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RESUMO

SILVA, Fernanda Lopes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto dégélidbdo
processamento na concentracdo do fator de crescimento TGF beta em lacteos
Orientador: Anténio Fernandes de Carvalho. Coorientadores: italo Tuler Perrone e Michele
da Silva Pinto.

Este trabalho teve como objetivos desenvolver um concentrado de proteinas lacteas em po
com alta concentracdo do fator de crescimento [F@FReerificar como o processamento

afeta a concentracdo do TGFbem como analisar a interagdo que ocorre entre 0 TGF-f e

as proteinas presentes no leite. Primeiramente, procedeu-se ao desenvolvimento do
concentrado proteico, empregando técnicas de membrana (microfiltracdo) e dois tipos de
tratamento térmico (pasteurizacao lenta e pasteurizacao rapida), e etapas de concentracao &
vacuo e secagem em spray dryer foram aplicadas. Foi utilizado no processamento leite cru
integral proveniente de duas fontes distintas, sendo o primeiro deles obtido no estabulo da
UFV e o segundo obtido no tanque de refrigeracdo do laticinios escola da UFV. A cada
etapa do processamento foram retiradas amostras para verificar a composicédo centesimal e
quantificar o TGH3 presente. Além disso, analise de calorimetria de titulagdo isotérmica
(ITC) foi empregada para avaliar a interacdo que ocorre entre @ kGls-proteinas do

soro e caseinas. A composicdo centesimal das am@gtodésinas, cinzas, extrato seco,
gordura e lactose) estava dentro do previsto pelos regulamentos técnicos de identidade e
qualidade (IN-62 e RTIQ soro de leite). Os valores encontrados para o teor defTGF-
presente no leite cru estd dentro do descrito na literatura, mas houve diferengca na
concentracdo do TGFnos leites crus empregados, sendo que o leite cru refrigerado (23,60
ng'mL™) apresentou valores maiores em relacdo ao leite cru recém ordenhado (17,43
ng'mL™?), possivelmente pela ativacdo do TGMpela plasmina e enzimas proteoliticas
presentes no leite. O TQFnao é degradado pela pasteurizacgdo, no entanto a pasteurizagao

rapida foi mais eficiente em recuperar esse componente em relacdo a pasteurizagéo lenta,
devido a maior degradacdo dos componentes que ocorrem nesta o que afeta a concentragac
do TGF$. A pasteurizacao afeta a distribuicdo do Tj&kas fragdes de proteinas do soro ¢

caseina, 0 que pode ser observado na reducdo do teor dp2TéFsoro quando foi

aplicado um tratamento térmico. Diferentemente de quando se aplicou a microfiltracéo e o
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TGF2 distribuiuseigualmente entre a caseina e 0 soro. A concentracao por evaporacao a
vacuo apresentou fator de concentragdo menor que 1 na concentracdo AppdEF-
observou-se maior concentracdo dos demais constituintes em relacdo ap. TGF-
Diferentemente da secagem em spray dryer que apresentou um fator de concentracdo maior
que 1, mostrando que TGR- ¢ concentrado em maior quantidade que os demais
constituintes sodlidos das amostras. O uso das técnicas de membrana foi mais eficiente em
concentrar o TGIB2 tanto para o soro quanto para a caseina, quando comparado com as

fragdes obtidas com o uso de tratamento térmico. A caseina micelar em p6 (253,07 ng-mL‘l)

foi o concentrado proteico que obteve maiores valores para a concentracao pib nb&SF-
condicdes estudadas, seguido pelo leite em po (132,60 ng'mL™). TGF2 apresentou forte
correlagdo (0,95) com o teor de proteina presente nas amostras. Na analise de ITC
observou-se que a interacdo do TfEem as proteinas presentes no soro é exotérmica,

além disso, TGIB2 interagiu preferencialmente com as caseinas em relagdo as proteinas do

soro, pois foi observado valores maiores de energia na primeira injegao.
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ABSTRACT

SILVA, Fernanda Lopes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, @& of
processing in the concentration of TGF beta growth factor in milk Adviser: Antonio
Fernandes de Carvalh@Go-advisers: Italo Tuler Perrone and Michele da Silva Pinto.

This study aimed to develop a concentrated milk protein powder enriched witt TGF-
growth factor and verify how processing affects the concentration of flG§well as
analyzing the interaction that occurs between PGdnd the proteins in milk. First, it
proceeded to the development of the protein concentrate using membrane techniques
(microfiltration) and two types of thermal treatment (slow pasteurization and
pasteurization), and vacuum concentration and spray drying step were applied. It was used
in processing raw milk from two distinct sources, the first obtained in the stables of UFV
and the second obtained in the refrigeration tank dairy school UFV. Every step of
processing samples was taken to check the chemical composition and quantify tie TGF-
Also, calorimetric isothermal titration was employed to evaluate the interaction that occurs
between TGH and whey proteins and caseins. The chemical composition of the samples
(protein, ash, dry matter, fat and lactose) was within the expected technical regulations for
identity and quality (IN-62 and RTIQ whey). The values found for TGFeontent present

in the raw milk are described in the literature, but difference was observed i TGF-
concentration in raw milk employed, and the refrigerated raw milk (23.60 ng'mL™") showed

higher values compared to raw milk recently milked (17.43 ng'mL™), possibly by TG
activation by plasmin and proteolytic enzymes present in milk. f@GFaot degraded by
pasteurization, however the pasteurization was more efficient in recovering this component
in relation to slow pasteurization due to higher degradation of this component occurring
which affects the concentration of T@FPasteurization affects the distribution of TGF-3

in the whey proteins and casein fractions which can be observed in the reduction §if TGF-
content in whey when a heat treatment was applied. Differently from when applied to
microfiltration and TGH32 was equally distributed between the casein and whey. The
concentration by vacuum evaporation presented lower ratio to 1 in the concentration of
TGF93, as there was higher concentration of other constituents in relation to the TGF-p.

Differently form the spray drying showed that a ratio greater than 1, showing tha2IrGF-
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is concentrated in greater amounts that the other solid constituents of the sample. The use of
membrane techniques was more effective to concentratefZ&r-both, whey and casein,

as compared with the fractions obtained with the use of heat treatment. The micellar casein
powder (253.07 ng'mL™Y) was the protein concentrate that had higher values for the
concentration of TGIB2 under the conditions studied, followed by milk powder (132.60

ng-mL'l). TGF{32 showed a strong correlation (0.95) with the protein present in the
samples. In ITC analysis showed that the interaction of f@fth the proteins present in

whey is exothermic, furthermore, TGR-preferably interacted with casein in relation to

the whey proteins, it was observed higher energy values in the first injection.
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1. INTRODUCAO GERAL

O leite é objeto de estudo cientifico ha muitos anos e pode ser classificado e definido
guanto a sua funcéo nutricional ao neonatal, quanto a sua complexa estrutura € composi¢ao
quimica, quanto a sua aptiddo ao processamento industrial e quanto aos atributos impostos
pelos érgdos de normatizagéo e fiscalizacao (Sgarbieri, 1996). Os beneficios do consumo
de leite de vaca e seus derivados lacteos pelos humanos estdo associados principalmente ¢
guantidade e biodisponibilidade do célcio, de aminoacidos e de acidos graxos essenciais.
Recentemente muitos estudos enfatizam a importancia das proteinas e dos peptideos
bioativos presentes no leite, bem como mecanismos para a sua utilizagdo na formulacéo de
novos produtos lacteos (Ollikainen & Muuronen, 2013; Tung et al., 2013; Chen, Jheng &
Shyu, 2013; Nagpal et al., 2012; Smithers, 2008).

Os fatores de crescimento presentes no leite tem atraido interesse da comunidade
cientifica como potenciais ingredientes bioativos para a industria de alimentos, podendo ser
explorados na producdo de alimentos funcionais para criangas ou para administracdo em
terapias contra doencas intestinais (Smithers, 2004). O fator de crescimento transformado
beta (TGFB) estimula o crescimento de células, especialmente do tecido conectivo,
participa na formagao de ossos e cartilagens, no controle do sistema imune e na cicatrizagdo
de feridas (Gauthier, Pouliot & Maubois, 2006). Na literatura cientifica estdo associados ao
TGF o controle da inflamacgéo intestinal, como a doenca de Crohn (Oz, Ray, Chen &
McClain, 2004; Fell et al., 2000; Fell et al., 1999; Howarth, 1996).

Os fatores de crescimento T@Feompreendem uma familia de proteinas que
incluem os TGH1, TGF$2 e TGFB3, possuindo a funcdo de regular o desenvolvimento
do tecido mamario (Vries, Casey, Dover, Vanderhaar & Plaut, 2011). A forma predominante
no leite € a TGPB2 (85%), apresentando-apds ativacdo acida, ligado a uma proteina, na
forma de dimeros e com massa molar de 25(kDehaelidou & Steijins, 2006).

Muitas formas de isolamento do T@Ha foram elucidadas, no entanto, pouco se
sabe ainda, sobre mecanismos que possibilitem o isolamento em altas concentragdes desse
fator de crescimento a partir do leite e soro, dificultando assim a obtencdo desses
concentrados proteicos com alto teor de PsIsso porque embora se saiba que ha uma
grande relac&o sobre o historico de tratamento térmico com a quantidade presentggde TGF-

e 0 seu isolamento nas diferentes fragBes de proteinas do leite, pouco se sabe ainda sobre
1



quais sdo as interacdes intra e intermoleculares que regem essas interacoe$ donl GF-
as fracdes de proteinas do leite de acordo com o tipo de tratamento térmico utilizado.

Assim, diante do exposto o objetivo geral deste trabalho foi estudar a melhor forma
de concentrar o TGB-presente no leite e soro e desenvolver um concentrado proteico em
poé com uma concentracdo elevada desse fator de crescimentf. RaFa o melhor
entendimento esse trabalho foi dividido em 2 capitulos, a saber:

Capitulo 1 - Aplicacao de diferentes tecnologias para concentracdo do fator de crescimento
TGF{32 em lacteos.
Capitulo 2 - Efeito do processamento na concentracdo d3ZGF-

No capitulo 1 determinou-se a melhor forma de obter um concentrado proteico com
alta concentracao do fator de crescimento P&Bbtido a partir de leite bovino. Para tanto
se utilizou técnicas de membranas para fracionar o leite em caseina e proteinas do soro;
fabricacdo de queijo; pasteurizacdo do leite; e evaporacdo e secagem por spray dryer para
obter produtos em pd6. Neste capitulo ainda foi apresentado o estudo da interacdo do
TGF$2 com as proteinas do soro e as caseinas utilizando calorimetria de titulacao
isotérmica. No capitulo 2 avaliou-se como os diferentes processamentos mostrados no
capitulo 1 afetaram o fracionamento do TFnas fragcbes de caseina e de proteinas do

soro, assim como no leite em po.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Leite e soro

O leite, produto de secrecéo das glandulas mamarias € um sistema coloidal, formado
por uma fase continua que é constituida por agua, lactose e alguns sais sollveis, e vérias
fases dispersas, que sdo globulos de gordura, micelas de caseinas, proteinas do soro etc
Possui elevado valor nutritivo, sendo o Unico alimento que satisfaz as necessidades
nutricionais e metabdlicas do recém-nascido de cada espécie (Sgarbieri, 1996).

O leite é um alimento complexo que contém &gua (87.B00gg"); carboidratos,
basicamente lactose (4,90100 g%); gorduras (3,8 400 ¢'); proteinas (3,3 400 g%,
principalmente caseina; minerais (0,7209 g') e vitaminas. Segundo o Regulamento de
Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA, 1952),
entende-se por leite, sem outra especificagdo, o produto oriundo da ordenha completa,
ininterrupta, em condi¢des de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas.
Existem varios fatores que afetam a composicéo do leite tais como: espécie, raca, individuo,
idade da vaca, estagio de lactacdo, alimentacao, estacdes do ano, estado de salde da vac:
dentre outros.

O leite bovino é comercializado em sua forma liquida integral ou desengordurado e
pasteurizado ou esterilizado. Essas mesmas formas sdo também comercializadas
desidratadas, como leite em pé.

O soro de leite € um coproduto da industria de laticinios que representa a porcéo
aquosa do leite que se separa em coagulo durante a fabricacdo de queijo ou da caseina,
apresentando-se como um liquido opaco e de cor amarelo-esverdeada (Guimar#@s, Teixe
& Domingues, 2010; Giraldo-Zufiga, 2004).

O soro pode ser obtido por trés processos principais: pelo processo de coagulacao
enzimatica (quimosina), resultando no coagulo de caseinas, matéria-prima para a producao
de queijos e no soro “doce”; por meio de precipitacdo acida no pH isoelétrico (pl),
resultando na caseina isoelétrica, que é transformada em caseinatos e no soro acido; ou por
separacao fisica das micelas de caseina por microfiltracdo, obtendo-se um concentrado de
micelas e as proteinas do soro, na forma de concentrado ou isolado proteico (Sgarbieri,
2004).



Os conhecimentos sobre os mecanismos de acéo fisiologica das proteinas do soro de
leite sdo ainda muito incompletos, particularmente pouco se conhece sobre as funcdes e os
beneficios de inUmeros componentes menores (natureza proteica ou ndo proteica) presentes
Nno soro e recuperados em maior ou menor propor¢cao nos isolados proteicos.

No conjunto, essas substancias tém sido chamadas de fatores de crescimento celular,
incluindo neste grupo, além da lactoferrina, uma série de polipeptidios, incluindo os fatores
de crescimento semelhantes a insulina | e Il (IGF-I e IGF-Il), fatores acidos e ligsicos
estimulo ao crescimento de fibroblastos (aFGF, bFGF), fatores de crescimento
transformador beta (TGFL e TGFB2), além de varios outros (Sgarbieri, 2004).

Fatores de crescimento derivados do leite sdo hoje em dia cada vez mais usados em
produtos relacionados a saude, tais como no tratamento de pele, distirbios e doencas
gastrointestinais. Estes fatores de crescimento podem ser extraidos a partir de leite, colostro

ou soro e diferentes abordagens tecnologicas ja foram desenvolvidas.

2.2. Fator de crescimento transformador beta (TGH)

O leite bovino é uma rica fonte de proteinas. Além dos grandes componentes, ou seja,
proteinas do soro (principalmentdactoalbumina g-lactoglobulina) e as caseinas, o leite
contém também um grande numero de pequenos componentes que tém varios tipos de
atividades biolégicas (Pakkanen & Aalto, 1997). Estes incluem os fatores de crescimento,
dos quais, os mais abundantes no leite bovino e no coléstro §GF-I, TGF$2, alguns
membros do fator de crescimento epidérmico (EGF) e da familia dos fatores de crescimento
fibroblasto béasico (bFGF). A Tabela 1 resume os dados experimentais disponiveis sobre o

contelido desses fatores de crescimento em colostro e leite.



Tabela 1 - Variagdes na concentragdo dos fatores de crescimento reportados pavaecigivstr
bovino.

Concentracao

Fatores de crescimento (ng'mL™?)

Colostro Leite

Fator de crescimento epidérmico (EGF) 4-325 1-150
Fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF- 100-2000 5-100
Fator de crescimento semelhante a insulina Il IGF 150-600  5-100

Fator de crescimento transformador beta 1 (BGF- 10-50 <5
Fator de crescimento transformador beta 2 (B&F- 150-1150 10-70
Fator de crescimento do fibroblasto (FGF) NA <1
Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGI  NA NA

NA: presente, mas ndo ha dados de concentragao disponivel.
FONTE: Gauthier et al. (2006).
Fator de crescimento transformador beta € o nome genérico para uma familia de

polipeptidios com diversos tipos de fun¢des biologicas. A familia do ffT&Eomposta

pelo TGFB1, TGF$2 e TGFB3, sendo que a isoforma T@R-€ a principal presente no

leite bovino e a isoforma TGBE3 ndo é encontrada neste substrato. Os [&GF-
desempenham um papel importante na embriogénese, na reparacao de tecidos, na formagac
de ossos e cartilagem e no controle do sistema de resposta imune. Eles sdo conhecidos por
estimular a proliferacdo de algumas células, especialmente em tecidos conjuntivos,
enquanto agem como inibidores de outras células, tais como linfocitos e células epiteliais
(Massaque, 1990; Pouliot & Gauthier, 2006). Todas as trés isoformas apresentam mais que
97% de homologia na sequéncia de aminoacidos e exibem um elevado grau de atividade
cruzada entre as espécies (Massaque, 1990; Meager, 1991).

A molécula de TGHPB2 é um homodimero constituido por 68 residuos de
aminoacidos com uma massa molecular de 25 kDa, sendo que quatro ligacdes dissulfeto
estabilizam cada monémero e uma ligacdo dissulfeto estabiliza o dimer@1Té&d-tinico
outro membro da familia TGF-encontrado no leite, mas ocorre em concentragdes muito
menores (Ginjala & Pakkanen, 1998; Montoni et al., 2009).



Figura 1- Estrutura do TGB2 baseado no banco de dados de proteinas. Fonte: PDB (2015).

Fatores de crescimento transformador beta sdo secretados a partir de células como
um latente complexo contendo T@Fe seu propeptideo, LAP (peptideo latente associado).
Na maioria das células, o LAP est4 ligado de forma covalente a uma proteina adicional, a
proteina de ligacdo latente do TBRLTBP) por ponte dissulfeto, formando um grande
complexo latente. A ativacdo desse complexo envolve perturbacdo da interacdo nao
covalente entre o LAP e o TGF(Gleizes et al., 1997; Saharinen, Taipale &3K-Oja,
1999). A estrutura cristalina do TG-esta apresenta na Figura 1.

2.2.1. Separacao, isolamento e concentragao

O fracionamento dos fatores de crescimento a partir do leite ou colostro envolve as
diferentes massas molares (MW) e os pontos isoelétrico (pl) dos fatores de crescimento em
relacdo aos demais constituintes do leite, sendo importante a compreensao desses fatore
para que ocorra a separacdo. A Figura 1 ilustra a heterogeneidade dos elementos
constitutivos em termos de MW e pl utilizando dados publicados a partir de Farrell et al.
(2004) e de Gauthier et al. (2006). As MW médias dos fatores de crescimento situa-se entre
6400 g-mol™ (EGF) a 30000 g'mol™ (PDGF). No entanto, estes valores de MW nao levam
em conta a ocorréncia de proteinas de ligacdo, tais como as proteinas de ligaigdadate
TGF{. Desta forma, o uso de técnicas de exclusdo de tamanho para separacdo desses

fatores de crescimento se torna dificil.
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Figura 2 - llustracdo esquematica da distribuicdo por massa molar (MW) eigmeltdrico de
proteinas e os fatores de crescimento presentes no leite. Fonte: Pouliot e Gauthier (2006).

Os valores de pl dos fatores de crescimento presentes no leite estdo em um intervalo
entre 6,5 (IGF-1l) e 9,6 (bFGF e PDGF), exceto para EGF, que tem seu pl @stésS.
valores de pl neutro-alcalino encontrados para os fatores de crescimento sdo uma das suas
caracteristicas mais importantes no que diz respeito a sua extracdo a partir do leite.
Espera-se que os fatores de crescimento sejam separados a partir de proteinas do soro dc
leite, que possuem um pl em torno de 4,8-5,1, o que favorece a separacdo destes fatores de
crescimento a partir do soro (Pouliot & Gauthier, 2006).

Alguns métodos tém sido utilizados @aealizar o fracionamento dos fatores de
crescimento, entre eles a cromatografia de troca catiénica e técnicas de membrana, que
envolvem a microfiltracéo e a ultrafiltracao.

O uso de membranas possibilita a extracdo dos fatores de crescimento a partir do leite,
colostro e soro, no entanto, € importante salientar que tanto o colostro quanto o leite devem
ser submetidos a um tratamento térmico minimo a fim de minimizar as interacdes
proteina-lipideo na superficie do globulo de gordura, de forma que a extracdo seja facilitada
(Pouliot & Gauthier, 2006).

A obtencdo do creme de leite pode ser conseguida por métodos convencionais por
centrifugacdo ou por meio da microfiltracdo (MF) utilizando membrana com poro de 1,4
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um. A remocao de caseina pode ser conseguida por precipitacdo acida, coagula€ao ou M
A separacao dos fatores de crescimento pode ser realizada em colostro deseltgerdur
descaseinado (serocolostrum) ou de soro de leite por meio de cromatografia de troca
catidbnica ou pela combinacdo de microfiltracdo/ultrafiltracdo e diafiltracdo (Pouliot &
Gauthier, 2006).

O primeiro fracionamento utilizando abordagens de cromatografia de troca catidnica
foi relatado para a extracdo de fatores de crescimento de plaquetas banndeitVv
Ejinden- van Raalij, Koorneef & van Zoelen, 1988), neuroblastos de ratod€l Ejinden-
van Raaij et al., 1989), tecido 6sseo (Junker, Lewis & Nelson, 2002) e do uUtero de porco
(Brigstock, Heap Barker & Brown, 1990). A cromatografia de troca catidnica tamimém
utilizada por vérios autores para extrair os fatores de crescimento a partir do colostro
(Tokuyama & Tokuyama, 1993), leite (Cox & Burk, 1989, 199, Lox, Knecht
Raschdorf & Cercetti, 1991; Kivits, Hendricks & Mallee, 2001) e de soro de leite (Ballard,
Francis & Regester, 1999; Belford et al., 2001; Kivits et al., 2001).

Francis, Regester, Webb e Ballard (1995) elaboraram o primeiro processo baseado no
uso de cromatografia de troca catibnica para extrair fatores de crescimento a [gariir de
de leite. Este processo foi ainda aprimorado por Rogg@ddard (1996) e Ballard et al.
(1999). Tipicamente, o soro é primeiro clarificado por MF, utilizando membranas com
poros de 0,1 ou 0,8 um. O soro clarificado € entdo passado através de uma coluna de troca
catidnica. O material adsorvido que consiste em fatores de crescimento, proteinas basicas e
imunoglobulinas é eluida a um pH alcalino. O eluato é em seguida concentrado por
ultrafiltracdo (UR /diafiltracdo (DF) e uma filtracdo estéril final é aplicada antes de
congelar ou secar por atomizagdo. Os chamados extratos dos fatores de crescimento de sorc
de leite (WGFE) contém 5% de proteinas do soro inicial, mas 90% de sua atividade
mitogénica esta presente. No caso do soro de leite, Francis et al. (1995) claramente
demonstraram que as membranas de UM03g:mol® de massa molar de corte ndo
conseguia concentrar com sucesso a atividade mitogénica do soro de leite. Maubois,
Fauquant, Jouan e Borturault (2003) propuseram uma combinagcdo de tratamentos de
acidificacao e calor para precipitar uma fracao rica em FZ&E-partir do soro de leite.

Este material precipitado foi ainda concentrado utilizando uma membrana de MF 0,1 um e
foi caracterizada por um teor predominantedi@ctoaloumina com 15% da proteina inicial
e 70% do TGH2 inicial.
A recuperacdo direta de fatores de crescimento a partir de leite ou colostro por
8



membranas de UF ou MF é dificultada pela presencanizdas de caseina. A principal
abordagem utilizada para separacéo dos fatores de crescimento a partir de colostro tem sido
remover as caseinas por tratamento acido ou coalho (Lefranc-Milot, Canivez & Quinque,
1996). Esta abordagem ainda nao foi aplicada para o leite, mas outros autores (Elfstrand
Lindmark-Mansson, Paulsson, Nyberg & Akesson, 2002; Piot Fauquant, Madec & Maubois,
2004) realizaram a remoc¢ao de caseinas por meio de MF a partir de colostro diluido.
Akbache, Lamiot, Moroni, Turgeon, Gauthier e Pouliot (2009) concentraranfZGF-
a partir de leite bovino e soro usando MF e UF. Em seu processo, soro de leite foi
clarificado por MF e ocorreu subsequente concentragcdo com utilizacdo da UF e DF. Eles
propuseram que a UF do soro de leite pode ser adequada para concentrar os fatores de
crescimento enriquecendo com elevados teores defPGE&-0 concentrado mantinha sua
bioatividade, que foi indicado por ensaio de proliferacdo por linfocitos (Akbache et al.,
2009).

2.2.2. Ativacao

A ativacdo do TGH latente € bem conhecida in vitro. Métodos de ativacdo de
formas latentes do TGF4incluem a exposicdo a pH acido ou béasico, tratamento térmico e
o uso de agentes desnaturantes, como uma sdugabL™ de ureia (Brown, Wakefig
Levinson & Sporn, 1990; Lawrence, Pircher & Jullien, 1985). A ativacdo por protedlise é
também possivel, a protedlise mediada por plasmina € o mecanismo mais conhecido (Lyons
Purchio & Moses, 1990). A maioria do TGFesta em sua forma latente, e € necessario que
a forma latente seja convertida para a forma ativa in vivo para exercer o seu efeito biolégico
(Lyons et al., 1990).

O leite pode ser submetido a diferentes tipos de tratamentos térmicos dependendo das
normas de higiene dos produtos em que é utilizado. O efeito dos tratamentos térmicos nos
fatores de crescimento no leite bovino ainda n&o foi estudado sistematicamente, embora
muitas observacdes individuais tenham sido relatadas. Ginjala e Pakkanen (1998)
constataram que a pasteurizacdo nao afeta ospEGRk-mesma observagéo foi feita por
Elfstrand et al. (2002). Lawrence et al. (1985) relataram que o fT@Fpartir de
fibroblastos de embrido de galinha foi resistente a um tratamento térmico a 121 °C durante
3 minutos, em um meio de cultura isento de soro. Roggers et al. (1996) também estudaram
a estabilidade do TGB2 e descobriram que o fator de crescimento era estavel apds fervura
numa solucao tampao durante 2 minutos. Ozawa, Miyata, Ando, Ouyang e Ohba (2009)



estudaram leite bovino comercial e observaram que o leite continha de Q8E30de
TGF{2, sendo que cerca de metade dessa quantidade estava na forma ativa e propuseram
gue o0 motivo para a ativacao foi a pasteurizacao.

As variacoes foram observadas em varios estudos ndo somente em relacéo ao efeito
da pasteurizacdo, como também sobre a distribuicdo dg3&aEe o leite e o soro de leite,

0 que levanta hipétese de que esta molécula pode interagir com as micelas de caseina
durante a pasteurizacao do leite.

Sabe-se que o leite aquecido a temperaturas acima de 70 °C desnhatura as proteinas dc
soro de leite e induz a sua interacdo com as micelas de caseina (Vasbinder, Algng &
Kruif, 2003). E tem sido demonstrado que a reatividade do grupo tiol livre da Cys-121 da
B-lactoglobulina aumenta devido ao seu desdobramento, e que esta promove as interagdes
intra e intermoleculares por meio de interacdes SH/@%a(San der Plancken, Claevs &
Hendrickx, 2005).

Ye, Singh, Taylor e Anema (2004) forneceram evidéncias de interagbes entre a
B-lactoglobulina, a-lactoalbumina e a membrana dos glébulos de gordura do deite
temperaturas inferiores (60-65 °C) aquelas necessarias para desnaturar a proteina do soro dc
leite. Interagdes induzidas pelo calor podem envolver o f,Gifa vez que esta molécula
tem um carater hidrofébico forte, o que favorece a sua polimerizacdo e a interacdo nao
especifica com outras proteinas. TEFtambém contém um grupo tiol livre na Cis-77
(Daopin, Piez, Ogawa & Davis, 1992) o que favorece interagfes @alactoglobulina, e,
também com ai-lactoalbumina, micelas de caseina e os componentes da membrana do
glébulo de gordura do leite. Portanto, é provavel que o FZE- distribuido entre a
superficie do globulo de gordura, as micelas de caseina e as proteinas do soro de leite, e que
esta distribuicédo é fortemente dependente dos tratamentos térmicos dados ao leite (Akbache
et al., 2011).

Ollikainen (2011) demostrou que o leite aquecido a 65 °C ou o leite cru apresentam
concentracdo maior de TQ¥- na fracdo das proteinas do soro, enquanto que ao
aumentarmos essa temperatura para acima de 65 °C essa maior concentraca@ale TGF-
esta presente na fracdo das caseinas, no entanto, quando se aplica a temperatura de 135 °C
concentracdo presente de T@Freduz significativamente, mostrando que o TB2Rao é
muito estavel em temperaturas maiores, como ped®tar nos dados da Figura 2. Esse
autor ainda mostrou (Figura 2) a influéncia do tratamento térmico conjuntamente com o pH
na ativacdo do TGB2, sendo que quanto maior a temperatura aplicada maior é a
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guantidade de TGB2 ativada presente, sendo maior ainda quando o pH utilizado € acido.
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Figura 3 - Distribuicdo da concentragéo total e ativada do fiZ5ka fracdo de caseina acida (a),
fracdo de caseina ultracentrifugada (b), fracéo de soro &cido (c) e fragéo de soro uliigedmiid)
apos tratamentos térmicos. Barras pretas mostram a concentracdo @@ €Q¥arras cinzas a
concentracdo de TG ativado. Fonte: Ollikainen (2011).

Presume-se que ocorra a ativacdo da forma latente quando exposto ao baixo pH do
estdbmago. Nakamura et al. (2009) observaram que a forma latente dead@faistrado
por via oral era ativada pelo &cido gastrico em ratos e eles sugeriram que isto poderia
também ser o caso no leite humano in vivo. Ozawa et al. (2009) mostraram que as amostras
de leite bovino comerciais que continham o TGRtivo em imunoensaios, também
mantinham sua atividade biologica, que era fornecer protecdo contra a inflamacdo em
camundongos. Donnet-Hudges, Duc, Serrant, Vidal e Schiffrin (2000) discutiram a funcéo
do fator de crescimento transformador beta na saude e na doenga, especialmente como um
tratamento para a doenca de Crohn. Diversos autores apontam que os fatores de
crescimento podem ndo resistir ao processamento tecnolégico, como, por exemplo, em
férmulas infantis. Devido a isso, 0s recém-nascidos podem né&o obter todos os beneficios

dessas formulas.

2.2.3. Quantificacéo
A quantificacdo desses fatores de crescimento presentes no leite envolvem alguns
métodos entre os quais, poskecitar: teste de ELISA (do inglés “Enzyme Linked

ImmunonoSorbent Assay”), teste de RIA (Radioimunuoensaio) e os bioensaios, sendo que a
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concentracdo de TG2 aparentemente varia de acordo com o método utilizado (Meager,
1991, Pakkanen, 1998aW Waarde, ¥n Assen, Kampinga, Konings & Vujaskovic, 1997).
O bioensaio fornece, geralmente, concentracfes mais baixas do que os métodos
imunoquimicos. Pakkanen (1998) concluiu que utilizando o teste ELISA é possivel obter
concentracdes que sdo cerca de oito vezes mais elevadas do que aqueles medidos potr
bioensaios. O ensaio de células epiteliais de pulméo de vison é um bioensaio comum para
TGF{32 (Abe et al., 1994).

Roggers et al. (1996) estudaram a concentracdo e estabilidade db eiGleite e
soro bovino pasteurizado usando ensaios bioldgicos e as concentracdes relatadas foram de
43¢0,8ngmlte3,7¢0,7ngml?, no leite e no soro de leite, respectivamente.

A vantagem do método de ELISA sobre os bioensaios e ensaios com radio receptores
€ que distingue entre os diferentes subtipos de I &permite sua quantificacdo separada
(Magro, 1991).

2.3. Andlises térmicas

Os protocolos calorimétricos possuem uma importante relevancia para a maioria dos
processos que envolvem a conservacdo de alimentos visto que muitos dos métodos de
processamento empregados envolvem tratamento térmico (aquecimento, resfriamento e
congelamento). As caracterizagfes térmicas dos sistemas alimentares e seus componentes
conduzem a dados que podem ser diretamente relacionados com o0s protocolos de
processamento (Kaletung, 2009). Dentre as analises térmicas, as técnicas de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) e a calorimetria de titulacao isotérmica (ITC) sdo as mais
empregadas.

A calorimetria de titulacdo isotérmica permite obter, em um Unico experimento,
parametros termodinamicos como Energia Livre de Gibbs, Entalpia e Entropia para a
interacdo entre um ligante e seu receptor, sendo possivel, ainda determinar a estequiometria
do sistema formado. Isso porque o ITC utiliza uma sonda para 0s processos de
complexacao fornecendo uma medida direta do fluxo de calor envolvido na reacdo. Uma
vez que qualquer processo reacional envolve a quebra e formacdo de interacdes
intermoleculares e que a estes fendmenos iasseama variacédo no fluxo de calor, logo o
ITC se torna uma importante ferramenta para o estudo deste tipo de reacdo em solucdo
(Turnbull & Daranas, 2003). Esta técnica tem sido amplamente utilizada para sistemas
biolégicos que envolvem interagBes entre proteinas-ligantes (Yuksel, Avci & Erdem, 2010)
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proteinas-acidos nucléicos (Rafols, Zarza & Bosch, 2014) e proteina-proteina (Pierce,
Raman & Nall, 1999); e pode auxiliar no entendimento do tipo de interagcdes que ocorrem
entre as diferentes fracbes de proteinas presentes no leite e a molécula@ TGF-

O calorimetro é composto, basicamente, de uma célula de referéncia e uma célula de
amostra. Pequenas aliquotas do composto de interesse sao injetadas através de ama sering
a célula de amostra, medindo-se a energia liberada ou absorvida em fungdo do tempo
(Heerklotz & Seelig, 2000). Cada medida de fluxo de energia gera um pico que representa a
energia associada a injecdo de um volume da solucdo da seringa na solucdo presente na
célula de amostra. A medida que a solucdo presente na célula de amostra vai atingindo a
saturacdo, o sinal de energia vai diminuindo até atingir a saturagdo completa. No momento
antes do inicio da titulacdo, as células da referéncia e da amostra permanecesmaa me
temperatura. Durante as titulacdes, a célula de referéncia é mantida na temperatura inicial
do experimento. Quando uma injecdo € realizada, ocorre uma variacdo de temperatura da
célula de amostra e, consequentemente, ha um fornecimento ou uma remoc¢ao decenergia
sistema no sentido de reestabelecer o equilibrio térmico entre as células (De Freitas, 2009).

A partir da curva obtida € possivel determinar a variacaaHldem unidade de
Joules por mol do componente) resultando do processo de mistura a ser estudado. A partir
dessa informacgéo chega-se aos outros parametros termodinamicos desejados no estudo en
questéao, tais como a constante de ligacap é&variacdo da entropida$) e a variacao da
energia de GibbsAG) (Gomes 2009). Por meio dos dados coletadasi @ calculado

usando a conhecida relacéo descrita pela Equacéo 1.
AG = —=RTInkK, (1)

OAS é calculado usando a Equacéo 2.
T
AS = [*(Cy/T)dT (2)

Quando ha variacdo de temperatura no sistema estudado, a capacidade calorifica
(ACp) pode ser calculada a partir das entalpias de liga¢&g utilizando a Equacgéo 3
(Aberkane et al., 2012).

_ d{AHy)
AC, === (3)

A andlise de titulacdo isotérmica é muito utilizada para avaliar a interacaalessre
moléculas (Al-Kaddha et al.,, 2010). Além disso, € uma valiosa ferramenta para o

entendimento das for¢cas que estabilizam as conformacfes de dobramento das proteinas
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(Pierce, Raman & Nall, 1999).

A partir dos dados coletados e analisados € possivel determinar qual o tipo de
mudanca entalpica ou entropica € predominante no tipo de interacdo estudada
(TGF{32-caseina ou TGB2-proteina do soro), podendo dessa forma, ajudar no

entendimento de quais fatores influenciam nessas interacoes.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Estudar o efeito do processamento na concentracdo do fator de crescimerfio TGF-

em lacteos.

4.2. Objetivos especificos

e Aplicar as técnicas de membrana para a concentracdo d@ BGartir do
leite e do soro;

e Quantificar o TGH em todas as etapas tecnolédgicas visando determinar as
taxas de rendimento industrial e de perda deste constituinte por meio de um teste
imunoenzimatico;

e Determinar a composi¢ao dos pés obtidos;

e Estudar as interacdes que envolvem a molécula defiT€&in as fracbes de

proteinas presentes no leite.
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Capitulo 1 - Aplicacéo de diferentes tecnologias para concentracdo do

fator de crescimentoTGF-p2 em lacteos

RESUMO

Neste trabalho foi avaliadamelhor forma de obter um concentrado proteico com
alta concentracdo de TGE-a partir do leite, empregando tratamento térmico (TT) ou as
técnicas de membrana. Além de estudar as interagcbes que ocorrem entre o TGF e as
proteinas do leite com a utilizacdo de ITC. O leite refrigerado apresentou maior teor de
TGFB2 que o leite cru recém-ordenhado, devido a ativacao pela plasmina. A pasteurizacdo
lenta foi menos eficiente em recuperar TFgue a pasteurizacao rapida, devido a maior
desnaturacado das proteinas do soro. O uso das técnicas de membrana foi mais eficiente em
concentrar o TGIB2 tanto para o soro quanto para a caseina, quando comparado com as
fracOes obtidas com o uso de TT. A utilizacdo de membranas e separacéeirnia fca a
mais eficiente em concentrar TBE-a partir de leite. A a-caseina possivelmente é a

proteina associada ao TGE-

Palavras-chave: fator de crescimento, concentrado proteico, leite bovino, tratamento

térmico, técnicas de membrana.

1. INTRODUCAO

O fator de crescimento transformador beta (PpRaz parte de uma familia de
fatores de crescimento multifuncional que atua na diferenciacéo e na fase de proliferagéo da
maioria dos tipos de células (Massaque, 1990). Trés isoformas dp (T&HF-p1, TGF-p2
e TGF$3) sdo conhecidas em seres humanos, mas o TGF-f2 ¢ a forma mais abundante no
colostro e leite bovinos, sendo um dos mais abundantes fatores de crescimento em leite
(Cox & Burk, 1991; Jin, Cox, Knecht, Raschdorf & Cerletii, 1991).

A forma ativa é um homodimero com massa molecular de aproximadamente 25
kg'mol™. Cada subunidade consiste de 112 aminoacidos (Daopin, Piez, Ogawa & Davies,

1992). A molécula consiste em duas cadeias polipeptidicas. Cada cadeia polipeptidica tem

24



nove cisteinas ligadas por ligacfes dissulfeto, que séo invariaveis entre as isoformas. Essa
forma conservada na sequéncia do Tdagere um papel importante na sua estrutura e
funcao (Gauthier, Pouliot & Maubois, 2006).

Roggers e Goddard (1996) demonstraram que [ Glerivado do leite existe
predominantemente como um pequeno complexo latente. E para ser biologicamente ativo é
necessaria sua dissociacdo do complexo do peptideo latente associado (LAP). O mecanismo
de ativacdo in vivo ndo é claro, mas pode envolver o contato direto célula-célula el@ acdo
proteases (principalmente a plasmina). Os métodos de ativacdo da forma latente in vitro
incluem pH é&cido (pH 2) ou basico (pH 11), tratamento térmico (por exemplo, ebulicdo por
2 s) e diferentes agentes caotrdpicos (entre eles, solugcdo de ureia 8M). Em muitos
procedimentos de purificagdo uma ou mais dessas condi¢des listadas sdo usadas, e dess:
forma, TGFB purificado é frequentemente obtido em seu estado ativo (Saharinen,
Hyytiainen, Taipale & Keski-Oja, 1999).

A funcao fisiolégica de TGB2 em leite ¢ desconhecida mas pode ser um mediador
da imunidade das mucosas ou da diferenciacdo do tecido epitelial do intestino de
recém-nascidos. TGPs sdo reconhecidos por estimular a proliferagdo de algumas células,
especialmente no tecido conjuntivo, além de agirem como inibidores de algumas outras
células, tais como linfocitos e células epiteliais. TE#esempenha um papel importante
na embriogénese, reparacao de tecidos, formacdo de ossos e cartilagens e no controle do
sistema imunologico (Gauthier et al., 2006).

O TGF{2 tem carater hidrofobico forte e desta forma ¢ uma molécula susceptivel a

interacdes induzidas pelo calor, assim como a polimerizacdo e a interacdo nao especifica
com outras proteinas. TGR-também contém um grupo tiol livre em Cys-77 (Daopin, Piez,
Ogawa & Davies, 1992), o que permite interagées p-lactoglobulina, e, possivelmente
também conmu-lactoalbumina, micelas de caseina e componentes do globulo de gordura.
Dessa forma, € provavel que o TGFesta distribuido entre a superficie dos glébulos de
gordura, as micelas de caseina e a as proteinas do soro de leite, e que esta distribuicao €
fortemente dependente da histéria térmica do leite (Akbache et al., 2011).

Akbache, Larnot, Moroni, Turgeon, Gauthier e Pouliot (2009) concentraram FZF-

a partir de leite bovino e soro de leite utilizando microfiltracdo (MF) e ultrafiltracao (UF).
Em seu processo, o soro de leite foi clarificado por MF e a concentracdo subsequente foi
realizada por UF e diafiltracdo. Eles propuseram que a ultrafiltracdo do soro de queijo pode
ser adequada para aumentar a concentracdo dopJ.Gd-além disso o concentrado
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produzido preserva a bioatividade do TGF, o que foi mostrado por meio de ensaio de
proliferacé@o de linfécitos (Akbache et al., 2009). Nao ha estudos que utilizam evaporador a
vacuo para concentrar fatores de crescimento e nem a secagem em spray dryemntamo for
de concentrar e armazenar o T@@Feoncentrado a partir de leite ou soro de leite.

A utilizacdo das técnicas de microfiltragdo ou aquecimento, conjuntamente com
evaporacao a vacuo e secagem por spray dryer, permite a fabricacdo de concentrados
proteicos de soro e de leite em pd, que sdo produtos com elevado valor de mercado. Estes
podem ser empregados como ingredientes nobres nas industrias de aditivos e ingredientes,
nas industrias de alimentos e na elaboracdo de dietas nutricionalmente elaboradas para
pessoas com necessidades especiais em nutrientes.

Vérias sdo as propostas para utilizacdo destes fatores de crescimento encontrados no
leite, em aplicacdes relacionadas a saude, porém o numero de produtos reais ho mercado
ainda é limitado. Fatores de crescimento de leite tém sido utilizado para desenvolver
composicoes terapéuticas para a cura de feridas (Ballard et al., 1999; Rayner et)a., 2000
para tratamento de perturbagbes gastrointestinais (Huggett, Hughes & Schiffin, 1993;
Johnson & Playford, 1998; Playford, MacDonald & Johnson, 2000).

Diante do exposto o objetivo desse estudo foi avaliar a melhor forma de concentrar
TGF2 a partir do leite, utilizando microfiltragdo ou pasteurizagdo e produgdo de queijo,
para o fracionamento das proteinas do leite. As etapas de evaporacao a vacuo e secagem po
spray dryer foram acrescidas, de forma a obter um concentrado proteico com maior
concentracdo desse fator de crescimento. Além disso, objstaualiar as interacfes que
ocorrem entre o TGF e as proteinas do soro utilizando a técnica de calorimetria de titulacéo

isotérmica.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Leite e Derivados do Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vicosa (UFV) - MG. A analise de
calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) foi realizada no Laboratério de Enzimologia e
Fisico Quimica de Proteinas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) - MG.
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2.1. Preparo das amostras

A Figura 1 mostra as etapas que foram utilizadas para a concentracéo @0 4 GF-
partir do leite cru integral. Sendo que no fluxograma a esquerda partiu-se de um leite cru
recém ordenhado obtido da fazenda da UFV, e empregou-se a utilizacdo das técnicas de
membranas, sem a utilizacdo de um tratamento térmico; no fluxograma a direita partiu-se
de um leite cru refrigerado obtido no laticinio escola, e utiledtratamento térmico
(pasteurizacdo). A cada etapa foi retirada uma amostra para posteriores analises, sendo
mantidas congeladas (-20 + 2 °C) até o momento da analise. Os pos foram embalados a
vacuo e mantidos sobre o abrigo da luz. Os experimentos foram realeadtgs
repeticoes.

| Leite cru |

—
| Centrifugagdo |
[ -
X N Pasteurizagdo
| Microfiltragdo 1,4 pm |

|
| Microﬁltracl;io 0,1 pm | Produgio de queijo
[ |
| Soro ideal | | Caseina micelar | =
I | Queijo

Concentragao/ |
cristalizagdo

s ] [ ]
| Soro ideal em po | | Caseina micelar em po |

w2
1 O
2
E|

Diafiltragdo | Concentragéo/

T Concentragdo
| cristalizagdo

Figura 1 - Concentragdo do T@R-a partir do leite cru integral, com a utilizacdo de técnicas de
membrana (esquerda) ou tratamento térmico (direita).

2.2. Utilizacdo das técnicas de membrana

O leite cru foi coletado no estdbulo da UFV, em seguida, passou por centrifugacao
3625 x g na temperatura em que chegou do estabulo para obtencdo de leite desnatado a 0,1
g:100g de gordura. Apos a retirada da gordura, o leite desnatado foi encaminhado para a
microfiltracéo.

A microfiltracdo foi realizada em equipamento do Departamento de Tecnologia de
Alimentos da UFV, construido pela empresa TetraCPRkocessing, Franca. Foi realizada
uma filtragdo tangencial através de membranas de ceramica tubular “Membralox®” com
poros de tamanho de 14n para remocéo de gordura e dos micro-organismos gnd,1

para obtencao do soro ideal. A filtragc&o foi feita com velocidade de permeacéo d&'7,2 m
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sistema com &rea total de membrana 0,24 com pressao transmembrana de 0,5 bar. Para
obtencéo do soro ideal utilizou-se o permeado da microfiltracdo em membrana com poros
de 0,1 um e um fator de concentragdo de 3x. Em seguida, o soro ideal foi transferido para
um evaporador a vacuo (Modelo 70049 - Treu®, Brasil) até concentracdo de sélidos
soltveis em 55 °Brix. Foi realizada ainda a cristalizacdo em tacho aberto de camisa dupla
(Inoxul®, Brasil) com resfriamento até 30 °C, até atingir taxa de cristalizacdo préxima a
70%. Logo apds foi realizada secagem em spray dryer (Production Minor, GEA-NIRO,
Alemanha.

O retentado da microfiltracdo em membrana de 0,1 um é a caseina que foi submetida
a didlise, com agua destilada pasteurizada, até obtencdo de uma concentracdo de solidos
soluveis de 0,0 °Brix, medido em refratdmetro digital Biobrix®, modelo 2WAJ-D. Em

seguida, foi realizada a secagem em spray dryer (Production GEA-NIRO, Algmanha

2.3. Utilizacao de tratamento térmco

O leite cru integral foi coletado no laticinios escola para a pasteurizacao do leite e
producado de queijo. Este leite foi mantido refrigerado por pelo menos 48 horas, 0 que esta

de acordo com a norma estabelecida pela Instru¢do Normativa n°® 62 (BRASIL, 2011).

2.3.1. Pasteurizacao do leite

O leite cru foi pasteurizado a 72 °C por 15 segundos em pasteurizador de placas
(Fischer Term, Brasil). O leite pasteurizado foi concentrado em evaporador a vacuo de
anico efeito até concentracdo de solidos sollveis a 42 °Brix medidos em refratdbmetro
digital (Biobrix®, modelo 2WAJ-D, Brasil). O leite concentrado foi seco em spray dryer
semi-industrial de Udnico estagio, com atomizador de disco da marca Production
GEA-NIRO.

2.3.2. Produgéao de queijo

O leite cru foi pasteurizado a 65 £ 1 °C por 30 minutos em tanque de queijo de
camisa dupla (Biasinox, Brasil), em seguida foi resfriado para 36 °C e ocorreu a adi¢céo de
0,02 g-100g de acido latico (Macal¢, Brasil), 0,04 g-100g de cloreto de calcio (Macalé,
Brasil) e 0,0% g'100g de coalho (Clerici, Brasil). Logo apds a formacdo da coalhada
realizou-se o corte da massa e retirada do soro. A massa foi adicionada de cloreto de sodio
(2 g'100g) para producao de queijo Minas Frescal.

O soro obtido a partir da fabricacdo do queijo foi evaporado em evaporador a vacuo
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até concentracao de solidos soluveis a 55 °Brix medidos em refratdmetro(Bighak®,
modelo 2WAJ-D, Brasil). O soro concentrado foi cristalizado em tacho aberto de camisa
dupla com resfriamento até 30 °C até obter cristalizacdo de 70%. O soro concentrado foi

seco em spray dryer com atomizador de disco da marca GEA-NIRO.

2.4. Quantificacao do TGF beta

A quantificagdo de TGPB2 foi determinada por meio de kit de ensaio
imunoenzimatico ELISA (Quantikine, R Systems, Inc., USA). Outros reagentes
utilizados foram NR2-Hydroxyethyl)piperazineN’-(2-ethanesulfonic acid) (HEPES) -
acido livre (Sigma, USA), HCI e NaOH (\Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). As amostras
liguidas foram diluidas em Calibrator diluent, presente no kit, ap6s ativacao &cida do
TGF{32 latente para a forma imunorreativa, e as analises foram realizadas segundo a
metodologia proposta pelo fabricante do kit. As amostras em po6 foram diluidas na
proporgdo de 1:4 para as amostra de soro, soro ideal e leite e 1:6 para a caseirsgaApos e
diluicdo seguiu-se 0 mesmo protocolo descrito para as amostras liquidas. A leitura foi
realizada em absorbancia de 450 nm em espectrofotdbmetro com leitor de placa (Multiskan

GO - Thermo Scientific, USA). A andlise foi realizada em duplicata.

2.5. Calorimetria de titulac&o isotérmica

Para estudar as interagdes que ocorrem entre opI@&-as proteinas do soro e
caseinas foi utilizada a analise de calorimetria de titulacdo isotérmica em equipamento
VP-ITC (Microcal GE Inc, EUA). Foi injetado sequencialmente 25 aliquotas de 5 pL da
solucdo de TGIB2, na concentracdo de 26 nM, em 2,0 mL da solucédo das fracbes de
proteinas do leite (proteinas do soro ou caseina) em concentracdes de 0,26 mM, contida na
célula de titulagédo. As solugBes foram diluidas em tampéo fosfato de 50 mM em pH 6,8.

Cada injecao teve uma duracdo de 6 s e um intervalo de 150 s entre as sucessivas
injecdes. A temperatura da solucdo da célula de titulagéo foi 25 °C e a solugéo foi agitada a
310 rpm em todos 0s experimentos para assegurar a homogeneizagao do sistema durante a
titulagcdes. As medidasedlTC foram conduzidas em duplicata e os resultados foram
reportados como a meédia das titulacdes. O calor de diluicdo da titulagdo do branco com
TGB-f2 e a solucdo tampéo foram subtraida dos dados brutos. O software Microcal

ORIGIN 7.0 ® do ITC foi utilizado para o tratamento dos dados coletados.
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2.6. Andlise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada usando o teste de analise de variancia
(ANOVA) e o teste de Tukey. As analises foram realizadas usando Excel software (Excel
versao 2010, Microsoft, Redmond, Washington, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSO

3.1. Quantificagdo do TGFp2

A Tabela 1 mostra os resultados encontrados para a quantificacdo d2 TaB-
amostras. Nessa tabela também € possivel ver a taxa de requderagéponente, que foi
calculada pela Equacdo 1. Na tabela letras iguais ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 1 - Concentracdo do TEE-nas amostras, de acordo com a aplicacdo do tratamento térmico

ou ndo e taxa de recuperagdo de componente (Tr) dopfZGHn cada uma das etapas do
processamentm = 3).

Uso de membrana

Concentracio .

Amosta ot (ng‘f wy OO
LC2 17430+ 0,08 100,0°
LEM 17.889 = 0,15 4 118.4°¢
CAS 20,241 = 0,40 654.4°
CMP 253,071+ 64,55 9239°*
SRI 8.637+1,35¢ 316°
CsI 0.899 + 1,65 ¢ 55°
SIP 1,005 =004 ¢ 3.7°

Uso de tratamento térmico

1C1 23,602 = 0,70 ¢ 100,0°¢
LEP 23.172 = 1,05 973°
CLE 29,627 = 0,09 4 1322°¢
LPO 132,603 =0,07° 5933 °
SOR 5.743 1,554 22.7°¢
CsO 21,711+ 0,23 904 °
SPO 63.769 = 1,06 ° 256.6°
LPL 18.827 2,78« 88.3°
QUE 8.376+ 428 ¢ 304°

Onde: LC1 - leite cru laticinios escola; LC2 - leite cru estabulo; LERe-pasteurizado (72 °C/15
s); LPL - leite pasteurizado (65 °C/30 minutos); SOR - soro; S&ire ideal; LEM - leite
microfiltrado; CAS - caseina; CLE - concentrado leite; CSO - concentrado €lre,cGncentrado
soro ideal; LPO - leite em p6; SPO - soro em po; SIP - soro ideal em pé; €déina micelar em
po; QUE - queijo. Letras iguais ndo diferem significativamente entre si peladeedigkey (p <
0,05).
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Ir= (E}:Im
Co Equacéo (1)

Os valores de TGB2 encontrados no leite cru estdo dentro dos valores descritos por
Pouliot e Gauthier (2006), que descrevem que em leite cru se encontra uma concentracéo de
10 a 70 ng'mL™ de TGFp2. Valores semelhantes s&o descritos por Gauthier et al. (2006)
que mostraramue um leite cru ap6s 3 dias de lactagdo possui 13 a 71 ng'-mL™ de TGFB2,
enquanto que um leite apds 51 a 80 horas de lactagdo apresenta 66 ng'mL™ desse fator de
crescimento. E possivel observar valores distintos da concentracdo dg2 TdbFleite
recdm ordenhado, obtido no estabulo da UFV, e do leite cru refrigerado coletado no tanque

de refrigeracao do laticinios.

Essa diferenca se deve a atuacdo de enzimas proteoliticas, dentre elas a plasmina,
uma enzima endégena termoestavel presente no leite. Na literatura a plasmina é descrita por
atuar, principalmente, sobre as caseinas, degradando a B, as; € asy € € responsavel por cerca
de 90% da protedlise em leite (Fox & McSweeney, 1998; Fernandes & Oliveira, 2007,
Corassin, Rosim & Kobashigawa, 2013). Lyons, Purchio e Moses (1990) relataram que
enzimas proteoliticas, como a plasmina, ativam fatores de crescimento. Estes relatos e o
fato de que o kit de ELISA sé quantificar T@E-ativo permitem afirmar que a maior
concentracdo de TGB2 (26,15%) presente no leite cru refrigerado resulta da ativacdo no
leite pela plasmina&Dllikainen (2011) observou que 16% do T@Fpresente no leite cru
recém ordenhado foi ativado por essa enzima. No leite cru refrigerado, o leite sé é
processado com no minimo 48 horas ap0s a ordenha, neste caso, a plasmina tem um maior
tempo de atuacéo e consequentemente, maior quantidade @2 T@Rtivado.

E importante estudar os efeitos do tratamento térmico sobre a concentracdo do
TGF$2. Como ja estudado por Ginjala e Pakkanen (1998) o pfXatao é degradado pela
pasteurizagdo, mas o tratamento térmico pode ativar os fatores de crescimento (Brown,
Wakefield, Levinson & Sporn, 1990).

Os nossos resultados mostraram uma Tr de 97,3% para o leite pasteurizado (LEP) o
que indica que ndo houve grande variagdo no teor de TGF apds a pasteurizacdo. Resultado
semelhante foi obtido por Akbache et al. (2011) que obteve uma recuperacéo de 96% apds a
pasteurizacdo do leite cru integral. A resisténcia relativa do fator de crescimento ao

aquecimento e a valores extremos de pH é explicado pelas ligacdes dissulfeto que
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apresentam. O TGB2 possui 9 ligacOes dissulfeto (Gauthier et al., 2006).

No entanto, a utilizacdo da pasteurizacdo lenta - LPL (65 °C/30 minutos) n&o
apresentou a mesmfetividade quanto a recuperacédo desse composto (Tr de)88,3%

Ao analisar o leite microfiltrado (LEM) observee-uma maior concentracao de
TGF{2 com uma Tr de 118,4% (Tabela 1), esse resultado nos mostra que diferentemente
do que é imaginado a concentracdo do PGfao esta tdo diretamente relacionada com o
teor de gordura do leite, pois ao retirar a gordura do leite ocorreu um aumento relativo da

concentracdo desse constituinte.

O conhecimento do histdrico de aquecimento do leite utilizado para produzir soro de
leite € de grande importancia, sobretudo quando se deseja utilizar o soro como
matéria-prima, visto que o rendimento do fator de crescimento pode ser afetado pelos
tratamentos térmicos empregados previamente (Ollikainen, 2011). Dessa forn&, ao s
comparar os valores da concentracéo de F&He soro ideal (SRI) com a do soro (SOR) é
possivel notar que houve uma maior concentragdo no SRI, sendo que este apresentou uma
Tr de 31,6% enquanto que o SOR possui uma Tr de 22,7%. Akbache et al. (2011) indica
que a diminui¢do do teor de T@E-no soro, comecga logo que a temperatura ultrapassa os
60 °C, sendo que a maior mudanc¢a ocorre numa faixa de 66 a 76 °C, muito proxima da
temperatura utilizada para a producdo de queijo (65 °C). Essa diminuicdo se deve as
interacdes induzidas pelo calor que ocorrem com as proteinas do soro em temperaturas
acima de 60 °C, que leva ao desdobramento das proteinas e exposi¢cdo dos gripos SH/S
(Vasbinder, Alting & De Kruif, 2003). O TGB2 apresenta um grupo tiol livre (Daopin et
al., 1993 sendo possivel que ocorram intera¢des com a PB-lactoglobulina e também,
a-lactoalbumina quando estas estdo desnaturadas. Assim, as intera¢cdes induzidas pelo calor
com as proteinas do soro explicam a queda de 33,5% no conteudo ¢k nBGFOR
guando comparado com o SRI. Resultados observados por Akbache et al. (2011) mostraram
um decréscimo de 50% no soro termizado (68 °C/20 s) e de 90% no soro pasteWizado (7
°C/20 s), quando comparado com um soro que nao sofreu tratamento térmico.

Quando nédo ha tratamento térmico, o Tjg2Fse concentra na fragdo rica em caseina
(CAS). Ollikainen, Muuronen e Tikanmaki (2012) ao utilizar MF/UF também observaram
um contetdo maior de TGFR2 na fracdo de caseina (71g) obtido de um leite néo
pasteurizado quando comparado com a fracdo de sorou@8@iferente do que foi

observado por Ollikainen (2011), que utilizou precipitacdo acida ou ultracentrifugagéo para
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separar as &cdes de proteinas e mostrou que um leite aquecido a 65 °C ou leite cru
apresentou maior concentracdo de TR2Fa fracdo das proteinas do soro, enquanto que ao
aumentar essa temperatura acima de 65 °C, a maior concentragédo (i €&ava
presente na fracdo de caseinas. Essa diferenca se deve aos diferentes tipos de métodos d
separacao utilizados em cada estudo. Dessa forma, ao cosgarmrncentracdo do TGF
nas fracdes de caseina e nas proteinas do soro, obseryog-ao utilizar as técnicas de
membrana obtevee uma maior recupera¢do na caseina (58,6%) em comparacdo com o
queijo, no qual utilizou tratamento térmico. No queijo (QUE) foi possivel obter uma
concentracdo de 8,3Ag mL de TGF-B2, com uma recuperacdo de componente de/30,4
(Tabela 1). Ndo h& na literatura trabalho que quantifique fZ>¢m queijo Minas Frescal,
mas em um trabalho realizado por Ollikainen (2011) que estudou a producdo de queijo
utilizando culturas mesofilicas e termofilicas com o uso de leite pasteurizado, ocorreu uma
recuperacdo de 75-91% no caso dos mesofilos e 95-106% para os termdfilos. Mas no
estudo de Ollikainen (2011) foi realizado com culturas de micro-organismos que durante o
seu desenvolvimento produzem acido, que € originado da fermentacdo que ocorre da
lactose gerando acido latico, que tem o efeito de abaixar o pH muito maior em relacdo ao
acido latico adicionado na producéo de queijo Minas Frescal (Paula, Carvalho & Furtado,
2009). Além disso, essas culturas podem produzir proteases (Souza, 2009) também que irdo
ativar o TGFB presente nesses queijos, gerando uma maior recuperagdo quando utilizamos
esses tipos de culturas em producdes de queijos.

Nos concentrados e nos pos obserseum aumento da concentragdo do TJ&:-
como era de se esperar, uma vez que o0 uso dessas tecnologias objetiva concentrar 0s
compostos do produto de interesse. Valores de Tr maiores que 100% para a caseina micelar
em p6é (MCP), para o concentrado de leite (CLE) e para o leite em p6é (LPO) foram
observados. No entanto, no caso dos s@tsa de recuperagcdo maior que 100% nao foi
observada, principalmente no SRI, onde quasese&ocontra mais TGB2 no soro ideal
em po (SIP). A concentragcédo do soro ideal é dificultada, pois a etapa de concentracédo do
produto envolve tratamento térmico, o que leva a precipitacdo das proteinas no evaporador
a vacuo e que pode ter gerado a diminuicdo da concentracdo df2TE&Bsa menor
concentracdo do fator de crescimento na fracdo de soro ao sofrer um tratamento térmico,
durante a concentracdo a vacuo ou durante a secagem por spray dryer, se deve como ja
mencionado e observado por Akbache et al. (2011) a reducdo da concentracdo que ocorre
entre as temperaturas de 66 a 76 °C, devido a desnaturacdo das proteinas do soro e &
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associacdo do TGB2 a essas proteinas. Na literatura ndo ha descricdo de quantificacao
desse fator de crescimento em concentrados de leite ou soro, nem em produtos em po
obtidos por secagem em spray dryer.

Com a tecnologia utilizada nesse trabalho foi possivel observar que o melhor
tratamento para concentrar o TGE-foi com a separacdo de caseina por meio de
microfiltracdo, seguida por secagem em spray dryer, obtendo no final uma concentragéo de
253,071 ng/mL (Tabela 1).

3.2. Estudo das interagBes do TGB2 com as fracbes das proteinas do leite

O propésito das analises do ITC foi procurar entender as interacdes que ocorrem
entre as proteinas presentes no leite e o fator de crescimentp. PGHgura 2 mostra os
resultados obtidos nas analises para cada fracado de proteina. Sendo que no topo das figuras
se observa a curva referente ao calor (pcal/seg.) liberado apos a injecdo @2 h&sF-
célula contendo as proteinas. A parte inferior da figura reéererariacdo de entalpia (AH)

gue envolve a formacao dos complexos.
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Figura 2 - Curvas de ITC (topo) e isotermas de ligacdo (parte inferiorsponadentes a titulacéo
da solucéo de TGB2 (26 nM) nas solugfes de (Ajcaseina (26 puM), (B)-caseina (26 uM), (C)
k-caseina (26 uM), (Dy-lactoalbumina (26 uM) e (B)-lactoglobulina (26 uM) a 25 °C. Todos os
experimentos foram realizados em duplicata.

Os resultados revelaram que a complexacdo das proteinas com o polipeptidio é

exotérmica porque em todos os experimentos foi observada a liberagao de energia (AH < 0)
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apos cada injecdo. No entanto, ndo é uma complexacao tipica uma vez que inicialmente
ocorre um leve aumento da energia e depois essa energia se estabiliza a cada injecao,
diferentemente do que ocorre normalmente, onde essa energia tende a diminuir a cada
injecdo até atingir a saturacao do sistema, que € o primeiro ponto da curva ondga ener
liberada na célula ¢ igual a zero (AH = 0) (Girard, Turgeon & Gauthier, 2003). Dessa forma,

nao foi possivel obter os pardmetros termodindmicos com esse estudo.

No entanto, éossivel observar um comportamento diferente entre a a-caseina e o
TGF2 (Figura 2A), onde de acordo com os resultados obtidos apresentou as maiores
variacbes de entalpias de ligacdo, observado pela maior diferenca entre o maximo e o
minimo dessa curva, isso pode indicar umé&mainidade entre o TGF e a-caseina. Essa
observagdo nos leva a acreditar que a a-caseina tenha maior possibilidade de ser a proteina
latente que se associa ao TEBFermando o complexo latente, nas condi¢des estudadas.

Pois entre as proteinas utilizadas foi a que apresentou maior entalpia negativa na primeira
injecdo com uma variacdo de cerca de -210080nkol™, seguido da k-caseina com
-50000 kal'mol™, B-caseina com -30000 cd-mol™, p-lactoglobulina com -15000
kecal'mol™ e o-lactoalbumina com -5000ckl-mol™. Essa tendéncia mostra ainda a maior
afinidade que ocorre entre o TBE-¢ as caseinas preferencialmente quando nio ocorre

nenhum tipo de tratamento térmico, pois encontra-se maiores valores para as caseinas.

Esse resultado explica a diferenca encontrada entre o leite cru recém ordenhado e o
leite cru refrigerado, pois como descrito por Roggers e Goddards (1996) para se tornar ativo
€ necessario que o TQF-esteja dissociado da proteina e dessa forma, se torne
imunorreativo e exerca sua funcdo bioldgica. Umas das provaveis formas de dissociacéo
desse complexo formado entre a-caseina com o TGB2 ¢ pela presenga da plasmina que é
uma enzima enddgena do leite classificada como uma proteinase alcalina, que encontra-se
associada as fracdes de caseina no leite, sendo responséavel por aproximadamente 90% de
protedlise total que ocorre no leite (Fernandes & Oliveira, 2007). Ou por outras enzimas
proteoliticas presentes no leite cru refrigerado que é obtido do armazenamento do mesmo
em tanques de refrigeracdo. Isto € ainda favorecido pelo tempo de armazenamento, o que
aumenta as chances de multiplicacdo de bactérias psicrotroficas proteoliticas, que se
desenvolvem em baixas temperaturas (0 °C a 15 °C) (Nornberg, Tondo & Brandelli, 2009).

A plasmina degrada B-, as1- ¢ aspzcaseina, diferente das proteases produzidas por
micro-organismos psicrotréficos que causam protedlise com maior intensidade nas fracdes
B- ¢ k-, seguidas da asi-caseina (Ismail & Nielsen, 2010; Fernandes et al., 2008; Bastian &
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Brown, 1996).

Entdo é provavel que a presenca de maiores quantidades de plasmina e enzimas
proteoliticas no leite cru obtido nos tanques refrigeradores, possibilite uma maior ativacao
do TGF$2, devido a maior degradacdo que ocorre aieaseina, possivelmente

impossibilitando que essa se mantenha associada a@.TGF-

4. CONCLUSAO

Dentre as tecnologias estudadas a utilizagcdo das técnicas de membrana com a
separacdo da caseina, seguida por secagem em spray dryer, se mostrou mais efetiva na
obtencdo de um concentrado de proteinas com alta concentracao @e. WEm disso, a
ndo utilizacdo de tratamento térmico possibilitou a maior concentracdo desse fator de
crescimento nas fracbes das proteinas do soro e as caseinas em comparacdo com a:
proteinas obtidas com tratamento térmico. Dessa forma, a concentracdo db éTGF-
dependente da historica térmica do leite.

O TGF$2 apresenta uma maior afinidade com a a-caseina nas condi¢des estudadas,
sendo esta possivelmente a proteina associada para a formacdo do complexo latente. Além
de demonstrar uma maior afinidade que ocorre entre o PRGE- as caseinas
preferencialmente em relagdo as proteinas do soro. Todavia maiores estudos devem ser

realizados para afirmar que esta caseina seja a Unica a se associaao TGF-
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Capitulo 2 - Efeito do processamento na concentracao do TGR-

RESUMO

Este trabalho tem como objetivo estudar o efeito do processamento na concentracéo
do TGF$2, avaliando pasteurizagdo lenta e rapidae as técnicas de membrana, aléan d
evaporacao a vacuo e secagem por spray dryer. Foi quantificado o teor @eeirGéada
uma das amostras retiradas ap0s cada etapa do processamento do leite. Além disso, foram
realizadas analises de composicdo centesimal nas mesmag32 T4pFesentou forte
correlacdo (0,95) com o teor de proteina presente nas amostras. Nao ha influéncia da
pasteurizacdo na concentracdo do P3Fembora a pasteurizacdo afatdistribuicdo do
TGF-32 nas fra¢oes de proteinas do soro e da caseina, 0 que pode ser observado na reducao
do teor de TGH2 no soro quando um tratamento térmico foi aplicado. Diferentemente de
quando aplicou-se a microfiltracdo e observou-se que PRGEstava distribuido
igualmente entre a caseina e 0 soro. A concentracdo por evaporacdo a vaemboapres
fator de concentracdo menor que 1 na concentracdo d@J,Gieis concentra-se mais 0s
demais constituintes do que o TBE- Diferentemente da secagem em spray dryer que
apresentou valores mags que 1, mostrando que TGR- é concentrado em maior

quantidade que os demais constituintes sélidos das amostras.

Palavras-chave: fator de crescimento, processamento térmico, proteina do soro,

caseina, técnicas de membrana.

1. INTRODUCAO

Leite e colostro bovino contém certo numero de fatores de crescimento, hormonios e
citocinas. A distribuicdo entre essas moléculas ndo é clara, uma vez que todos eles podem
ser envolvidos na proliferacéo e diferenciacao celular (Gauthier, Pouliot & Maubois, 2006).
Os mais abundantes fatores de crescimento presentes no colostro e leite bovino séo fatores

bY

de crescimento semelhante a insulina (IGF), fatores de crescimento transformador beta
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(TGF), alguns membros da familia dos fatores de crescimento epidérmico (EGF) e
fibroblasto basico (bFGF) ou fibroblasto (FGF) (Grosvenor, Picciano & Baumrucker, 1993;
Pakkanen & Aalto, 1997).

A familia do TGFB desempenha um papel importante na embriogénese, reparacdo de
tecidos, formacéo de ossos e cartilagens e no controle do sistema imurfi2. d &forma
predominante dos membros da familia do TGF encontrado em produtos lacteos (Pouliot &
Gauthier, 2006).

As abordagens desenvolvidas para a extracdo e a concentracdo de fatores de
crescimento a partir do leite sdo baseadas em sua massa, carga ou afinidade de ligacéo
(Pouliot & Gauthier, 2006). Os processos em grande escala desenvolvidos para a extragéao e
a concentracdo desses fatores de crescimento a partir do soro de leite sdo baseados en
cromatografia de troca catidnica. Por exemplo, Francis, Regester, Webb e Ballard (1995)
desenvolveram uma mistura de fatores de crescimento usando como base o0 processo de
extracao por troca cationica. Por outro lado, Maubois, Fauquant, Jouan e Bourtorault (2003)
propuseram uma combinacdo de tratamento de calor e acidificacdo para preparar uma
fracdo de proteina com maior concentracdo de FG&partir do uso de microfiltragdo
usando membrana com poros de 0,1 pm.

A aplicacdo de tratamento térmico afeta a separacdo e concentracdo gonaSF-
fracOes de proteinas do leite, em relacdo a caseina e as proteinas do soro, mas nao afeta :
concentracdo no leite (Ginjala & Pakkanen, 1998), sendo que o uso da pasteurizacédo do
leite, para a separacdo do soro, diminui o rendimento do fator de crescimento no
concentrado de proteinas do soro (Ollikainen, Muuronen & Tikanmaki, 2012). Rocafi,
Lamiot, Moroni, Turgeon, Gauthier e Pouliot (2011) separaram caseina por separacao acida,
em seguida, concentrou o soro usando ultrafiltracdo e diafiltracdo. Apoés isso, eles usaram
diferentes tratamentos térmicos e valores de pH para estudg m&ffacao das proteinas
do soro. Eles propuseram entdo que a melhor forma de concentrar o TGF a partir do soro é
utilizando um leite n&o pasteurizado e realizando a pasteurizacdo do soro, dessa forma, o
rendimento encontrado foi de 2,6 pg/mg de proteina.

Ollikainen et al. (2012) observaram que se o leite é pasteurizado e o soro é usado
para concentrar fatores de crescimento, menos de 10% do TGF é concentrado, mas se €
usado leite ndo pasteurizado, consegue-se recuperar 40% do TGF no soro. Nesse estudo &
concentracdo de TG foi de 3,5 pg/g de proteina usando membranas para a separagao
das proteinas do soro. Os autores observaram que se a pasteurizacdo € utilizada antes d:
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separacao € possivel obter uma fracdo de caseina rica erf. BBRdo que a fracdo de
caseina tem sido usada com sucesso em criangas com doenca de Crohn (Fell, 2005).

O objetivo deste estudo foi caracterizar a influéncia do calor sobre a concentragéo do
TGF$2 no leite bovino. Foi avaliado o efeito da microfiltracdo (auséncia de tratamento
térmico), da pasteurizacdo rapida (72 °C por 15 s), da pasteurizacao lenta (65 °C por 30
minutog, da concentracdo a vacuo e da secagem por spray dryer na concentracdo do
TGF$2. Por fim, objetivouserelacionar o teor de TGF2 com o teor de proteinas em cada
uma dessas etapas, bem como avaliar qual a melhor rota de producdo de um concentrado

proteico para a maior concentracdo de 2o produto final.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Leite e Derivados do Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vicosa (UFV) - MG.

A Figura 1 mostra as etapas que foram utilizadas para a concentracédo @2 4GF-
partir do leite cru integral. A cada etapa foi retirada uma amostra para posteriores analises,
sendo mantidas congeladas (-20 + 2 °C) até o momento da analise. Os pés foram embalados

a vacuo e mantidos sobre o abrigo da luz. Foram realizadas trés repeticdes.

| Leite cru |

A 4

Microfiltragao Pasteurizagdo lenta Pasteurizagio rapida
(auséncia de tratamento térmico) (65 °C/ 30 min) (72 °C/ 15 5)

 Comeina 4 C Qe D l

Evaporacao a vacuo |

v

‘ Secagem por spray dryer ‘

Figura 1 - Concentragdo do T@R-a partir do leite cru integral, com a utilizacdo de técnicas de
membrana ou tratamento térmico, evaporagao a vacuo e secagem por spray dryer.

2.1. Preparo das amostras

Nesse estudo houve duas fontes distintas de leite cru, sendo a primeira obtida no

estabulo da UFV, essa amostra de leite foi utilizada na microfiltracdo; e a segunda foi
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obtida no laticinios da UFV, proveniente de tanques de refrigeracdo, este leite foi utilizado

nas etapas de pasteurizac

2.2. Microfiltracéo

A microfiltracédo foi realizada em equipamento construido pela empresa Te®a Pak
Processing, Franca, do Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV, por meio de
uma filtragdo tangencial através de membranas de cerdmica tubular “Membralox®” com
poras de tamanho de 0,1 pm e 1,4 pm.

A microfiltragdo em membrana com poros de 1,4 pum ocorreu com fluxo de
permeacdo médio de 145 L-h™, sistema com &rea total de membrana 0,24 oom presséo
transmembrana de 0,5 bar. Com uma temperatura média durante o processo de 38 °C.

A microfiltragio em membrana com poros de 0,1 um ocorreu com fluxo de
permeacdo médio d& L-h™, sistema com &rea total de membrana de 0,24 mom
pressdo transmembrana de 0,5 bar. Foi utilizado um fator de concentracdo de 3x para a
obtencdo do soro ideal. Com uma temperatura média durante o processo de 45 °C. Ao
retirar o soro ideal iniciou-se a didlise da caseina utilizando agua destilada pasteurizada até
obtencdo de uma concentracdo de sélidos solluveis de 0,0 °Brix, medido em refratbmetro
digital Biobrix®, modelo 2WAJ-D.

Nesse processo foi obtido soro ideal (SRI) e caseina (CAS) que nao sofreram

tratamento térmico.

2.2. Pasteurizacéo

Para avaliar o efeito da pasteurizacdo foram utilizados dois tratamentos térmicos:
pasteurizacdo rapida (72 °C/ 15 s) e pasteurizacdo lenta (65 °C/30 minutos). Na
pasteurizacao rapida 50 litros de leite cru foram pasteurizados em pasteurizador de placas
(Fischer Term, Brasil), enquanto que na pasteurizacdo lenta 100 L de leite foram
pasteurizados em tanque de ago inox com camisa dupla (Biasinox, Brasil).

Nesse processo foram obtidos leite pasteurizado (LEP) e leite pasteurizado
lentamente (LPL). O LPL foi utilizado para a producéo de queijo Minas Frescal com adicéo
de 0,02 g-100g de acido latico (Macalé, Brasil), 0,04 g-100g de cloreto de calcio (Macalé,

Brasil) ¢ 0,015 g-100g de coalho (Clerici, Brasil). Obteve-se ao final soro (SOR) e queijo

(QUE).
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2.3. Evaporacéo a vacuo

Na evaporacéo a vacuo foi utilizado um evaporador a vacuo de Unico estagio Modelo
70049 (Treu®, Brasil). O LEP foi concentrado até um valor de sélidos sollveis de 42 °Brix
medido em refratdmetro digital (Biobrix®, modelo 2WAJ-D, Brasil), o SOR foi
concentrado até 55 °Brix e o SRI até 51 °Brix, apresentando um tempo meédio para a
concentracdo de 80, 90 e 110 minutos, respectivamente. Além disso, a temperatura média
utilizada foi de 60 a 70 °C.

Uma etapa adicional foi realizada na concentracdo dos soros com o objetivo de
facilitar a secagem, que foi a realizacdo da cristalizacdo até uma taxa deugd?6i
efetuado em tacho aberto com camisa dupla (Inolux, Bessiin resfriamento até 30 °C.

Nessa etapa foram obtidos concentrado de leite (CLE), concentrado de soro (CSO) e

concentrado de soro ideal (CSI).

2.4. Secagem

Na secagem do CSEOCSI foi utilizado spray dryer Production Minor (GEA-NIRO
Alemanha) com atomizador de disco. Os parametros de secagem foram temperatura de
entrada de 170 °C para ambos o0s soros, temperatura de saida de 90-100°C para 0 SOR ¢
85-95 °C para SRI.

Na secagem do CLE e CAS foi utilizado spray dryer Production (GEA-NIRO,
Alemanha) com atomizador de disco. Os parametros de secagem foram temperatura de
entrada de 180 °C para ambos e a temperatura de saida variou de 75 a 90 °C para o LEP €
85-90 °C para CAS.

2.5. Composicdo das amostras

A cada etapa dos diferentes processamentos foi retirada uma amostra e foram
realizadas as seguintes analises de composicéo: gordura, proteina, cinzas, umidade e lactose
que foi calculado por diferenca.

Os teores de gordura foram avaliados em duplicata, pelo método volumétrico de
Gerber (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Os teores de nitrogénio total para as amostras foram determinados em duplicata pelo
método de Kjeldhal, sendo os teores de nitrogénio multiplicados pelo fator de conversao
6,38 para obtencédo dos valores equivalentes de proteina (AOAC, 1995).

Os teores de cinzas foram determinados em duplicata segundo métodos descritos pela

45



AOAC (1995).

Os teores de umidade das amostras foram determinados em duplicata segundo
método numero 12 do Instituto Adolfo Lutz (2008).

A concentracdo de TGF-foi determinada por meio de ensaio imunoenzimatico

ELISA (Quantikine, R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA) utilizando a metodologia
proposta pelo fabricante.

2.6. Andlise estatistica

Os resultados foram avaliados por analise estatistica usando o teste de analise de
variancia (ANOVA) e o teste de Tukey. As andlises foram realizadas usando Excel software
(Excel versao 2010, Microsoft, Redmond, Washington, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSS\0O

3.1. Composic¢ao centesimal das amostras

A Tabela 1 resume os resultados encontrados para a composi¢cao centesimal das

amostras, bem como os valores encontrados para a concentracéo fid éitsfelagio ao
extrato seco.

46



Tabela 1 - Composicao centesimal das amostras (n = 3).

Extrato seco Protema Gordura Cinzas Lactose * TGF-p2
Amostra 1 1 1 1 1 1 g
(2100g")  (g100g7)  (g100g7)  (g100g7)  (gr100g") (ng-g solidos)
LC1 1037368 3200 32205 076002 326286 230052
Lcz 1046435 3202 3501 080005 298108 165=006
LEP 10.10=3.12 34=0.1 3501 0,72+ 014 252=x282 231=0.79
LPL 11.08x098 29=x03 2900 081000 449=x212 170000
LEM T98+249 3509 0,000 1.35+£1.22 314=305 222+0.11
SOR 3,79 +3.01 1.0x£07 04=00 055001 383=317 084117
SRI 491+3,00 09=+01 0.0x00 046001 35909 177004
CAS 1030265 9120 0,000 1,32+001 0,09=0,05 165=000
QUE 3490=x368 149=x22 15253 380004 226084 024=000
CLE 42721207 124=1.1 11922 276002 1562+294 070=007
Cs0 3564903 7937 0,706 341215 3979747 039018
CSI 4817549 537+x12 0.0x00 422024 3790+358 0.02=0,00
LPO 9613201 268=59 26078 602008 3727095 138005
SPO 03.74+562 114=48 5725 842069 6824+013 068=080
SIP 9412569 99+30 0.0=£0,0 871084 7550+6.75 0.01=0.00
CMP 9238=042 T748%63 0000 1046209 708104 274=001

Onde: LC1 - leite cru laticinios UFV; LC2 - leite cru estdbulo UFVPL-Heite pasteurizado (72
°C/15 s); LPL - leite pasteurizado (65 °C/30 minutos); SOR - soro: S&bo ideal; LEM - leite

microfiltrado; CAS - caseina; CLE - concentrado leite; CSO - concentrado Sire;cGncentrado

soro ideal; LPO - leite em p6; SPO - soro em po; SIP - soro ideal em po; €& na micelar em
p6; QUE- queijo. * Dados calculados.

Os dados da tabela 1 para leite cru e leite pasteurizado estdo dentro dos padrdes e
requisitos de qualidade previstos na Instrugcdo Normativa n °62 (Brasil, 2011). Os dados
obtidos para soro, soro ideal, concentrado de soro e soro em po estdo conforme ao
regulamento técnico de identidade e qualidade de soro de leite (Brasil, 2010). Ndo ha
regulamento técnico para as demais amestra

As concentragcdes encontradas para o PGpara o leite cru (LC1, LC2) estao de
acordo com valores descritos na literatura, que descrevem valores de 1,0 a 7,0 ng/g de
sélidos (Pouliot & Gauthier, 2006; Gauthier, 2006), assim como o leite pasteurizado (LEP)
e leite pasteurizado lentamente (LPL) (Ollikainen, 2011). Nao hé relatos na literatura para
leite microfiltrado (LEM), queijo Minas Frescal (QUE), caseina (CAS), concentrado de
leite (CLE), soro (CSO) ou soro ideal (CSI), nem para os produtos ezonpd |eite em po
(LPO), soro em p6 (SPO), soro ideal em po (SIP) e caseina micelar em p6 (CMP).

A concentracdo do TGP2 esta fortemente relacionada com o teor de proteina

presente em cada amostra, pois ao aplicar o coeficiente de correlacéo linear defélearson
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obtido uma correlacédo de 0,95, correlacdo essa positiva mostrando que ao aumentar-se o

teor de proteina na amostra, aumesgaonsequentemente a concentracdo do FGBu

E Proteina
o TGF-p2

vice-versa, como pode-se observar na Figura 2.

Proteina (g'100g 1)
Concentracio TGF-p2 (ng'mL")

Figura 2 - Relacdo da porcentagem de proteina com a concentracdo fi2 &@entrada em cada
uma das amostras (n3}. Onde: LC1 - leite cru laticinios UFV; LC2 - leite cru estabulo UESR

- leite pasteurizado (72 °C/15 s); LPL - leite pasteurizado (65 °C/30 min8®B) - soro; SRI -

soro ideal; LEM - leite microfiltrado; CAS - caseina; CLE - concentrado [B8&) - concentrado

soro; CSI - concentrado soro ideal; LPO - leite em pé; SPO - soro em pos@ltiideal em po;

CMP - caseina micelar em p6; QUEueijo.

Muitas observacdes neste e em outros estudos (Ollikainen et al., 2012; Ollikainen,
2011; Akbache et al., 2011) sugerem essa interacao entre § & @proteinas do leite, o
gue explicaria em muitos estudos a distribuicdo desse fator de crescimento entre as fracdes
de caseina e proteinas do soro dependo do tipo de tratamento térmico que o leite sofreu
anteriormente. Estudos sugerem que esta molécula possa interagir com as micelas de
caseina durante a pasteurizacdo (Ollikainen, 2011; Akbache et al., 2011). O tratamento
térmico pode favorecer a polimerizacéo e a interacdo nao especifica (g2 TGF- outras
proteinas, devido ao seu carater hidrofobico.

3.2. Efeito da pasteurizacdo sobre o leite, soro e caseina

A Tabela 2 mostra o efeito da pasteurizacdo rapida e pasteurizacdo lenta em
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comparacdao com a microfiltracdo na concentracdo (ng/g de matéria seca) @a n&F-

leite, soro e caseina. Observa-se que a concentracdo dp dudfenta ao aplicar-se uma
pasteurizacdo rapida e diminui na pasteurizacdo lenta, embora ndo tenha diferenca
significativa (p < 0,05) entre os leites, mostrando que a pasteurizacdo ndo afeta a
concentracdo do TGPB2 no leite, como observado também por Ginjala e Pakkanen (1998)

e Elfstrand et al. (2002). O mesmo resultado foi observado por Akbache et al. (2011) que ao
pasteurizar (72 °C/ 20s) um leite integral encontrou resultados similares para o leite cru (33
pg/mg solidos) e o leite pasteurizado (32 pg/mg solidos). A resisténcia relativa desse fator
de crescimento ao aquecimento é explicada pelas 9 ligacdes dissulfeto que apresenta
(Gauthier et al., 2006).

Tabela 2 - Efeito da pasteuriza¢do no contetdo depRGie-leite, soro e caseina (n=3).

Concentragio TGF-B2 (ng'g materia seca)

Amostra Microfilrado Pasteurizacio lenta Pasteurizacio Rapida
Leite 2221+011% 1,699+ 0.00* 2,308 +0.79*
Soro 1,186 = 0,04 ° 0840+ 1.17% -

Casema 1,652 +001° 0240+ 0,01° -

Letras iguais ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

Houve uma diminuicAo da concentragdo do T3Fquando aplicamos a
pasteurizacdo lenta em relacdo a pasteurizagéo rapida. Na pasteuriza¢éo o objetivo principal
€ a destruicao de células vegetativas dos micro-organismos que apresentam diferencas bem
grandes nos valores de Z, que é a elevacdo de temperatura necessaria para aurh@ntar e
vezes a velocidade da reacdo de degradacédo, em relacdo aos nutrientes, apresentandc
valores de 8-12 °F e 48 °F, respectivamente. O parametro Z é utilizado na otimizacdo de
tratamentos térmicos aplicados aos alimentos na industria. Por isso, os tratamentos em
temperaturas mais altas por tempos mais curtos, no caso a pasteurizacdo rapida, apresentarn
reais vantagens eid melhores resultados quando comparados com a pasteurizacdo lenta
pois ocorre menor degradacdo dos nutrientes e consequentemente @o(S@zbieri,

1996).

E possivel notar também que n&o ocorre diferenca significativa (p < 0,05) quando s&o
comparadas a distribuicdo de TBFEnas proteinas do soro e nas caseinas em ambos 0s
tratamentos (pasteurizacédo e microfiltracdo). Embora ocorra uma grande reducéo do teor de
TGF2 nas fracdes das proteinas do soro e caseina na pasteurizacao.

A distribuicdo do fator de crescimento entre as fragbes das proteinas do soro e
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caseina sao fortemente dependentes do I &star na forma ativa ou ndo. Quando ndo ha
tratamento térmico ou temperaturas inferiores a 65 °C, a distribuicdo da forma latente ou
ativa no soro e caseina ndo é muito especifica (Ollikainen, 2011). No presente estudo, o teor
de TGF$2 medido no soro microfiltrado veio de um volume de 50 litros ¢ na caseina de 10

litros, ou seja, 20% do volume de soro, sendo que a diferenca dos teores encontrados foi de
28,2%. Entédo, provavelmente a diferengca de valores encontrados se deve a maior
concentracdo da caseina em relagdo ao soro, uma vez que como observado por Ollikainen et
al. (2012) o processo de dialise que foi adicionado a producdo da caseina micelar ndo
diminui a concentracdo do TGF, mas somente diminui o teor de lactose e lava parte da
B-lactoglobulina.

No entanto, ao compararese-os teores de TGB-presentes no soro ou caseina
microfiltrado com o soro ou caseina que foram obtidos pela producédo de queijo, ou seja,
com a pasteurizacdo do leite, é possivel notar uma reducdo em ambos. Resultado
semelhante foi observado por Akbache, Lamiot, Moroni, Turgeon, Gauthier e Pouliot (2009)
gque ao comparam um soro produzido por microfiltragcdo de leite cru com o soro de
cheddar e mussarela obtidos usando leite pasteurizado observaram que o primeiro apresenta
valores mais elevados de T@FOutros autores também observaram que a pasteurizacao
do leite diminui o rendimento do fator de crescimento nas fracdes das proteinas do soro
(Rocafi et al., 20011; Akbache et al., 2011; Ollikainen et al., 2012).

3.3. Efeito da concentragdo por evaporagao a vacuo e secagem por spray dryer

O processo de evaporacdo a vacuo e secagem por spray dryer possibilita
concentracdo dos constituintes do alimento, devido a remocao de parte da agua existente no
mesmo. No entanto na evaporacéo o processo de remogdo de agua € lento, pois ocorre uma
troca de calor indireta e na secagem tem-se uma remocéo de agua praticamente instantanea
uma vez que a particula entra em contato direto com o ar quente. O efeito desses
processamentos na concentracdo do BP&Rao € reportado na literatura. Desta forma, é
importante saber como essas etapas do processamento afetam a concentra¢c2deo TGF-
leite, soro, soro ideal e caseina.

A Tabela 3 apresenta o fator de concentracdo do fRGém relacdo aos solidos
presentes nas amostras de leite, soro, caseina e soro ideal encontrados no processo de
evaporacao e secagem. O fator de concentracao foi calculado pela diferenca dos valores da
concentracdo do TGB2 (ng/g de matéria seca) obtidos na etapa anterior em relacédo a
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etapa de interesse. Nota-se que 0 processo de evaporagdo a vacuo apresenta um fator menc
gue 1 em todas as amostras, 0 que mostra que a evaporacao apresenta um efeito negativo n:
concentracdo do GFp2, uma vez que consegus@-concentrar em maior quantidade os
demais sélidos presentes em relacdo ao f&FPiferentemente do que € observado
guando se realiza a secagem, que apresenta valores maiores que 1, exceto para o soro ideal
entao no processo de secagem por spray dryer consegue-se concentrar em maior quantidade
o TGF em relacao aos demais constituintes solidos.

Tabela 3- Fator de concentracdo do T@GRlurante o processo de evaporacdo a VAcuo e secagem
por spray dryer para o leite, soro, soro ideal e caseina (n=3).

Fator de concentragio

Amostra
Evaporacio Secagem
Leite 0.302 = 0.00% 2.038+021°
Soro 0,715+043% 1.381+1,18%
Soroideal  0013+000° 0.250 = 0,02°
Casema - 1.659+0.13¢

Letras iguais ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

As diferencas observadas no fator de concentracdo ao efeito da evaporacdo a vacuo e
a secagem se devem ao efeito principalmente da temperatura. Na concentracdo varios
efeitos podem ser observados nas propriedades do leite e/ou soro, como o0 aumento das
interacdes, sendo suscetiveis também a danos nas proteinas, causados pela alteracéo brusc
de presséao (Silva, Pereira, Oliveira & Costa, 1997; Coelho, 2002). Esses efeitos sdo mais
pronunciados na concentracdo a VAacuo, pois 0s produtos sdao submetidos a altas
temperaturas (em torno de 60-70 °C) por longos periodos de tempo (cerca de 2 horas),
diferentemente da secagem onde a particula € submetida a uma elevacdo de temperatura
durante um curto espago de tempo, minimizando os danos térmicos ao produto.

O maior dano térmico € observado no soro ideal que apresentou valor proximo a 0 no
processo de concentragcdo e muito abaixo na secagem em relacdo aos demais. Essa maio
sensibilidade do soro ideal a mudancas de temperatura, provavelmente se deve ao fato do
primeiro tratamento térmico ocorrer no evaporador a vacuo, pois anteriormente ndo ha
nenhum tratamento térmico, assim as proteinas que estdo em sua forma nativa comecam a
desnaturar, e como no caso do soro ideal ndo ha as micelas de caseinas, essas proteina
comecam a formar um aglomerado entre elas, o que levou a precipitagdo das mesmas no

evaporador a vacuo durante o experimento, e consequentemente resultou no baixo fator de
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concentracdo encontrado, uma vez que como evidenciado na figura 2, a concentracdo de

TGF é fortemente dependente do teor de proteinas.

3.4. Simulacao de rotas de processamento

A Figura 3 apresenta as quatro possiveis rotas de producdo dos concentrados lacteos
estudadas, onde temos na rota 1, a producdo de caseina micelar em po; rota 2, a producac
de leite em p0; rota-3a producdo de soro em po e rotad producao de soro ideal em po.

Nessa figura temos os valores dos fatores de concentracao calculados no item anterior bem
como alguns fatores de transmissdo de componente para as etapas de microfiltracdo e
pasteurizacéo, que foram calculados da mesma forma que os fatores de concentracao. Foi
atribuido uma concentracéo de T@Epara o leite cru, sendo esse valor de 2,0 ng-g™, valor

este utilizado em todas as rotas.

Rota 1 — Producio de caseina micelar em po

1.34 0,74 1.66

2.0ngg! i 2.7 ngg! i 2.0ngg! 33 ngg!
i Microfiltrag3o 1.4 pm ! i Microfiltragdo 0,1 pm E i Secagem |
e S ! e mmmm——m—————————
Rota 2 — Producio de leite em pé
1.00 0.30 2,04
Leite crm Leite pastewrizado }ﬂ Leite concentrado Iﬂ Leite em pd
20ngg! i 20ngg! i 0.6 ng-g! i 12 ngg!
i Pasteurizacio i i Evaporacdo i i Secagem i
Rota 3 — Producio de soroem po
0.74 0.49 0.72 1.38
Leite cru Leite pasteurizado }ﬂ Soro }ﬂ Soro concentrado }ﬂ Soro em po
2.0ngg! i 1.5ngg! i 0.7ngg! i 0.3 ngg?! E 04 ngg!
i Pasteurizacio i i Produgio de queijo i i Evaporagdo i i Secagem i
[ | ! e e e 1 L ! [ | !
Rota 4 — Producio de soro ideal em po
1.35 0.80 0.01 0.25
Leite cm }7@{ Leite microfiltrado }jr){ Soro ideal Soro ideal concentrado }?| Soro ideal em po
20ngg! E 2.7 ngg! E 22ngg! i 0.0 ng-g! 0.0ng-g!
! Microfiliracdo 1.4 um i i Microfiltragdo 0,1 um i i Evaporacdo i i Secagem i

Figura 3— Rotas de producdo de concentrados proteicos, onde sdo apresentados os fatores de
concentracdo a cada etapa e foi atribuido um valor para a concentragéo inicial-g2 f@keite
cru.

Ao tracar essas rotas € possivel notar que partindo de um leite com a mesma

concentracdo de TG[R2 temos que a melhor rota para a produgdo de um concentrado

52



proteico com maior concentracdes de TR a rota 1, com produ¢ao de caseina micelar

em po, sem aplicacdo de tratamento térmico e utilizacdo apenas da etapa de secagem, pois
nessa rota foi possivel obter uma caseina micelar em p6 com 3,3 ng'g” de TGFB2. Seguido

pela produgdo de leite em po (rota 2) com um concentrado proteico com 1,2 ngg'1 de

TGF, sendo que nessa rota foi empregado tratamento térmico, evaporagdo a vacuo €

secagem. Mais uma vez fica evidente que a producdo de um concentrado proteico com
maior teor de TGIB2 ndo ¢ possivel quando ocorre o fracionamento das proteinas do soro,

pois com a producéo de soro em po (rota 3) e soro ideal em po (rota 4) ndo € possivel obter

valores elevados de TGR-

4. CONCLUSAO

TGF{ apresenta forte correlacdo (0,95) com o teor de proteina presente na amostra,
o que explica a diferenca de distribuicdo do TR3FRas proteinas do soro e na caseina,
quando um tratamento térmico prévio no leite € aplicado, pois mudancas que ocorrem na
proteina irdo afetar diretamente o T@&E-

A pasteurizacdo nao afeta a concentracdo do fX5fe-leite, diferentemente do que
ocorre no soro e na caseina, uma vez que a pasteurizacdo reduz a propor¢cadzle TGF-
presente no soro. Mas quando ndo ocorre tratamento téomic®FH2 ¢ distribuido
igualmente entre o soro e a caseina.

A evaporacao a vacuo afeta negativamente a concentragdo dtJTfsks apresenta
fator de concentragdo menor que 1 quando comparadoa concentracdo nos demais
constituintes da amostra. Por outro lado, a secagem por spray dryer afeta positivamente a
concentracdo do TGP2, pois este é concentrado em maior propor¢do que os demais
constituintes solidos de cada amostra.

A melhor forma de obtencdo de um concentrado de proteinas com maior
concentracdo de TG[R2 ¢ através da produgdo de caseina micelar em pd, onde ndo foi
aplicado nenhum tipo de tratamento térmico prévio ao leite e somente a secagem foi

utilizada como forma de concentragéo dos constituintes.
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5. CONCLUSAO GERAL

Dentre as tecnologias estudadas a utilizacdo das técnicas de membrana com a
separacdo da caseina, seguida por secagem em spray dryer, mostrou-se mais efetiva na
obtencdo de um concentrado de proteinas com elevada concentracdo p2 AER
disso, a auséncia de tratamento térmico possibilitou a maior concentracdo deste fator de
crescimento nas fragbes das proteinas do soro e as caseinas em comparagcdo com as
proteinas obtidas com tratamento térmico.

A concentracdo do TGFE-¢ dependente da histéria térmica do leite. Sendo que a
pasteurizacdo nao afeta a concentragdo do [XGte- leite, diferentemente do que ocorre
Nno sSoro e na caseina, uma vez que a pasteurizacao reduz a proporcaopdepiesdnte
no soro. Mas quando ndo ocorre tratamento térmico f2GHdistribuido igualmente entre
0 SOro e a caseina.

A evaporacao a vacuo afeta negativamente a concentracdo dg2Jfaks apresenta
fator de concentracdo menor que 1 quando comparamos com a concentragdo que ocorre
com os demais constituintes da amostra. Enquanto que a secagem por spray dryer afeta
positivamente a concentracdo do T pois este ¢ concentrado em maior propor¢do que
os demais constituintes solidos de cada amostra.

TGF apresenta forte correlacdo (0,95) com o teor de proteina presente na amostra,
explicando por que ocorre diferenga de distribuicdo do FZkas proteinas do soro e na
caseina, quando é aplicado um tratamento térmico prévio no leite, pois mudancas que
ocorrem nas proteinas irdo afetar diretamente o fZGRAIém disso, o estudo de ITC
mostrou que o TGPB2 apresenta uma maior afinidade com a a-caseina nas condigbes
estudadas, sendo esta possivelmente a proteina associada a formac¢do do complexo latente
Além de demonstrar uma maior afinidade que ocorre entre o BEGFas caseinas

preferencialmente em relacéo as proteinas do soro.
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