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Producao de proteina microparticulada hibrida a base de proteina do soro de leite e
proteina de ervilha variando pH e acido durante a fabricagao

Production of hybrid microparticulated protein based on whey protein and pea protein.
varying pH and acid during manufacturing
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Resumo

O processo de microparticulagéo de proteinas do soro do leite (WPC) é uma técnica utilizada em
industrias alimenticias com intengcdo de aumentar o teor de proteina ou reduzir o teor de gordura em
alimentos. Essas proteinas sofrem desnaturagéo e o tamanho de particulas dos agregados formados
é controlado a fim de evitar danos sensoriais ou reolégicos no produto. Foram desenvolvidas proteinas
microparticuladas a base WPC (controle) e de WPC com proteina de ervilha (hibrida) variando o pH
(4,0;5,5€e6,7) e 0 acido (latico e cloridrico) utilizados. O tamanho médio de particulas e a porcentagem
de desnaturagao proteica foram analisados mostrando que o pH é um fator muito mais crucial para a
microparticulagdo que o acido utilizado. Ainda, conclui-se que a microparticulagcdo em pH 5,5 implica
em uma maior taxa de desnaturagdo e uma distribuicdo média de tamanho particulas abaixo de 20
pgm, como desejado.

Palavras-chave: WPC; proteina de ervilha; microparticulagao.
Introducao

A utilizacao de proteinas do soro (WPC) na fabricagado de alimentos vem ganhando destaque nos
ultimos anos, seja para aumentar o teor de proteina ou substituir gordura nos alimentos. Com essa
adicao os produtos podem sofrer modificagdes sensoriais e reoldgicas. A retirada da gordura, por
exemplo, pode acarretar em problemas de textura, estabilidade, sabor e aparéncia dos alimentos. Uma
forma de utilizar essas proteinas envolve a aplicagdo do processo de microparticulagao, visto que as
proteinas microparticuladas estdo desnaturadas, evitando que o produto apresente caracteristicas
indesejadas, como separagdo de fases ou precipitagdo, e garantindo caracteristicas proximas as da
gordura. O tamanho ideal das particulas seria abaixo de 20 ym ja que acima deste valor ja é possivel
sentir uma percepc¢ao arenosa no paladar (CAKIR-FULLER, 2015; TORRES et al., 2011).

Existe uma grande abordagem em torno das proteinas do soro do leite e elas sdo comumente
utilizadas, no entanto, as proteinas vegetais vem ganhando destaque na industria, mas sdo poucos os
trabalhos relatando o processo de microparticulagcido envolvendo proteinas vegetais ou proteinas
hibridas, ou seja, com uma mistura de WPC e proteinas vegetais (CAKIR-FULLER, 2015;
DISSANAYAKE; LIYANAARACHCHI; VASILJEVIC, 2012).

As proteinas microparticuladas sado produzidas a partir da desnaturagdo das proteinas por
tratamento térmico com cisalhamento simultidneo e/ou posterior. Varios fatores sdo essenciais para o
processo de microparticulacido, sendo eles: pH, tipo de tratamento térmico, concentragao proteica e
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salina, e controle da taxa de cisalhamento (SAMPSON; COOKE, 1992; TORO-SIERRA; SCHUMANN;
KULOZIK, 2013).

O objetivo do trabalho foi desenvolver uma metodologia para produgédo de proteinas
microparticuladas a partir de WPC (controle) e WPC com proteina de ervilha (hibrida) fazendo uso de
dois acidos e trés pHs, além de analisar o tamanho das particulas e quantificar as fragdes proteicas a-
lactoalbumina e B-lactoglobulina por HPLC a fim de identificar quais as melhores condi¢des para
producao dos microparticulados.

Material e Métodos

A microparticulacao foi realizada utilizando dois tipos de proteina WPC80% e proteina de ervilha,
sendo o controle apenas WPC80% e a proteina hibrida uma mistura de WPC80% adicionada de
proteina de ervilha (hibrida). Os microparticulados foram produzidos em trés diferentes valores de pH
(4,0; 5,5 e 6,7). O pH foi ajustado com dois diferentes acidos (acido cloridrico e acido latico), e quando
necessario foi utilizado hidroxido de sodio 50% (m.v'). Foram produzidos um total de 12 produtos e
em triplicata (Figura 1).
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Figura 1: Esquema de produgéao de proteinas microparticuladas. Fonte: Elaborado por autores (2023).

A mistura de aproximadamente 10% solidos e 5% proteina contendo WPC80% ou WPC80% com
proteina de ervilha, permeado de soro de leite, agua deionizada e cloreto de calcio foi homogeneizada
sem pressao para garantir uma melhor reconstituicdo do pé. Foi feito o ajuste de pH para 4,0; 5,5 ou
6,7 com acido cloridrico, acido latico ou hidroxido de sodio (se necessario). A solugao foi aquecida até
determinada temperatura, seguido da aplicacdo de uma taxa de cisalhamento. Cessado o tratamento
térmico, aplicou-se um segundo cisalhamento, e ao fim deste, o pH foi ajustado para 5,5.
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Fluxograma 1: Processo de fabricagdo dos microparticulados. Fonte: Elaborado por autores (2023).

A caracterizacdo das amostras foi feita através da determinacdo do tamanho de particulas
(realizada em um analisador de tamanho de particulas por difracao a laser LS 13 320 (Beckman
Coulter), acoplado ao maédulo liquido Aqueous liquid module (Beckman Coulter), e da porcentagem de
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desnaturagéo proteica de a-lactoalbumina (a-lac) e B-lactoglobulina (B-Ig) (em um HPLC Waters
modelo 1525 com detector UV-Vis (PDA) com bomba binaria).

Resultados e Discussao

Para as proteinas microparticuladas controle e hibrida produzidas foram realizadas duas analises,
sendo elas tamanho de particula e quantificagcao de a-lac e B-Ig.

As amostras para analise de tamanho de particula foram coletadas em cada estagio do processo
de microparticulagdo, numeradas de 1 a 6, como apresentado no fluxograma 1. Essa analise tem como
objetivo identificar qual era o tamanho médio da distribuicdo de particulas e a porcentagem delas que
se encontravam abaixo de 20 pm.

Tamanho de particulas — Controle

Inicialmente, foi comparada a influéncia da variagdo do pH na distribuicdo do tamanho de particulas
do produto controle (Figura 2 - Controle), onde foi feita a comparagéao entre o pH e o Dv50 (distribuigéo
média de particulas) em cada etapa da microparticulacéo e entre o pH e o percentual de particulas
com tamanho <20 um, afim de entender a interferéncia pH no tamanho das particulas antes, durante
€ apos o processo de microparticulagao.

Observou-se que para ambos os acidos utilizados, apés o tratamento térmico, o tamanho médio
das particulas aumentou, porém quanto menor o pH, menor também o tamanho das particulas,
indicando que o pH modifica o tamanho dos agregados formados durante o aquecimento, o que pode
estar atrelado a porcentagem de desnaturagado das proteinas durante essa etapa. Com a aplicagédo do
cisalhamento, o tamanho médio reduziu. Ao fim do processo de microparticulacéo, os trés tratamentos
mostraram diferengas estatisticas entre si, e em pH 4,0 foi onde ocorreu menor tamanho médio.

Ao analisar o percentual de particulas com tamanho <20 um, ainda na Figura 1, o tratamento térmico
garantiu aproximadamente 25% das particulas abaixo do valor limite para todos os tratamentos, o que
reforca os dados de tamanho de particulas médio. Ao fim da microparticulagao, o produto em pH 4,0
foi o que apresentou a maior porcentagem de particulas abaixo de <20 pym. Dessa forma, para o
controle analisando apenas o efeito do pH no processo de microparticulacao € possivel afirmar que os
produtos em pH 4,0 foram melhores que os produtos em pH 5,5 e 6,7.

Avaliando agora a interferéncia do tipo de acido usado na microparticulacao, observa-se que a
utilizacédo do acido cloridrico no produto em pH 4,0 resultou em um tamanho de particulas menor que
0 com acido latico. Ja em pH 5,5 foi identificado o efeito contrario, e em pH 6,7 os dois tratamentos
foram considerados iguais estatisticamente. Ao analisar o percentual das particulas com tamanho <20
MM em pH 6,7 ambos os tratamentos foram iguais, ja nos outros dois valores de pH apresentaram
poucas diferencas estatisticas, o que pode indicar que o tipo de acido nao interfere na
microparticulagdo e sim nos agregados.

Tamanho de particulas - Hibrida

Observando a influéncia do pH na distribuicdo do tamanho de particulas do produto hibrido (Figura
2 — Hibrida), foi realizada igualmente ao produto controle, uma comparacao entre o pH e o Dv50 em
todas as etapas da microparticulagao e entre o pH e o percentual de particulas com tamanho <20 ym.

Com o ajuste do pH, o produto em pH 6,7 foi diferente estatisticamente dos demais. Com o
aquecimento dos produtos ocorreu uma diferenca na distribuicdo, onde o tratamento em pH 5,5 ficou
apresentou um maior tamanho, indicando a formagdo de agregados maiores. Apds taxa de
cisalhamento e o ajuste de pH para 5,5, o tamanho médio final das particulas eram préximos entre si
e abaixo dos 20 um, o que resulta em uma microparticulagao efetiva para qualquer dos pHs utilizados.
A respeito da porcentagem de particulas abaixo de 20 ym, os maiores valores eram em pH 4,0 e 5,5.

Passando para o produto feito com acido latico, € possivel observar a mesma correlagcao nas
amostras apds o aquecimento, indicando que o pH auxilia na modulagao dos agregados formados. Ao
fim do processo, os tratamentos nos pH 5,5 e pH 6,7 eram diferentes estatisticamente entre si. Além
disso, € notavel que os tratamentos com maior porcentagem abaixo de 20 ym foram em pH 4,0 e 5,5.
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Para as proteinas hibridas, analisando apenas o efeito do pH no processo de microparticulacao é
possivel afirmar que os produtos em pH 4,0 e 5,5 foram melhores que o produto em pH 6,7.

Avaliando por fim o efeito do acido no processo de microparticulacdo, o percentual de particulas
com tamanho menor que 20 um foi igual no final do processo tanto para ambos os acidos utilizados.

Para o pH 5,5, ocorreu uma diferenga estatistica durante o aquecimento e esse efeito foi percebido
no final da microparticulagéo, além de o acido cloridrico ter gerado particulas menores que o acido
latico, ele também apresentou um percentual de particula <20 um maior.

Por fim, o tratamento em pH 6,7 foi semelhante ao tratamento em pH 5,5, tanto para a distribuicao
média do tamanho de particulas quanto para o percentual de particulas <20 ym. Embora exista uma
diferenca estatistica pela variacao de acido, ambos os produtos ficaram com tamanho médio abaixo
de <20 ym indicando que o acido nao difere no processo de microparticulagao.
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Figura 2: Distribuicao de tamanho de particulas para os produtos controle e hibrido em acido cloridrico
(a e b) e em acido latico em (c e d).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Legenda: amostras — 1 = apds homogeneizagao; 2 = ajuste de pH; 3 = aquecimento; 4 = aquecimento
com cisalhamento; 5 = cisalhamento; 6 = apods ajuste de pH para 5,5.

Quantificagdo a-lac e B-Ig nas amostras microparticuladas produzidas

Para as amostras microparticuladas produzidas foi realizada a quantificacao das duas fragbes das
proteinas do soro do leite antes e apds o processo de microparticulagdo. Com essa quantificagao foi
possivel calcular a porcentagem de desnaturagéo das fragbes proteicas (Tabela 1) com a finalidade
de saber qual combinacao de pH e acido gerou a maior taxa de desnaturagao.

Para as amostras controle, a a-lac nos produtos em pH 4,0 apresentaram uma desnaturacéo de
aproximadamente 62% com acido latico, aproximadamente 76% com acido cloridrico, e para os outros
quatro tratamentos essa porcentagem foi superior a 99% (considerando o limite de quantificagéo). A
B-lg apresentou uma desnaturacao proteica préoxima para todos os tratamentos. Assim, entende-se
que a escolha do melhor método seria em pHs variando de 5,5 e 6,7, independente do acido escolhido.
Porém, vale ressaltar que para a escolha de qual o melhor método de producéo, devem ser levados
em conta os tamanhos de particula obtidos para cada um dos 12 experimentos.

Para o produto hibrido, foram observados os mesmos padrdes ja relatados para as proteinas
comerciais e para o controle produzido, que existe maior concentragéo de B-lg a a-lac e uma reducao
destas apds a microparticulagdo. A taxa de desnaturacao para a a-lac foi de aproximadamente 76%
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para os dois tratamentos em pH 4,0 e para os produtos nos outros pHs foi superior a 99% assim como
no produto controle. Para a B-lg, a taxa de desnaturagao foi proxima para todos os tratamentos. A
escolha do método deve ser feita de forma analoga aos produtos controle, uma vez que os resultados
apresentaram o mesmo padrao.

Tabela 1: Porcentagem de desnaturacao de a-lac e -lg das amostras controle (C) e hibrida (H).

Amostras o-lac-C B-lg-C o-lac - H B-lg - H
pH 4 e acido latico 62,33 +2,23 96,42 + 0,82 76,73 £ 7,69 96,63 + 0,65
pH 5,5 e acido latico >99 95,46 + 1,13 >99 95,92+ 1,04
pH 6,7 e acido latico >99 94,05+2,42 >99 97,00+ 0,71
pH 4 e acido cloridrico 76,73 £ 7,69 96,72 + 0,27 76,55 + 7,54 97,40 £ 0,39
pH 5,5 e acido cloridrico >99 95,21 +0,19 >99 95,86 + 0,51
pH 6,7 e acido cloridrico >99 94 85 + 1,55 >99 97,81 £ 0,05

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
Conclusao

Foram produzidas proteinas microparticuladas apenas com WPC (controle) e WPC com ervilha
(hibrida). Analisando o tamanho de particulas e a porcentagem de desnaturagao de cada um dos
tratamentos é possivel concluir que as melhores condigdes para produgao dos microparticulados é em
pH 5,5 utilizando qualquer um dos dois acidos, uma vez que a desnaturagao proteica € maior que 99%
para as duas fragdes e o tamanho médio de particulas € menor que 20 pm.
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