUTURA DO LEITE

O tratamento térmico € muito utilizado na industria lactea. Acabar com os
microrganismos presentes no leite é principal justificativa para a sua utilizagao. Além
disso, inativagdo enzimatica e alteracdo de propriedades fisico-quimicas também
sdo motivos que fazem as industrias langcarem mao desta operacao unitaria. O
tratamento térmico € a combinagdo entre temperatura e tempo. Alteragcbes em
qualquer um dos fatores levam a resultados diferentes. Apds o tratamento térmico,
algumas alteracbes sao reversiveis e outras irreversiveis. Consequentemente, saber
o objetivo esperado da operacéao, € importante para a escolha do correto tratamento
térmico (WALSTRA; WOUNTERS; GEURTS, 2006).

Ao aplicar o tratamento térmico, parte das proteinas do soro (especialmente a
B-LG) liga-se covalentemente as k-caseinas e as proteinas da membrana do glébulo

de gordura, gerando a agregacdo das micelas de caseina (o que pode levar a
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coagulagdo). Como consequéncia, a composicdo da membrana dos glébulos de
gordura é alterada, principalmente por causa da ligacdo das soro proteinas
(WALSTRA; WOUNTERS; GEURTS, 2006).

1.5 HOMOGENEIZAGAO E SEUS IMPACTOS NA ESTRUTURA DO LEITE

A homogeneizacéo é feita através da aplicagdo de uma pressao sobre um
liquido forgando-o passar por uma valvula com pequena abertura. Ao passar pela
abertura, o liquido entra em uma nova cavidade, na qual a energia potencial &
transformada em elevada energia cinética, de acordo com a lei de Bernoulli. A
elevada velocidade do liquido forma uma intensa turbuléncia, transformando a
energia cinética em calor. Com isso, o liquido pode comegar a ferver, ou seja, ocorre
a cavitacdo (formacdo subita de bolhas de vapor causadas por flutuagdo de
pressao). Pode-se observar que é a cavitagao o fendbmeno responsavel pela ruptura
dos glébulos de gordura. Apenas 0,1% da energia usada para romper os glébulos de
gordura é oriundo da energia cinética (WALSTRA; WOUNTERS; GEURTS, 2006).

A homogeneizacdo do leite causa quebra dos globulos de gordura em
particulas menores. A nova interface entre a gordura e o plasma é feita com as
proteinas do leite, principalmente as oriundas das micelas de caseina (WALSTRA,;
WOUNTERS; GEURTS, 2006).

A pressdao de homogeneizagao utilizada impacta no tamanho das particulas
formadas, consequentemente, as propriedades fisico-quimicas do produto final sera
alterado. Estudos ja demonstraram como que a pressédo de 20 MPa diminui o
tamanho dos glébulos de gordura (OBEID et al., 2019), como que as propriedades
de fluxo de leite concentrado ¢é alterada sob diferentes pressoes de
homogeneizagao (0 MPa, 50 MPa, 100 MPa e 150 MPa) (MERCAN; SERT; AKIN,
2018b) e como que o sabor do leite em pd é influenciado pela pressao de
homogeneizagao presente no processo produtivo (PARK; DRAKE, 2017).

A homogeneizagao da gordura do leite causa um aumento na viscosidade do
leite. Isso porque ocorre a formacgao de clusters, nos quais existem varios pequenos
glébulos de gordura aderidos uns aos outros por proteinas oriundas das fragdes da
caseina. Apdés a homogeneizagdo, um globulo de gordura parcialmente rompido
pode colidir com um glébulo de gordura totalmente rompido, consequentemente,

eles irdo formar um cluster, no qual fragdes da caseina irdo fazer a ponte de
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conexdo entre eles. Esta estrutura pode ser rompida faciimente frente a uma
turbuléncia. Entretanto, se a quantidade de proteina for insuficiente para cobrir toda
a superficie do glébulo de gordura, clusters serao formados. Consequentemente, a
formacgao dos clusters sdo potencializadas sob baixa concentragao proteica, elevada
concentracdo de gordura, elevada pressdo de homogeneizagdo e um sistema de
homogeneizagdo sob as seguintes circunstancias: baixa temperatura de
homogeneizagao (baixa migracdo de fragdes de caseina), reaquecimento intenso
(pouca proteina sérica disponivel para adsorcdo) e posterior eleva pressdo de
homogeneizagdo (WALSTRA; WOUNTERS; GEURTS, 2006).

Uma forma de evitar a formagdo de clusters é a utilizagdo de
homogeneizagdo em dois ciclos. Neste processo, uma pressdo menor é aplicada
sobre o fluido que passou pelo processo de homogeneizagao. No segundo estagio,
a intensidade da turbuléncia é insuficiente para quebrar os glébulos de gordura e
capaz de romper os clusters remanescentes (WALSTRA; WOUNTERS; GEURTS,
2006).

1.6 SPRAY DRYING E SEUS IMPACTOS NA ESTRUTURA DO LEITE

O processo de secagem por spray drying € muito utilizado na producao de
leite em po. Esta operagao unitaria gera um produto de facil manuseio € com
propriedades similares a do leite original apds reconstituicdo em agua. O produto
final encontra-se no estado vitreo e na forma amorfa, além disso, o processo
consome muita energia. Por isso, entre a homogeneizagdo e a secagem, langa-se
mao da concentragao, técnica que consome menos energia € gera um concentrado
com propriedades fisico-quimicas importantes para a secagem no spray dryer
(WALSTRA; WOUNTERS; GEURTS, 2006).

A concentracdo € realizada sob pressao reduzida e com temperatura de
aquecimento inferior a temperatura de fervura do leite, para evitar alteragdes
indesejadas na matriz alimenticia. Retira-se a maior quantidade de agua possivel
nesta etapa, que, na maioria das vezes, tem o seu final limitado pela alta
viscosidade atingida pelo leite concentrado no processo. Esta propriedade também é
muito importante para a secagem por spray drying, ja que o tamanho da goticula
formada é dependente da viscosidade do concentrado inserido no equipamento
(WALSTRA; WOUNTERS; GEURTS, 2006).
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A técnica de spray drying envolve a desidratagdo de goticulas finamente
atomizadas dentro de uma camara com ar quente e seco, convertendo-as em
particulas solidas. O fluido atomizado entra na camara de secagem e ocorrem trocas
térmica e massica. Os parametros utilizados na secagem possuem relagcao direta
com as propriedades dos p6s produzidos (SCHUCK, 2009).

O principio de secagem é a exposicao de uma dispersao de finas goticulas de
leite pré-concentrado (criadas por uma atomizador) que entram dentro da camara de
secagem, na qual também é inserido um ar quente e seco. A exposicdo, das
goticulas do leite pré-concentrado ao ar, gera os gradientes de transferéncia de
temperatura (devido a diferenga entre a temperatura da goticula e do ar) e de massa
de agua (por causa da diferenga entre as pressdes de vapor de agua entre a
goticula e o ar seco). Isso faz com que a agua da goticula evapore, restando a parte
soélida. A formacao da goticula por atomizagao € muito importante para aumentar a
area superficial e, consequentemente, a area de troca térmica e massica,
favorecendo a utilizacdo de uma temperatura inferior, 0 que minimiza os danos no
produto final (SCHUCK, 2009).

Pode-se observar que a secagem por spray drying € um fendmeno de
evaporagao da agua superficial da goticula. Consequentemente, a cinética do
processo depende da superficie de evaporacgao criada pelo didmetro das particulas;
da diferenga na pressao parcial de vapor de agua entre a particula e o ar de
secagem; e a taxa de migracao de agua do interior da goticula para a superficie. A
area superficial da goticula possibilita que 1L de liquido atomizado em goticulas de
100 um gere uma area superficial de 60 m?, enquanto que uma esfera do mesmo
volume teria 0,05 m®. A taxa de migragdo de agua do interior para a superficie da
goticula, é de suma importancia, para manter a temperatura da goticula constante
durante o processo (SCHUCK, 2009).

As propriedades dos leites em p6 sdo categorizadas em fisicas, funcionais,
bioquimicas, microbiolégicas e sensoriais. As propriedades que mais influenciam na
qualidade do leite s&do: estrutura do po, solubilidade, conteudo de agua, particulas
queimadas, fluidez, capacidade de hidratacdo, mudancgas oxidativas, cheiro, cor e
contaminagdo microbiolégica (SCHUCK, 2009). No presente trabalho, as
caracteristicas relacionadas aos resultados encontrados serdo apresentadas a

sequir.
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A estrutura fisica do leite em pd é definida pela forma em que os seus
constituintes quimicos estao distribuidos e conectados. A estrutura fisica do p6 é
intensamente afetada pela técnica de secagem. Por exemplo, quando o pd é
produzido por secagem a rolo, ele possui uma estrutura compacta, de conformagao
irregular e sem ar ocluso. Ja as particulas dos pos oriundos do spray drying sao
esféricas, com didmetro de 10 a 250 um, com ar ocluso, com vacuolos pequenos
e/ou grandes no seu interior. A superficie € geralmente rugosa, porém ela é lisa
quando possui uma composicdo elevada de proteinas. A principal causa da
superficie rugosa ¢é a elevada diferenca de temperatura entre o ar de entrada e o p6
(CARIC; MILOSLAV KALAB, 1987; SCHUCK, 2009).

A distribuicdo do tamanho das particulas do p6 é uma importante
caracteristica para a aparéncia, reconstituicdo e caracteristicas de escoamento do
po, os quais dependem principalmente das condigdes de atomizagdo e da
viscosidade do concentrado. Elevada pressdo do atomizacéo e baixa viscosidade do
concentrado geram particulas menores (SCHUCK, 2009).

A reidratagcdo do po é um processo complexo que ocorre em quatro fases:
molhabilidade, capacidade de afundamento, dispersabilidade e solubilidade. Ao
entrar em contato com a agua, o pé comega a absorver agua na sua superficie, a
qual comega a adentrar na superficie do po, caracterizando a sua molhabilidade.
Apos ser molhado, o pé comecga a afundar na agua, esta capacidade refere-se a
capacidade de afundamento. Uma vez imerso, os agregados do p6 comecam a se
separar, liberando as particulas individuais, a velocidade com que este fendbmeno
acontece representa a dispersabilidade. Para finalizar, ocorre a dissolucdo e
solubilizacao total do po, que esta vinculado a quantidade de material dissolvido em
uma solucdo saturada (FRANCISQUINI et al., 2020; RICHARD et al.,, 2013;
SCHUCK, 2009).

A atividade de agua, também conhecida como pressao de vapor relativa
(PVR), é definida como a razdo da pressdo de vapor da agua no alimento e a

pressao de vapor saturada da agua na mesma temperatura:

a; = P/P,

em que a, = atividade de agua, P (Pa) = pressao de vapor do alimento e P, (Pa) =

pressdo de vapor de agua pura na mesma temperatura. Este valor reflete a
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quantidade de agua que esta disponivel no alimento para exercer atividade.
Consequentemente, ela € muito utilizada como valor de referéncia para avaliar a
deterioragdo do alimento por microrganismos, enzimas e reagdes quimicas. Esta
discussao demonstra que muito mais do que a quantidade de agua presente no
alimento (teor de agua), € importante saber como que esta agua esta interagindo
com a matriz alimenticia (FELLOWS, 2018; PARKIN; FENNEMA; CLADERA-
OLIVERA, 2010).

A a, de produtos lacteos em po esta intrinsecamente relacionada com a
quantidade de agua e temperatura. A composicdo e o estado individual dos
componentes sao influenciados pelas operagdes unitarias utilizadas e a composigcao
dos solidos reflete praticamente o conteudo proteico. Para valores de a, < 0,2, a
caseina é a principal estrutura de interagdo com a agua, quando o valor esta dentro
do intervalo 0,2 < a, > 0,6 a absor¢cao de agua reflete o estado fisico da lactose
(cristalizacao) e para valores de a, > 0,6 demonstra-se a absor¢gao de agua pelos
sais. Para 6tima preservagao do produto lacteo, o valor deve ser proximo a 0,2 a 25
°C (SCHUCK, 2013; THEO EFSTATHIOU et al., 2002).

A a, apresenta um importante papel durante o processo de desidratacéo. Por
isso é importante o entendimento da isoterma de sorcao, a qual provem valores de
referéncia para os processos de secagem (curvas de isoterma de dessorgao) e
estabilidade de armazenamento (curvas de isoterma de adsorgao).
Metodologicamente, os produtos finais sdo inseridos em ambientes com umidade
relativa conhecida e sdo deixados neste ambiente até que o equilibrio seja
alcangado. Quando isso acontece, calcula-se a quantidade de agua que o produto
perdeu (dessorgao) ou ganhou (adsorgao) (SCHUCK, 2013).

As propriedades do pd apos a secagem por spray drying dependem dos
parametros utilizados durante a operacado unitaria. A quantidade de agua do pé
depende da a,, a qual depende da umidade relativa (UR) do ar de saida, que, por
sua vez, esta relacionada com a umidade absoluta (UA) e temperatura do ar de
saida. Estes sao dependentes do fluxo de produto, temperatura de entrada e UA
antes e depois de aquecimento. Além disso, o tamanho da goticula, o tipo de
atomizador e a viscosidade do concentrado afetam a quantidade de agua do pé
produzido. Além disso, a viscosidade do concentrado esta relacionada com
tratamento térmico recebido, homogeneizagdo, solidos totais e composigao

bioquimica. Diante do apresentado, pode-se observar que as propriedades do pé
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produzido no spray dryer sao intrinsicamente dependentes tanto dos parametros
desta operacao unitaria, quanto das anteriores e das caracteristicas bioquimicas do
leite utilizado (SCHUCK, 2013; SCHUCK et al., 2008).

1.7 ENCAPSULAMENTO: CONCEITOS E TECNICAS

Encapsulagcao é o processo tecnoldgico de aprisionar compostos nos estados
sdélido, liquido ou gasoso dentro de uma matriz, na qual ele pode ser liberado de
forma controlada diante de determinada circunstancia (JAFARI, 2017; NEDOVI et al.,
2011). O sistema de encapsulamento foi embasado no nucleo celular, em que a
informacado genética & protegida por uma membrana porosa que seleciona o que
entra e sai do nucleo celular (JIZOMOTO et al., 1993).

Sob uma perspectiva simples, a capsula pode ser composta por uma esfera
pequena recoberta por uma barreira monolitica. Os ingredientes dentro da capsula
sdo chamados de material central, fase interna, encapsulado e fase carregada ou
cheia, enquanto que a camada externa € nomeada como barreira, concha,
revestimento, matéria de barreira, membrana de concha, material carreador, agente
encapsulante, fase externa ou matriz (JAFARI et al., 2008; MAHDAVI et al., 2014).

A matriz pode ser feita por multiplos componentes (proteinas, polissacarideos,
surfactantes, lipideos, agua, e/ou minerais) e ela pode ter uma estrutura simples
(homogénea) ou complexa (heterogénea), as quais dependem dos materiais e do
processo utilizados e podem ser visualizadas na Figura 1 (NISSIM GARTI; JULIAN
MCCLEMENTS, 2012). Alguns biopolimeros utilizados como agente encapsulante
podem ser visualizadas na Tabela 2 (JAFARI, 2017).

Figura 1 - Exemplos dos diferentes tipos de estruturas possiveis para os sistemas de

encapsulamento
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Fonte: Adaptado de Jafari (2017).
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Combinacao

O objetivo de encapsular biomoléculas ativas, ao produzir nutracéuticos, é

reduzir os danos e mudancas indesejadas durante o processamento do produto,

assim como proteger a biomolécula ativa de condigdes digestivas. Por isso,

desenvolver um sistema carreador é fundamental (FUCHS et al., 2010; JAFARI,
2017; KATOUZIAN; JAFARI, 2016).

Tabela 2 - Exemplos de polimeros utilizados como agentes encapsulantes para

nutracéuticos

. i . Compostos
Polissacarideos Gorduras e ceras Proteinas L
sintéticos
o Oleos vegetais _ _
Goma arabica Gelatina Paclitaxel

hidrogenados

Amidos modificados

Cera de abelha

Proteinas do soro do

leite (Whey proteins)

m PEG5000-b-p

Maltodextrinas

Lecitina

Caseinato de sédio

Poliacrilonitrilo

Triglicerideos de

Alginatos . o Proteinas da soja Policaprolactona
cadeia média
Pectina Gluten Poli-acido latico
Carragenas Caseinas
Derivados de .
Zein
celulose
Quitosanas Fibroina da seda

Ciclodextrinas

Particulas de amido

Fonte: Jafari (2017).
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Para desenvolver um sistema de encapsulamento direcionado a uma
funcionalidade especifica, € necessaria a combinagdo de elementos e técnicas
adequadas. Ao elaborar um sistema encapsulante, é preciso levar em consideragao
aspectos chave como: propriedades fisicas, reolégicas e organolépticas,
estabilidades quimica e fisica, local da agao biologica, ingrediente de grau
alimenticio, custo, compatibilidade com a matriz alimenticia, capacidade
encapsulante e mecanismo de liberacdo (GOMEZ-MASCARAQUE; LAGARON;
LOPEZ-RUBIO, 2015; JAFARI, 2017; NISSIM GARTI; JULIAN MCCLEMENTS,
2012). Além disso, é importante levar em consideracdo as propriedades das
particulas que serdo incorporadas no sistema encapsulante, como digestibilidade,
estrutura quimica, distribuicdo do tamanho de particula, densidade de carga,
permeabilidade, resisténcia ao pH, temperatura e enzimas e propriedades fisico-
quimicas (DONSI et al., 2011; JAFARI, 2017; KHAYATA et al, 2012;
MCCLEMENTS; LI, 2010; NISSIM GARTI; JULIAN MCCLEMENTS, 2012).

Em principio, os sistemas encapsulantes podem ser produzidos a partir de
varios materiais usando diferentes operagdes unitarias. Diante destas possiveis
combinagdes, diversos sistemas ja foram produzidos (Figura 2). Se tratando da
industria alimenticia, apenas alguns destes sdo utilizados, sendo que os outros
estdo presentes nas industrias farmacéutica e cosmética. Isso porque, no ramo
alimenticio, os ingredientes utilizados na construgcdo destes sistemas precisam ser
de grau alimenticio e baratos, sendo a fabricagao reprodutivel, robusta e econémico
(NISSIM GARTI; JULIAN MCCLEMENTS, 2012).

Figura 2 - Exemplos de diferentes tipos de sistemas encapsulantes que podem ser

produzidos
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@, Lipossomas
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i
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Hidrogel de lipideos sélidos
preenchidos Granulos de

hidrogel preenchidos
Fonte: Adaptado de Nissim Garti & Julian McClements (2012).

As operagbes unitarias de producdo dos sistemas encapsulantes sao
classificadas, geralmente, como: top-down, bottom-up ou combinacdo de métodos.
Nos meétodos top-down, a matéria-prima € quebrada em particulas menores que
formam o sistema encapsulante, como ocorre na homogeneizagao, na trituragcao e
no spray drying. Nos métodos buttom-up, os sistemas sao preparados por
montagem, a qual pode ser espontanea (formacdo de micela e microemulsio) ou
direcionada (deposigao eletronica) (NISSIM GARTI; JULIAN MCCLEMENTS, 2012).

Como os sistemas encapsulantes sdo os mais diversos possiveis, para
conseguir aprisionar a moléculas de variadas propriedades, diferentes tecnologias
sdo utilizadas, dentre elas existem: spray drying, spray chilling, spray cooling,
extrusao, leito fluidizado, extrusdo por centrifugacao, freeze drying, coacervagao,

polimerizagao interfacial e inclusdo molecular (JAFARI, 2017).
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho esta dividido entre objetivo geral e objetivos especificos.

2.1 OBJETIVO GERAL
* Demonstrar como que as macroestruturas do leite e as operagdes unitarias de
homogeneizagao e spray drying podem ser utilizadas na construgcdo de

sistemas encapsulantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Demonstrar a variagdo no tamanho das particulas durante o processo
produtivo do leite em po;

* Demonstrar como que a variagdo na pressdao de homogeneizagédo impacta no
tamanho das particulas durante a producgao do leite em po;

* Demonstrar como que € possivel produzir nanosistemas encapsulantes
variando a pressdo de homogeneizacao na producéo do leite em po;

* Apresentar como que as proteinas lacteas tém sido utilizadas como
macromoléculas para o encapsulamento de compostos bioativos;

* Apresentar as técnicas de produgdo e caracterizagcdo dos sistemas

encapsulados.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido em dois capitulos. No primeiro é
apresentado o estudo de variacdo dos perfis de distribuicio dos tamanhos de
particulas durante a producdo do leite em po alterando-se a pressao de
homogeneizagao. O segundo capitulo apresente uma revisao bibliografica narrativa
sobre como as proteinas lacteas estdo sendo utilizadas como agentes

encapsulantes de biomoléculas ativas.
3.1 PRODUCAO E ARMAZENAMENTO

O fluxo de processo de producao do leite em pd nanoparticulado seguiu a
sequéncia exibida no fluxograma abaixo (Figura 3) e foi realizado em triplicata para

cada uma das pressdes de homogeneizagao.
Figura 3 — Fluxograma de producgao de leite em pé homogeneizado. Nos pontos

marcados acima da seta com asterisco, foram feitas analises da distribuicao do

tamanho das particulas

e + | + +
G;:?e:?rtiigzﬂ Aquecimento Homogeneizagao

h

” Banho maria: Homogeneizador:
- 3,2% de gordura - Quimis® Q334M-28; - APVE 1000;
- Temperatura: 70 £ 2 °C. - Dois estagios:
- Pressoes (1727 estagios): 0/0 MPa, 15/3
MPa, 75/5 MPa.
Leite em po = + n &
homagenaizado Secagem € Concentragio €
Spray dryer Evaporador rotativo:
- Buchi B290, - Buchi R-220 SE;
Tamanho de particula (LS 13 320); | - Temperatura de entrada: 1600 +2.0°C; - Temperatura: 60,0 + 2.0°C;
Microscopia eletrdnica de - Temperatura de saida: 84,0 £ 2,0 °C. - Press3o: Abaixo de 50 £ 5 mbar;
varredura{MEV); - Sdlidos Totais: 459.1009°".
|soterma de sorgao.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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3.2 DISTRIBUICAO DO TAMANHO DAS PARTICULAS EM SOLUGCAO

As amostras foram adicionadas direta e lentamente ao reservatorio do
analisador de Tamanho de Particulas por Difragdo a Laser Beckman Coulter LS
13320 com Moddulo Liquido Aquoso (ALM), que continha agua a temperatura
ambiente (23 °C = 2 °C) até atingir o nivel minimo de obscurescéncia. Sob
recirculacdo, os dados foram coletados apds 90 segundos até obter distribuicoes
estaveis de tamanho de particula. O indice de refragao foi de 1,57 para regido menor
que 1 ym e 1,47 para regiao maior que 1 um. Os dados foram representados pela
porcentagem (%) de volume ocupado pelas particulas em fungdo do tamanho. O
software Beckman Coulter (caracterizagdo de particulas) versdo 5.03 foi aplicado
para determinar a analise dos dados obtidos. Os indicadores D[4;3] (didmetro do
volume médio), D[5;3] (taxa de formagcdo do creme a partir do tamanho de
particulas), Dv90 (volume em que 90% das particulas sao encontradas) e particulas
com tamanho maior que 1 um foram utilizados para avaliar o perfil do tamanho de

particulas.

3.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Os po6s foram analisados por microscopia eletrénica de varredura (modelo:
TM 3000; marca: Hitachi Ltd.) usando magnitudes de 100x; 300x; 500x; 1000x;
1500x; 2000x.

Para avaliacdo do comprimento das particulas obtidas nas imagens (2000x)
do MEV foi utilizado o software ImageJ (MARCOMINI; DE SOUZA, 2011). Com tal
avaliacao, obtém-se o valor de SPAN que corresponde a largura ou intervalo da
distribuicdo de tamanho baseado no volume, sendo calculado pela Equagao: Span =
(Dv90 — Dv10) / Dv50. Em que: Dv90 significa que 90% das particulas possuem
valores iguais ou inferiores ao resultado encontrado; Dv10 é o valor em que 10% das
particulas possuem valores iguais ou inferiores ao resultado encontrado; Dv50 é o
valor em que 50% das particulas possuem valores iguais ou inferiores ao resultado
encontrado.

O valor de SPAN foi usado para calcular o valor do indice de
polidispersividade (PDI) (HORIBA SCIENTIFIC, 2013), que se refere ao grau de nao

uniformidade da distribuicdo de tamanho das particulas.
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3.4 ISOTERMA DE SORCAO

Para obtencdo das isotermas de sor¢gdo pesarem-se aliquotas de 2,0 a 3,0 g
de cada leite em pé. Posteriormente, essas amostras foram armazenadas por 21
dias em ambientes com distintas umidades relativas do ar (11,1%, 33,1%, 43,2%,
54,4% e 75,5%), visando obtencao de cinco diferentes atividades de agua (0,111;
0,331; 0,432; 0,544 e 0,755). Utilizou-se para controle dessas umidades e atividades
de 4&gua, solugdes saturadas de LiCl, MgCl,, KyCO; Mg(NOs), e NacCl
respectivamente. Apds os 21 dias, as amostras foram novamente pesadas e os
resultados obtidos permitiram a elaboragdo do grafico da isoterma de sorcédo para

cada um dos tratamentos.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente usando o software
SPSS 23.0 (SPSS, versdao 23, IBM Corp. Armonk, NY, USA). Diferencas
significativas entre os valores de médias das replicatas de cada resultado foram
analisados usando analise de variancia (ANOVA) com o teste de Tukey post-hoc

com 95% de nivel de confianga.
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4 MONITORAMENTO DO TAMANHO DE PARTICULA DURANTE A PRODUGAO
DE LEITE EM PO E DO PRODUTO REIDRATADO

O conceito de produtos nanoparticulados ainda esta em discussdao na
atualidade, os mesmos podem ser considerados substancias que contém particulas
de pelo menos uma dimensdo na regido nanométrica (menor que 100 um) ou ainda
sistemas que exibem particulas de 10 a 100 nm ou inferiores a 0,2 ym (LEE et al.,
2011; TADROS et al., 2004).

Ao diminuir o tamanho das particulas do leite para a escala nanométrica,
novas possibilidades tecnoldgicas sdo alcangadas, ganhando a atengdo do setor
lacteo. Dentre estas possibilidades, podem-se destacar, o melhoramento da
estabilidade de emulsdes, a melhora da digestibilidade dos produtos, o aumento da
absorcao de nutrientes e novos mecanismos de liberagdo de compostos ativos para
o organismo (BAARS et al., 2016; CALVO-LERMA et al., 2018; SINGH; GALLIER,
2017).

O processo de homogeneizagao do leite é utilizado para alterar o perfil da
distribuicdo do tamanho de particulas dos seus macronutrientes (como micelas de
caseina e globulos de gordura) ao se aplicar uma pressao. O perfil de tamanho de
particulas apds o processo é dependente da pressao aplicada (FOX; BRODKORB,
2008; GALLIER et al., 2017; SANDRA; DALGLEISH, 2005; SINGH; GALLIER, 2017).
Ao fazer essa operagao unitaria, pode-se observar o aparecimento de uma regiao
intermediaria do tamanho de particulas entre os tamanhos das micelas de caseina e
dos glébulos de gordura. Este fendbmeno é explicado pela reorganizagcao que estas
estruturas sofrem ao diminuirem os tamanhos de suas macroestruturas durante a
homogeneizagdao. Ao se reorganizarem, elas formam estruturas lipidico-proteicas,
em que os glébulos de gordura sdo estabilizados pelas proteinas oriundas das
micelas de caseina (CANO-RUIZ; RICHTER, 1997; THIEBAUD et al., 2003).

A homogeneizagdo € um processo utilizado durante a fabricagao de leite em
po. As nanoparticulas, oriundas desta etapa, seguem para a concentragdo e a
secagem por spray drying. Como consequéncia, as propriedades do leite em po,
como a reidratagcédo, serdo dependentes do tamanho das particulas geradas pela
homogeneizagao (FRANCISQUINI et al., 2020; SCHUCK et al., 2016).

Trabalhos ja foram realizados para demonstrar como a pressao de

homogeneizagao diminui o tamanho das particulas de gordura a 20 MPa (OBEID et
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al., 2019), afeta as propriedades do fluxo quando aplicadas diferentes pressées no
concentrado (0 MPa, 50 MPa, 100 MPa e 150 MPa) (MERCAN; SERT; AKIN, 2018b)
e como afeta a estabilidade do sabor do leite em pd diante diferentes pressdes de
homogeneizagdo no processo (PARK; DRAKE, 2017). Porém, até onde sabemos,
nenhuma avaliou a distribuicdo do tamanho das particulas ao longo processo
produtivo de leite em pé integral nas pressdes de homogeneizagao de dois ciclos de
0/0 MPa, 15/5 MPa e 75/5 MPa.

O objetivo do trabalho foi verificar a influéncia das pressées de
homogeneizagéao (0/0 MPa, 15/5 MPa e 75/5 MPa) na distribuicdo do tamanho de
particulas em solugédo ao longo das etapas de producgéo do leite em p6 integral e do

produto reidratado.

4.1 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pode-se observar na Tabela 3 que existe uma alteragdo na distribuicdo do
tamanho de particulas dos respectivos leites devido ao processo de
homogeneizagao. Os indicadores D[4;3], D[5;3], Dv90 e porcentagem de particulas
com volume superior a 1,0 ym foram utilizados.

Como um primeiro resultado, por meio desta tabela, pode-se verificar que
ocorreu um aumento, de cerca de 2 vezes no valor de Dv90, devido ao aquecimento
de 70°C = 2°C do leite integral pasteurizado. Ou seja, 0 aumento da temperatura do
leite levou a um aumento do tamanho das particulas possivelmente pela agregacao
das particulas do produto. O aumento do tamanho das particulas devido ao
aquecimento de amostras de leite desnatado ja foi retratado na literatura, sendo este
aumento inferido a desnaturagcdo de proteinas do soro que ocorrem com maior
facilidade em temperaturas superiores a 70°C (ANEMA; LOWE; LEE, 2004). Em
associacado, também sio encontrados resultados da distribuicdo do tamanho de
particula em misturas de proteina de soro de leite com caseina ndo aquecidas em
que grande parte estava na faixa submicrémica (SINGH et al., 2019). No mesmo
trabalho, houve um aumento no tamanho das particulas quando as amostras foram
tratadas por ultra high temperature (UHT), assim como para aquelas amostras que
foram adicionadas de maior teor de proteina de soro de leite, demonstrando

exatamente que a elevagao da temperatura e a maior concentragao de proteinas
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podem aumentar os agregados proteicos ocasionando o aumento do tamanho das

particulas de produtos lacteos.

Tabela 3 — Indicadores D[4;3] (didametro do volume médio), D[5;3] (taxa de formagao
do creme a partir do tamanho de particulas), Dv90 (volume em que 90% das
particulas sdo encontradas) e particulas com tamanho maior que 1,0 ym dos leites
fluidos antes e depois do aquecimento (LFAA e LFDA, respectivamente), leites
fluidos homogeneizados e concentrados (LFH e LFC, respectivamente) e leite em po
reidratado (LPR).

Presséao de
Produtos homogeneizagao D[4;3] D[5;3] Dva0 >1,0 um
(1°/2° estagios) (Mm) (um?) (Mm) (% volume)
MPa
LFAA X 3,391+0,066° 3,773x0,077° 5,384+0,165° 87,933+0,886°
LFDA X 3,145+0,041° 3,534+0,034° 5,097+0,105° 86,775+1,318"
0/0 3,293+0,105° 3,677+0,113°  6,080+1,420° 86,100+2,400°
LFH 15/5 0,804+0,139° 1,032+0,270°  1,480+0,540% 29,300+1,900"
75/5 0,275+0,015° 0,365+0,033° 0,640+0,210°  2,400+4,100°
0 3,6640,123° 3,664+0,123° 5,740+0,870° 86,100+2,100°
LFC 15/5 0,872+0,007° 0,872+0,007° 1,360+0,070° 26,500+5,300°
75/5 0,538+0,020° 0,538+0,020° 0,790+0,250° 5,700+3,300°
0/0 8,383+3,356° 16,042+8,710° 17,460+9,450° 84,200+2,600°
LPR 15/5 0,711+0,042° 0,873+0,033° 2,580+1,960° 31,800+3,000°
75/5 1,280+1,385° 2,636+2,805° 1,000£0,210° 10,900+4,400°

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Além deste resultado, verifica-se que tanto o leite fluido homogeneizado
quanto o leite fluido concentrado exibiram, com o aumento da pressdo de
homogeneizacgao, reducédo estatistica nos valores dos parametros DI[5;3], D[4;3] e
>1,0 ym. Isto pode nos afirmar que quanto menor a pressao de homogeneizacgao,
maior € o tamanho das particulas, ou seja, o processo de homogeneizagao
influencia na quantidade de particulas na regido inferior a 1,0 ym. Os produtos

homogeneizados demonstraram uma maior concentragdo de particulas na regiao
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menor que 1,0 um (correspondente a regido das micelas de caseina) e menor
concentragao na regiao superior a 1,0 um (correspondente aos glébulos de gordura
e particulas nao reidratadas). A Unica excegao, foi encontrada para o parametro
Dv90, que resultou em valores diferente estatisticamente entre os produtos nao
homogeneizados e homogeneizados enquanto que foi encontrado valor idéntico nos
produtos homogeneizados (15/5 e 75/5). Pode-se inferir, portanto, que o processo
de homogeneizagédo foi capaz de diminuir o tamanho das particulas, apesar de
demonstrar também, que o aumento da pressdo de homogeneizacao de 15/5 MPa
para 75/5 MPa, nao exerceu influéncia no aumento da quantidade de particulas em
valores abaixo de 1,5 pm. Na literatura, encontra-se estudo em que o efeito do
aumento da pressdo de homogeneizagdo na viscosidade, tamanho de particula e
caracteristicas microbiologicas de leite desnatado e integral concentrado ja foi
avaliado (MERCAN; SERT; AKIN, 2018a). No mesmo artigo, os pesquisadores
verificaram uma diminuicdo em parametros D[4;3] e D[3;2] com aumento da pressao
de homogeneizagcdo até certo ponto. A partir da pressdao de 30 MPa para leite
integral concentrado e a partir de 50 MPa para leite desnatado concentrado, ocorreu
um aumento do tamanho das particulas. O primeiro caso foi correlacionado ao
aumento da tendéncia de agregacgao dos globulos de gordura do leite e diminuigao
do didmetro médio dos globulos de gordura em pressdes mais elevadas (acima de
80 MPa) o que foi relatado em trabalhos anteriores (KIELCZEWSKA; HAPONIUK;
KRZYZEWSKA, 2000). Ja, no segundo caso, sugeriu 0 aumento do tamanho das
particulas devido a formacdo de agregados de proteina de soro de leite
desnaturados com caseina pelo aumento da pressao de homogeneizagao devido ao
aumento da temperatura de saida do equipamento.

Em relacao aos leites em po6 fabricados no presente estudo, pode-se verificar,
ainda na Tabela 1, que houve redugao significativa dos valores dos pos
homogeneizados quando comparados com os pds ndo homogeneizados quando se
analisou os parametros D[4;3], D[5;3] e Dv90. Isto demonstra, mais uma vez, que
ocorreu uma diminuicdo do tamanho de particulas dos produtos que foram
homogeneizados, mostrando que a operagao unitaria exerceu o papel esperado de
reducdo do tamanho das particulas do produto. Vale ressaltar, que ndo houve
diferenga estatistica em relagdo ao parametro >1,0 ym, quando se aumentou a
pressdo de homogeneizagcao de 15/5 MPa para 75/5 MPa, deixando claro que o

maior gasto de energia para aumentar a pressao de homogeneizagao nao se torna
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necessario, visto que para atingir o objetivo de obter particulas na regido menor que
1,0 um, a menor pressao de homogeneizagao ja é suficiente. Song et al. (2013)
realizaram homogeneizacao de alta pressao para reduzir o tamanho de particulas
isolado de proteina de soja, neste trabalho os autores concluiram que o tamanho
meédio das particulas diminuiu drasticamente e gradualmente apds sucessivas
passagens no homogeneizador (SONG et al., 2013). E por fim, Park & Drake (2017)
fabricaram leite em pé integral por meio de leite integral pasteurizado padronizado,
evaporado para 50% de solidos (p/p), homogeneizado em 2 etapas com pressdes
variaveis (0/0 MPa, 5,5/1,4 MPa, 11,0/2,8 MPa ou 16,5/4,3 MPa) e seco por spray
dryer piloto. Realizaram neste projeto a determinagao do tamanho de particulas com
obtencdo dos parédmetros Dv90 e D[4;3]. Como conclusao, os autores obtiveram
diminuigdo do tamanho de particulas do produto ndo homogeneizado para o produto
homogeneizado a 5,5/1,4 MPa. Em contrapartida, com o aumento da pressao de
homogeneizagao para 11,0/2,8 MPa ou 16,5/4,3 MPa néao resultou em modificagao
no tamanho das particulas, quando comparado com o produto ndo homogeneizado,
ou seja, aumentando a pressdao de homogeneizagdo as particulas tenderam a
aumentar de tamanho (PARK; DRAKE, 2017).

Estes resultados demonstram que o aumento na pressdo de homogeneizagao
produz fluidos com diferentes distribuicdes de tamanhos de particula. Entretanto, ao
reidratar os leites em pd homogeneizados, nao houve diferenga estatisticamente
significativa entre as pressdes 15/5 MPa e 75/5 MPa, havendo diferenca
estatisticamente significativa entre os produtos homogeneizados € o que passou
pelo homogeneizador a 0/0 MPa. Os dados apresentados para distribuicdo de
tamanho de particula do leite homogeneizado e o seu perfil de reidratacdo vao ao
encontro da literatura (FRANCISQUINI et al., 2020; HAYES & KELLY, 2003).

Dentre os resultados apresentados, o percentual de particulas com volume
superior a 1 pm apoés reidratagdo foi o de maior relevancia. As amostras
homogeneizadas a 0/0 MPa, 15/5 MPa e 75/5 MPa (1°/2° estagios) geraram valores
de 84,20 + 2,60, 31,80 £ 3,00 e 10,90 £ 4,40, respectivamente. Isto demonstra que o
processo de homogeneizacao é capaz de diminuir significantemente o volume das
particulas apods reidratacdo dos pdés homogeneizados. Este aumento na quantidade
de particulas menores que 1,0 uym, justifica o uso das pressdes de homogeneizacgao
para produzir produtos na escala manomeétrica com melhor digestibilidade (GARCIA,
ANTONA, ROBERT, LOPEZ, & ARMAND, 2014; MICHALSKI & JANUEL, 2006; YE,
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CUI, DALGLEISH, & SINGH, 2017), para aumentar a liberagdo de acidos graxos
(TUNICK et al., 2016), serem usados como sistemas de liberagdo de nutracéutios
(OPREA, 2017), no desenvolvimento de produtos com melhor fluidez (MERCAN et
al., 2018b) e com melhor reidratacdo (Francisquini et al., 2020). A influéncia das
operacgdes unitarias durante o processo e o0s seus indicadores podem ser

visualizadas na Figura 4.

Figura 4 - Variagao dos tamanhos das particulas de gordura e caseina nos leites
fluidos durante o processo de fabricagdo e em po reidratado apds a fabricacéo. As

cores em azul representam o percentual de particulas maiores que 1,0 um.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

A distribuicdo do tamanho de particula pode ser utilizada para calcular o
indice de reidratacao (IR), baseando-se na dispersividade e solubilidade do leite em
po integral. Este IR é utilizado como uma ferramenta de classificagdo do leite em po:
baixa (IR < 5), intermediario (5 = IR < 20) e alto (20 > IR < 100) (FRANCISQUINI et
al., 2020). Analisando a distribuicdo do tamanho de particula dos leites em pé
homogeneizados, pode-se observar que para os pos referentes as pressées de
homogeneizagao de 0/0 MPa, 15/5 MPa e 75/5 MPa (1°/2° estagios), as particulas
menores que 1,0 um foram 15,8 %, 68,2 %, e 89,1 %, respectivamente. De acordo
com IR, pode-se inferir que os pds do presente trabalho possuem boa dispersividade

e solubilidade ao passo que aumentam-se as pressées de homogeneizacao. O leite
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em po oriundo da pressdo 0/0 MPa possui uma dispersividade e solubilidade
intermediaria, enquanto que os pos oriundos das pressdes de homogeneizagao de
15/5 MPa e 75/5 MPa sao de alta dispersividade e solubilidade. De acordo com o
mesmo trabalho, o IR pode ser utilizado como meio de direcionar a tomada de
decisao sobre a utilizacdo do po6. Leites em pé com IR maiores que 20 devem ser
usados diretamente, porque eles podem atingir eficazmente a estrutura original do
leite. Por outro lado, leites em pds com valores de IR menores ou igual a 20 devem
ser usados como ingredientes na produgao alimenticia (FRANCISQUINI et al.,
2020).

O indicador D[5;3] representa o indice de formacao de creme por tamanho de
particula. Porém, para que ele seja utilizado, € preciso fazer a desproteinagao, a
qual nao foi realizada neste trabalho. Por isso, nao foi feita uma discussédo sobre
estes resultados (WALSTRA & OORTWIJN H., 1975).

Analisando a Figura 5 verifica-se que as amostras analisadas obtiveram
estrutura tipica de produtos formulados via spray dryer. As morfologias das
particulas de pos formulados via spray dryer, de acordo com Walton & Mumford
(1999), podem ser classificadas estruturalmente em trés tipos principais:
aglomeradas, skin-forming e estrutura cristalina. Produtos lacteos quando secos por
spray dryer, em sua grande maioria, exibem um aspecto de skin-forming, sendo que
tais particulas podem apresentar, de acordo com as condi¢gdes da secagem e tipo de
alimento, caracteristica em sua morfologia como presenga de colapso/enrugamento,
bolhas/crateras, aglomeracao, rachaduras/fissuras, vacuolizagdo e arredondamento
das particulas, as quais podem estar na forma oca ou sélida. Observando as
amostras obtidas para os pds formulados no presente trabalho, infere-se que as
particulas podem ser classificadas com estrutura tipica de produtos formulados via
spray dryer, exibindo em sua morfologia a presenca de colapso/enrugamento,
aglomeragcao e arredondamento das particulas em basicamente todas as
microestruturas analisadas. Estas caracteristicas também foram relatadas em café
(arredondamento), iogurte (aglomeracao), ovo e leite desnatado
(colapso/enrugamento) secos via spray dryer, ainda no trabalho proposto por Walton
& Mumford (1999). Este colapso/enrugamento das particulas, foi encontrado com
frequéncias no leite em pé aqui formulado, o que pode ser correlacionado ao fato de

que particulas com aparéncia skin-forming sao constituidas por uma fase continua
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nao liquida, que pode ser composta por proteinas desnaturadas, como caseina ou
albuminas (WALTON & MUMFORD, 1999).

Figura 5 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) dos leites homogeneizados
em po nas pressdes 0/0 MPa (A), 15/5 MPa (B) e 75/5 MPa (C) nas resolugdes
1000x (1), 1500X (2) e 2000x (3). *A média dos parametros seguidas por letras

iguais nao se diferenciam estatisticamente no teste Tukey HSD no nivel de 5% de

estabilidade aplicados na mesma linha. Os pontos vermelhos nas figuras A3, B3 e

C3 sao marcagdes dos pés com tamanho menor que 1,0 um.

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Uma amostra monodispersa tem elevado grau de uniformidade (valor de PDI
menor que 0,4), enquanto que uma amostra polidispersa tem baixo grau de
uniformidade (valor de PDI maior que 0,4) (Horiba scientific, 2013). Analisando os
valor de PDI (SPAN) dos leites em p6 na Figura 5, pode-se observar que eles séao
polidispersos. Nao houve diferengca estatisticamente significativa na

polidispersividade dos pds, demonstrando que as pressdes de homogeneizagao
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utilizadas n&o impactaram no PDI. Entretanto, ao marcar as particulas com valores
iguais ou inferiores a 0,1 cm (Figuras 5, A3, B3 e C3), é possivel constatar uma
maior quantidade de marcadores nas Figuras 5, B3 e C3, as quais correspondem
aos pos oriundos das homogeneizacdes de 15/5 MPa e 75/5 MPa, respectivamente.
Isto demonstra que mesmo nao havendo diferenga significativa estatisticamente,
existe uma maior quantidade de particulas menores ou iguais a 0,1 cm ao aumentar
a pressao de homogeneizagao na producao do leite em p6. Em concordancia com o
presente trabalho, Cruz et al., (2007) verificaram diferengas na microestrutura de
bebida vegetal a base de soja, com diminuicdo do tamanho das particulas do
produto quando foi aplicada a pressao de homogeneizagdo, embora ndo tenham
sido observadas diferengas aparentes na microestrutura do produto quando se
realizou o aumento da pressdao de homogeneizagdo. J& em Nguyen et al., (2015)
observou-se que os gldbulos de gordura eram significativamente menores e mais
numerosos em amostras homogeneizadas em comparagdo com leite de bufala nao
homogeneizado. Agregados ou aglomerados de glébulos de gordura foram maiores
e mais numerosos em amostras homogeneizadas a 160 bar do que a 80 bar o que
foi correlacionado com uma maior area de superficie especifica dos glébulos de
gordura do leite de bufala homogeneizado a 160 bar, o que pode levar a um maior
numero de aglomerados de gordura, aumentando, entdo, o tamanho das particulas
na microscopia.

A isoterma de sorc¢ao € utilizada para determinar a higroscopicidade do po e,
a partir dela, entender como ele se relaciona frente a ambientes com diferentes
atividades de agua. O grafico da Figura 6 demonstra que os leites em po
homogeneizados apresentam o mesmo comportamento independentemente da
pressdao de homogeneizagao utilizada, incluindo a cristalizagcdo da lactose que
ocorre no intervalo entre 0,4 e 0,5 (TORRES et al., 2017). Este comportamento
demonstra que nao ocorreu alteragao quimica constitucional e de higroscopicidade
dos leites em pod homogeneizados frente as pressdes utilizadas. Isso permite a
produgdo de produtos com prazo de validade estendidos com a manutengao

sensorial.
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Figura 6 - Isoterma de sorgéo dos leites em p6 homogeneizados oriundos de
diferentes pressées de homogeneizagéo
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Sabe-se que a qualidade do p6 frente ao armazenamento pode ser afetada
com ganho de quantidade de agua por ocasionar aumento da higroscopicidade
resultando em consequéncias como empedramento, estabilidade oxidativa,
estabilidade fisico-quimica, problemas na dissolucdo e molhabilidade (REH et al.,
2004). Portanto, vale a ressalva de que durante a producao do leite em p6 busca-se
atingir a atividade de agua proximo de 0,2 para evitar que tais problemas na
qualidade do pé frente ao armazenamento ocorra. Corroborando, Cheng et al.
(2019) encontraram valor médio de 0,2 de atividade de agua em férmula infantil em
p6 assim como Liu et al. (2019) relataram valor médio de 0,25 para leite em po
desnatado. Ainda por meio das isotermas de sor¢ao (Figura 6), pode-se verificar que
em todos os pos a partir da atividade de agua de 0,6 houve um aumento da
capacidade de absorcdo de agua e em contrapartida a menor capacidade de
absorcao de agua esteve na faixa de 0,1 a 0,2 de atividade de agua. Em trabalho
realizado por Wei et al. (2020) foi realizada a isoterma de sorcao para leite em po
pasteurizado integral e desnatado e também foi encontrado valores entre 0,1 e 0,3
de atividade de agua como sendo o a faixa de menor absorgcdo de agua e na faixa a
partir de 0,6 como sendo a regiao de maior capacidade absortiva. Por fim, Queiroz et
al. (2021) também encontraram valores entre 0,1 e 0,3 como sendo atividades de

agua onde os pds absorvem uma menor quantidade de agua enquanto a partir da
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atividade de agua de 0,6 ocorreu aumento da absorgdo de agua em leites em p6 de
cabra com e sem hidrolise da lactose.

Produtos na escala nanométrica tem atraido o interesse da industria
alimenticia. Para entender a influéncia da pressdo de homogeneizagao na producao
de leite em pod, os resultados apresentados demonstram que o leite em po
homogeneizado reidratado possui particulas inversamente proporcionais a pressao
de homogeneizacgao utilizada (75/5 MPa, 15/5 MPa e 0/0 MPa, 1°/2° estagios). Com
isso, pode-se concluir que o aumento na pressido de homogeneizagcdo durante a
producgéo de leite em po afeta o perfil de distribuigdo do tamanho de particula tanto
durante o processo quanto no produto final reconstituido, com uma elevada
concentragcdo de particulas na regido nanométrica. Isso demonstra que o processo
serve como ferramenta no desenvolvimento de produtos com diferenciais
tecnologicos, como sistemas de encapsulamento e entrega de biomoléculas ativas.
Além disso, os trés pos desenvolvidos ndo apresentaram alteragdes no SPAN das
suas particulas nem no comportamento na isoterma de sorgdo. Isto demonstra que

nao ocorreu alteragdo quimica na sua estrutura constitucional.
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5 PROTEINAS LACTEAS COMO AGENTES ENCAPSULANTES DE
BIOMOLECULAS ATIVAS

O mercado de nutracéuticos vem crescendo mundialmente a cada ano,
devido ao aumento na demanda por produtos que melhorem a qualidade de vida dos
consumidores. Estes produtos sao caracterizados por levarem ao consumidor
beneficios a sua fisiologia e propriedades nutritivas, oriundos das biomoléculas
ativas (BMA) e nutrientes, respectivamente (CHEN; REMONDETTO; SUBIRADE,
2006; KIMPEL; SCHMITT, 2015; LIVNEY, 2010).

As BMAs sdo compostos produzidos por organismos e possuem atividade em
tecidos vivos, sendo benéfica ou ndo. Mesmo tendo estes beneficios, a sua
utilizacao muitas vezes € um desafio, porque muitas BMAs possuem instabilidade
frente as alteragdbes no meio externo ou possuem sabor desagradavel para o
consumidor. Além disso, a maioria das matrizes alimenticias é aquosa e grande
parte das BMAs sao hidrofébicas, resultando na dificuldade do desenvolvimento de
produtos alimenticios (ABD EL-SALAM; EL-SHIBINY, 2012).

Como alternativa para solucionar este problema, a montagem de sistemas que
protejam as BMAs e ainda consigam melhorar o seu gosto, surge como ferramenta
para levar ao consumidor as suas propriedades. As proteinas do leite possuem
excelente capacidade encapsulante, devido as suas constituicbes de estruturas
anfifilicas, que interagem com moléculas hidrofobicas e hidrofilicas, e podem ter
suas estruturas moldadas de acordo com alteragdes no meio, potencializando as
interacdes e dando propriedades tecnolégicas (LIVNEY, 2010).

As proteinas do leite de vaca sao divididas entre caseina, fragdo do soro e
proteinas da membrana dos glébulos de gordura. A caseina é encontrada em maior
quantidade e as proteinas do soro apresentam estrutura globular e sdo soluveis em
agua (BELICIU; MORARU, 2013; TAVARES; MALCATA, 2015).

O encapsulamento € um método capaz de inserir uma substancia dentro de uma
macroestrutura, protegendo a primeira do ambiente externo. Estas substancias
podem ser liquidas, sélidas ou gasosas e ficam protegidas dentro de um cerne
envolto por uma membrana ou matriz. Os agentes encapsulantes sao os
constituintes da matriz (NORI, 2011; BALASUBRAMANI, 2015; RAJABI, 2015).

Diante da crescente demanda mundial por nutracéuticos, as pesquisas cientificas

na area tem aumentado para entender o processo de producado e auxiliar no
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desenvolvimento de novos produtos. Visto que as proteinas do leite sdo excelentes
ferramentas para o encapsulamento das BMAs, pesquisas relacionando ambos
conhecimentos tém sido realizadas. Revisdes de literatura sao importantes fontes de
atualizagdo no setor. Excelentes trabalhos foram feitos focadas nas proteinas do
leite como carreadoras de nutracéuticos hidrofébicos ou nas fragdes das proteinas
do leite como nano-sistemas carreadores (LIVNEY, 2010). O objetivo desta revisao
narrativa é fazer uma atualizagdo na area, focando em como as biomoléculas ativas

tem sido utilizadas. O intuito deste trabalho esta resumido na Figura 7.

Figura 7 — Fluxo do estudo sobre como as proteinas do leite podem ser utilizadas

como sistemas de encapsulamento de biomoléculas ativas
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

5.1 BIOMOLECULAS ATIVAS

Biomoléculas ativas sado substancias que ao interagirem com o organismo
geram uma alteracdo nele, a qual podem entregar propriedades benéficas para o
seu funcionamento. Elas possuem diversas fontes na natureza e o seu consumo in
natura é prejudicado, devido a sensibilidade as condigdes do ambiente (luz, oxigénio
e temperatura), acdo do sistema digestivo e/ou gosto desagradavel (LAU et al.,
2017).
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Como a natureza é repleta de diversidade, existe uma grande variedade de
fontes de biomoléculas ativas, o que aumenta a possibilidade de compostos
quimicos naturais serem utilizadas para o beneficio humano. Como exemplo das
biomoléculas temos as vitaminas, polifendis, carotendides, 6leos essenciais, acidos
graxos insaturados, retinol e colesterol. A maior fonte de pesquisa destas BMA’s sao
os metabdlitos secundarios das plantas e algas. Eles sdo compostos produzidos
como resposta destes organismos a alteragdes no ambiente externo do ser vivo e
podem ser polifendis, acidos fendlicos, antocianinas, dentre outros. Estes compostos
podem ser utilizadas isoladas ou na constituicdo de extratos (MARTINS STRIEDER
et al., 2020).

Uma propriedade muito estudada das biomoléculas é a sua agao
antioxidante. Os polifendis sdo reconhecidos como biomoléculas que possuem esta
acao ao combaterem os radicais livres presentes no organismo. Além disso, estudos
demonstram que eles podem ser utilizados na prevengao de problemas cardiacos,

cancer, diabetes mellitus e osteoporose (ZAM, 2016).
5.2 PROTEINAS DO LEITE

O leite de vaca é constituido de agua, proteinas, gorduras e sais minerais. As
proteinas nele presente sdo divididas em caseina (79,5%), proteinas do soro
(19,3%), proteinas de membrana dos globulos de gordura (1,2%) e proteinas em
menor quantidade (2,4%) (KIMPEL; SCHMITT, 2015; TRAVES, 2015).

As fragdes proteicas presentes na micela de caseina sao 0s1-, Os-, B- € K-
caseinas. A micela possui uma regido central com as fragdes asq- , dso- € B-caseina
ligadas ao fosfato de calcio coloidal. A parte externa da estrutura é constituida pela
K-caseina, responsavel por possibilitar a interagdao da micela com o meio aquoso e
impedir a aglomeracgao entre as proteinas (MOELLER et al., 2017).

As micelas de caseina possuem forma esférica, com didmetro variando de 50
a 600 nm, sendo 120 nm o valor médio e massa molecular de 10% a 10° Da, dos
quais as proteinas representam 94% e os sais minerais 6%. Em cada 1 mL de leite,
encontram-se 10'* a 10"® micelas de caseina (REHAN; AHEMAD; GUPTA, 2019).

As proteinas do soro do leite sdo encontradas na parte restante apos a
coagulacao do leite. Elas representam 19,3% das proteinas do leite, sdo globulares

e divididas em B-lactoglobulinas (35 a 65%), a-lactoglobulinas (12 a 25%), albumina
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do soro (5%), imunoglobulinas (8%) e lactoferrina (1%). As fragdes sao ricas nos
aminoacidos essenciais: leucina, isoleucina, valina e cisteina. Comercialmente, estas
proteinas sdo encontradas nas formas concentrada (29 a 89% de proteina), isolada
(90% de proteina) e hidrolisada (com fragdes proteicas menores para aumentar a
digestibilidade) (PATEL, 2015).

As proteinas do leite podem ser utilizadas como carreadoras de biomoléculas
ativas, porque elas apresentam a capacidade de se ligarem a substancias
hidrofébicas e a outras moléculas polares e ions, propriedade de atividade de
superficie, agregagao, geleificacdo e interagdo com outros polimeros. Estas
propriedades desencadeiam a capacidade das proteinas do leite serem excelentes
liberadores de substancias encapsuladas (KIMPEL; SCHMITT, 2015).

As propriedades fisico-quimicas das proteinas sdo dependentes das suas
estruturas, as quais sao alteradas com modificagdes realizadas no pH, temperatura
e salinidade do meio em que estao inseridas (AGARKOVA et al., 2015; TENG; XU;
WANG, 2015). Uma vez que as micelas de caseina possuem um estrutura micelar
com o cerne hidrofébico e a parede externa hidrofilica, variagdes no pH, temperatura
e salinidade alteram a sua configuracao tridimensional. Este acontecimento pode
desencadear a exposicdo dos grupamentos hidrofébicos e agregacdo das micelas
de caseina (MOELLER et al., 2017). A B-lactoglobulina pertence a superfamilia das
lipocalinas, as quais sao responsaveis por transportar pequenas moléculas
hidrofébicas (FLOWER; NORTH; ATTWOOD, 1993). Ela é formada por uma
estrutura de calice que serve como sitio de conexao com estruturas hidrofobicas.
Além disso, ela também possui outros trés potenciais sitios de ligacdo na sua
estrutura, possibilitando a ligagao tanto com substancias lipofilicas quanto anfifilicas
(SHAFAEI et al., 2017). Este carater anfifilico possibilita a interacdo das proteinas do
leite com moléculas hidrofilicas e hidrofdbicas.

Diante do exposto, para que o encapsulamento ocorra, se faz necessario que
0s grupamentos proteicos sejam expostos para interagdo. Entdo, encontrar um
sistema que leve a esta configuragdo se faz necessario, sendo a variagdo da
temperatura, pH, concentragdo salina, razao proteina/biomolécula e tempo
importantes fatores a serem avaliados (AGARKOVA et al., 2015; TENG; XU; WANG,
2015).
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5.3 ENCAPSULAMENTO

O encapsulamento ocorre quando uma substancia é inserida dentro de uma
macroestrutura, protegendo-a das condigdes do ambiente externo. Estas
substancias podem ser liquidas, solidas ou gasosas e ficam no cerne envolto por
uma membrana ou matriz, os quais sao constituidos pelos agentes encapsulantes
(NORI, 2011; BALASUBRAMANI, 2015; RAJABI, 2015).

5.3.1 Técnicas de encapsulamento

Diversas técnicas sao utilizadas para promover o encapsulamento das BMAs
nas proteinas do leite: automontagem (WANG et al., 2021), liofilizagdo (APRODU et
al., 2019), direcionamento por pH (MOELLER et al., 2017), homogeneizagao
(SANGUANSRI et al.,, 2015), ultrassom (MARTINS STRIEDER et al., 2020;
VICTORIA et al., 2017), spray drying (SANGUANSRI et al., 2015), coaservagio
(NIAZ et al., 2020), hidrogel (HANNA et al., 2020), sonicacdao (NIAZ et al., 2020),
eletrospray (GOMEZ-MASCARAQUE; LOPEZ-RUBIO, 2016), emulsificagéo
(RIKKERT BERENDSEN, CARME GUELL, 2015), layer-by-layer (LAU et al., 2017) e
precipitacdo por anti-solvente (KHAN et al., 2019a).

5.3.2 Agentes encapsulantes adicionais

O encapsulamento depende tanto da técnica utilizada quanto da matriz em
que a BMA sera inserida. Os estudos demonstram que os experimentos sao feitos
variando as proteinas do leite e as combinagdes com outros agentes encapsulantes
diante das técnicas de encapsulamento. Os agentes encapsulantes mais utilizados
em combinacdo com as proteinas do leite sdao: quitosana (HANNA et al., 2020;
WANG et al., 2021), carboximetilquitosana (WANG et al., 2021), alginato de sodio
(NIAZ et al., 2020; WEI et al., 2021; ZHANG et al., 2019), Eudragit L100 (SINGH
CHAUHAN et al., 2021), maltodextrina (AKDENIZ; SUMNU; SAHIN, 2018; PAUL et
al., 2020; SUN et al., 2021; WANG et al., 2019), lactose (BAYSAN et al., 2021),
goma arabica (BAYSAN et al., 2021; ESTEVEZ et al., 2019), fitoglicogénio (CHEN;
XUE; LUO, 2020), pectina (CHEN; XUE; LUO, 2020; WANG et al., 2019), quitosana
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funcionalizada (DU et al., 2020), zein (YAN et al., 2019; ZHANG et al., 2019), kafirin
(KHAN et al., 2019b) e carboximetilcelulose (ESTEVEZ et al., 2019).

5.3.3 Técnicas de identificagcao do encapsulamento

Para comprovar o encapsulamento, diversas metodologias de detecg¢ao tém
sido utilizadas para analisar a ligacao e a interacédo entre as BMAs e as proteinas do
leite. Esta interagdo pode ser covalente ou ndo covalente e as técnicas utilizadas
podem avaliar a interagcdo de forma direta ou indireta. As técnicas comumente
utilizadas sao: distribuicdo do tamanho de particula (AKDENIZ; SUMNU; SAHIN,
2018; MOELLER et al., 2018a), indice de polidispersividade (YAN et al., 2019),
potencial zeta (WANG et al., 2019; WEI et al., 2021; YAN et al., 2019), dicroismo
circular (TANG et al.,, 2020; WEI et al.,, 2021), analise de superficie hidrofébica
(KHAN et al., 2019b; WEI et al., 2021), eletroforese em gel (LI et al., 2021a; TANG et
al., 2020), microscopia eletronica de transmissao criogénica (SINGH CHAUHAN et
al., 2021), microscopia eletrénica de varredura (NIAZ et al., 2020; WEI et al., 2021),
difragao de raio-X (SINGH CHAUHAN et al., 2021; WEI et al., 2021), espalhamento
estatico de luz (WANG et al.,, 2020), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(PURUSHOTHAMAN, B. K.; PALANISAMY, U.; BEGUM, M. S. B., 2020),
ressonancia de Plasmon de superficie (ESTEVEZ et al., 2019), calorimetria
diferencial de varredura (DU et al., 2020; SHAO et al., 2019; WANG et al., 2020) e as
espectroscopias de massa (LI et al., 2021b), infravermelho (SINGH CHAUHAN et al.,
2021; WANG et al.,, 2021; WEI et al.,, 2021), Raman (WANG et al., 2021),
fluorescéncia (CHENG et al., 2020; LI et al., 2021a, 2021b) e UV-vis (AKDENIZ;
SUMNU; SAHIN, 2018; DU et al., 2020; GUO et al., 2020; KHAN et al., 2019b).

5.3.4 Eficiéncia de encapsulagao

Com o intuito de quantificar a eficiéncia do encapsulamento e, com isso,
saber quanto da BMA foi protegido pelo agente encapsulante, as técnicas
recorrentemente utilizadas para auxiliar o calculo sao: Ultra Performance Liquid
Chromatography (WANG et al., 2021), High Performance Liquid Chromatography
(GHATAK; IYYASWAMI, 2019; HU et al., 2020; MOELLER et al., 2018b, 2018a) e
Ultravioleta-visivel (LI et al., 2021b; ZHANG et al., 2019). Além da quantidade de
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extrato e/ou BMA presente no cerne da macroestrutura, a quantificagdo deles na

superficie também pode ser feita (PAUL et al., 2020).

5.3.5 Atividade biolégica

Os efeitos bioldgicos das BMAs precisam ser avaliados para comprovar a sua
atividade no organismo. Estes testes podem ser in vitro, in vivo ou in situ
dependendo da complexidade esperada no estudo. Quando se trata de avaliar a
atividade de forma sistémica, se faz necessario fazer os testes in vivo. Nos quais,
consegue-se compreender a biodisponibilidade das BMAs.

Dentre os artigos levantados, pode-se observar uma lacuna cientifica no
ambito dos estudos em relagdo a eficacia dos produtos encapsulados para o
organismo. Alguns artigos ja demonstram a avaliagcdo de testes in vitro, sendo a
atividade de eliminagdo de radicais livres por ABTS ou DPPH e atividade
antioxidante pelo método de Foulin-Ciocalteu as técnicas mais encontradas nos
artigos (CHEN; XUE; LUO, 2020; GHATAK; IYYASWAMI, 2019; HU et al., 2020; K.
PURUSHOTHAMAN; P; MEERA SHERIFFA, 2020; KHAN et al., 2019b; SUN et al.,
2021; YAN et al.,, 2019). Os testes in vivo sdo um ponto de melhoria para as
pesquisas na area. Observa-se a presenca de testes para avaliar a capacidade da
macroestrutura em proteger a BMA frente o trato gastrointestinal através da
digestao simulada (CHEN; XUE; LUO, 2020; DU et al., 2020; SHAO et al., 2019;
WANG et al., 2020; YAN et al., 2019; ZHANG et al., 2019). O teste de perfusdo em

intestino com volta fechada foi o Unico teste in situ encontrado (GUO et al., 2020).

5.4 APLICAGOES

Sun et al (2021) encapsulou proantocianidinas em conjugado de caseina com
maltodextrina apds reacdo de Maillard para proteger as BMA'’s durante
armazenamento, processo e ambiental do trato gastrointestinal. Eles demonstraram
que a capacidade oxidante foi mantida apds 28 dias de armazenamento e sob
temperaturas de 40 °C a 80 °C. Além disso, os testes in vitro demonstraram que o
encapsulamento aumentou a biodisponibilidade das proantocianidinas, que,

consequentemente, pode ser utilizado como produto nutracéutico (SUN et al., 2021).
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Baysan et al (2021) estudaram a capacidade encapsulante das combinacdes
entre caseinato de sodio, isolado proteico do soro, maltodextrina, lactose, gelatina e
goma arabica sobre o prépolis por spray drying e freeze drying. Os autores
demonstraram que elevadas taxas de encapsulamento foram encontradas em todos
processos (BAYSAN et al., 2021).

O trans-reveratrol tem efeitos biolégicos reconhecidos, porém o seu isbmero
cis-resveratrol ndo possui efeito tdo significativo e a isomerizacdo ocorre pela
incidéncia de luz. A p-caseina pode ser utilizada como estratégia de prevenir este
processo e manter a configuracao do trans-resveratrol durante armazenamento. Este
processo possui o potencial de ser utilizado na protegcdo de outros polifendis
(CHENG et al., 2020)

Os [B-carotenos possuem excelente propriedade antioxidante, porém sao
muito sensiveis a alteragdes de temperatura e pH do meio. Um simples contato com
oxigénio gera a sua degradagao. Para que a sua atividade seja obtida, € importante
lancar mao de meios de protecdo desta substancia, como emulsao 6leo em agua.
Um mecanismo testado para proteger este composto foi o encapsulamento em
nanoparticulas liquidas solidas em que os cristais de acido palmitico recobriram a
superficie do 6leo de milho com B-carotenos estabilizado com isolado proteico do
soro. Este sistema demonstrou ser util na estabilizagao do sistema e no aumento da
estabilidade oxidativa do B-caroteno (MEHRAD et al., 2018).

Outro processo de encapsulamento e secagem, o freeze drying, foi utilizado
para estudar a capacidade encapsulante das proteinas do leite com o extrato de
arroz preto rico em antocianinas. O objetivo deste trabalho foi proteger as
antocianinas da degradacao durante o processo produtivo e fatores externos
(APRODU et al., 2019).

Com o intuito de encapsular acido graxo de o6leo de peixe foram
desenvolvidos dois sistemas encapsulantes: o primeiro era composto de caseinato
de sddio, glicose e xarope de glicose seco e o segundo, caseinato de sodio, glicose
e amido, ambos ajustados a pH 7,5 com tampao. Aos sistemas foram adicionados os
Oleos de peixe seguido de homogeneizacédo de dois ciclos nas pressdes de 35 MPa
e 10 MPa. Na sequéncia, os homogeneizados foram secos por spray drying
(SANGUANSRI et al., 2015). Esta mesma técnica foi utilizada para encapsular éleo

essencial de gengibre nas matrizes de proteina do soro do leite sozinha ou
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adicionada com inulina ou maltodextrina. Além disso, o processo contou com
homogeneizagdo e/ou ultrassom antes da secagem (VICTORIA et al., 2017).

Uma vez que o encapsulamento serve como prote¢cao da BMA, seria possivel
direcionar a liberacdo destes compostos no organismo? Esta pergunta foi testada ao
se fazer o encapsulamento pela técnica lay by leyer, utilizando a albumina sérica
bovina como agente protetor e a B-imunoglobulina e imunoglobulina como camada
de interacdo com a mucosa do intestino delgado, direcionando a liberacdo do acido
taninico. Os autores demonstraram que o sistema de microcapsulas desenvolvido
protege a BMA da digestdo gastrica e direciona a liberagdo no intestino delgado.
Além disso, a utilizagdo de imunoglobulinas favoreceu a ancoragem do sistema ao
epitélio intestinal. Isso demonstra que além de servir como agente encapsulante, a
B-imunoglobulina bovina pode auxiliar na protecao contra a digestdo estomacal (LAU
et al., 2017).

O efeito da BMA é determinado pelo sistema em que o encapsulamento
ocorre. Para entender a condigdo ideal de encapsulamento do [B-caroteno nas
micelas de caseina nativas, foi estudado como as variagbes de pH, temperatura e
tempo influenciam o processo. Concluindo-se que a taxa de encapsulamento ideal
foi no pH 5,5 e temperatura de 2 °C por 5 minutos. Isso demonstra que variagoes
nas condicdbes do processo sao testes importantes para obter o melhor
encapsulamento (MOELLER et al., 2017).

Para BMA’s que possuem hidrofilicidade, o objetivo do encapsulamento deixa
de ser a solubilizagdo e entra em cena a necessidade de proteger as BMA’s de
fatores externos como temperatura, pH e oxidagcdo e/ou mascarar o sabor
indesejado. Para atingir este objetivo, extratos ricos em procianidinas foram
emulsionados em um sistema A;/O/A, com a variagdo da constituicido dos agentes
emulsificantes WPI, WPI-goma arabica, WPI-quitosana e WPI-carboxi-metil-celulose
e secos por spray drying. Os autores demonstraram que apenas as microcapsulas
encapsuladas com WHPI-carboxi-metil-celulose foram capazes de recuperar a
distribuicdo do tamanho de particulas e levantaram a discussao que novos estudos
devem ser feitos para entender o efeito das propriedades interfaciais antes e durante
a secagem, objetivando a melhoria das microcapsulas (RIKKERT BERENDSEN,
CARME GUELL, 2015).

Apesar do spray drying ser uma técnica conhecida como meio de

encapsulamento, substancias volateis nado suportam as temperaturas deste
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processo. Para sanar esta dificuldade, o eletrospray tem sido utilizado como
mecanismo de secagem de emulsdes 6leo em agua (O/A) com moléculas volateis na
fase oleosa que nao suportam o processo de secagem por spray drying. O acido a-
linolénico foi encapsulado por concentrado proteico do soro (WPC) e seco por
eletrospray para proteger a BMA da degradagdo oxidativa ao ser exposto ao
oxigénio, luz e calor. A técnica de eletrospray demonstrou ser uma excelente
alternativa para encapsulagao de acido a-linolénico e os melhores resultados foram
obtidos com proteinas globulares e homogeneizacdo simples na produgdo das
emulsdes (GOMEZ-MASCARAQUE; LOPEZ-RUBIO, 2016).

O ultrassom também pode ser utilizado como técnica de encapsulamento de
biomoléculas com proteinas do leite. O leite ao passar por este processo foi utilizado
como meio extrator de corante azul do Genipa america para produzir corante natural
para industria de alimentos (MARTINS STRIEDER et al., 2020).

Pesquisas também sio feitas para encapsular o extrato da planta. Para
enriquecer o iogurte com beneficios para a saude, foi adicionado 6leo essencial de
Mellissa officinalis encapsulada em isolado proteico do soro e caseinato de sodio.
Sendo mais uma alternativa para levar compostos antioxidantes para prevencao de
doencgas através de alimentos funcionais (KARIMI SANI et al., 2020).

Os artigos demonstraram que existe uma crescente investigacdo das
propriedades relacionadas a biomoléculas ativas. Estas pesquisas se baseiam nas
propriedades que elas geram nos organismos assim como as formas de melhorar a
sua absorgao pelo consumidor. As proteinas do leite demonstram ser uma excelente
oportunidade para aprimorar a utilizagcdo das biomoléculas ativas e o processo de
encapsulamento depende das suas estruturas quimicas, assim como do processo
tecnologico aplicado. Muitos estudos tem sido desenvolvido para entender as
interacdes quimicas e eficacia dos processos. Entretanto, existe uma lacuna de
ensaios biolégicos para demonstrar que os sistemas formados conseguem entregar

a propriedade ao organismo, abrindo oportunidade para novas pesquisas na area.
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6 CONCLUSAO

A necessidade de criar diferenciais tecnologicos tém pressionado os setores
de inovacdo das empresas. As industrias farmacéuticas e alimenticias tém
adentrado no setor de nutracéuticos como meio de aumentarem as suas areas de
atuacao, diversificando os seus portfélios. A instabilidade quimica das biomoléculas
ativas presentes nestes produtos apresenta-se como um desafio tecnolégico no
desenvolvidos de produtos no setor. O presente trabalho demonstrou que as
proteinas do leite tém sido estudadas como agendes encapsulantes capazes de
proteger as biomoléculas ativas, protegendo-as das intemperes ambientes. Os
pesquisadores tém desenvolvido vastamente as caracterizagdes fisicas e quimicas,
entretanto, carecem-se ensaios que comprovem as atividades biolégicas das
estruturas supramoleculares.

O processo de homogeneizagdo € bem conhecido e utilizado na industria
lactea. Esta operacdo unitaria € capas de produzir macroestruturas na escala
nanomeétrica, utilizando-se pressdes de 15/5 e 75/5 MPa (1°/2° estagios), as quais
encontram-se presentes no leite em poé reidratado manufaturados com estas
homogeneizagdo no processo produtivo. Estes resultados demonstram o potencial
desta sequéncia de operagdes unitarias como meio de producdo de sistemas

encapsulantes de biomoléculas ativas para estudos futuros.
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