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RESUMO

ROCHA, Roney Alves da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2008.
Combinacao das técnicas de precipitacao acida e complexacao para
obtencao de fracoes enriquecidas de a-lactoalbumina e (3-lactoglo-
bulina do isolado protéico de soro de leite. Orientador: Luis Antdnio
Minim. Co-Orientadores: Luis Henrique Mendes da Silva e Valéria Paula
Rodrigues Minim.

Neste trabalho foram estudados os efeitos da combinacdo de duas técnicas
de recuperacao de proteinas, com o objetivo de se obter uma fracdo enriquecida
em a-lactoalbumina e uma enriquecida em (-lactoglobulina, a partir de isolado
protéico de soro de leite comercial (WPI). As técnicas empregadas foram a pre-
cipitagdo acida e a complexacdo do ion calcio, presente no interior da a-La. A
matéria-prima utilizada foi o WPI da marca BiPRO®, produzido e comercia-
lizado pela Davisco Food International Inc., USA. No soro reconstituido foram
investigados cinco fatores: pH, tempo de agitacao, temperatura de processo,
tipo de complexante, e a concentracao do WPI. Apds a adicao do 4cido latico
ou citrico e centrifugacdo, foram obtidas duas fragdes, uma sobrenadante e uma
precipitado, que foram submetidos, individualmente, e para cada tratamento, a
analises cromatograficas (HPLC), para avaliar as quantidades de a-La e [-Lg
presentes em cada uma. Para o precipitado, rico em a-La, verificou-se que as
melhores condicoes de recuperacao dessa proteina, com a restricio imposta de se

minimizar a co-precipitacao de 3-Lg, foram: tempo de agitacdo de 30 minutos,

Xiii



temperatura de processo de 40 °C, pH 3,9, 12,0 % (m/m) para a concentragdo de
WHPI, e a utilizacdo de acido citrico como complexante. Para o sobrenadante, rico
em [3-Lg, verificou-se que as melhores condicoes de recuperacdo dessa proteina,
com a restricdo imposta de se minimizar a co-recuperacao de a-La, foram: tempo
de agita¢do de 30 minutos, temperatura de processo de 30 °C, pH 3,9, 9 % (m/m)
de WPI, e acido latico como acidificante, podendo, em sua substituicdo, ser uti-
lizado um outro acidificante de menor custo. Em adic3o as analises realizadas
para o precipitado e para o sobrenadante, estabeleceu-se uma funcdo-objetivo
que permitiu estimar, dentro das condicoes experimentais realizadas, um ponto
de otimizacdo. Este ponto refere-se aos valores dos niveis dos fatores em estudo
cuja recuperacao de a-La no precipitado e a recuperacio de (3-Lg no sobre-
nadante sao simultaneamente maximizadas, enquanto que a co-recuperacao de
a-La no sobrenadante e a co-precipitagao de (3-Lg no precipitado sao minimi-
zadas. Nestas condi¢es os valores encontrados foram: tempo de agitagcdo 30
minutos, temperatura de processo 40 °C, pH ajustado para 3,9 com acido citrico,
concentragdo de WPI igual a 9 % (m/m), e adi¢do de citrato de sédio tribasico

como agente complexante.
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ABSTRACT

ROCHA, Roney Alves da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, july of 2008.
Combination of the techniques of acid precipitation and complexing
for obtaining of enriched fractions of a-lactalbumin and 3-lactoglo
bulin from whey protein isolate of milk. Adviser: Luis Anténio Minim.
Co-Advisers: Luis Henrique Mendes da Silva and Valéria Paula Rodrigues
Minim.

In this work it was studied the effects of the combination of two techniques
for proteins recovering, in order to obtain an enriched fraction in a-lactalbumin
and an enriched one in (-lactoglobulin, from commercial whey protein isolate
(WPI) of cheese. The employed techniques were the acid precipitation and the
complexation of calcium ion, present inside a-La. The used raw material was
WPI of BiPRO® mark, produced and marketed by Davisco Food International
Inc., USA. In the reconstituted whey five factors were investigated: pH, time of
agitation, temperature of process, complexing type, and concentration of WPI.
After addition of acid and centrifugation, were obtained two fractions: one frac-
tion supernatant and a fraction of precipitate, that were submitted, individually,
and for each treatment, to chromatographic analyses (HPLC), to evaluate the
amount of a-La and (3-Lg present in each one. For the precipitate, enriched in
a-La, it was detected that the best conditions of protein recovering, with the
imposed restriction of minimizing the co-precipitation of [3-Lg, were: time of

agitation of 30 minutes, process temperature of 40 °C, pH 3.9, 12.0 % (w/w)
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for WPI concentration, and the use of citric acid as complexing. For the su-
pernatant, enriched in 3-Lg, it was detected that the best conditions of protein
recovery, with the imposed restriction of minimizing co-recovering of a-La, were:
agitation time of 30 minutes, process temperature of 30 °C, pH 3.9, 9 % (w/w)
of WPI, and the use of lactic acid as acidifier, being able to, in it's substitution,
another acidifier of smaller cost to be used. In addition to the analyses accom-
plished for the precipitate and for supernatant, was settled down a objective
function that allowed to esteem, over the experimental conditions accomplished,
a point of optimization. This point refers to values of levels of the factors in
study whose recovery of a-La in the precipitate and the recovery of (3-Lg in
the supernatant are simultaneously maximized, while the co-recovery of a-La in
the supernatant and the co-precipitation of [3-Lg in precipitate are minimized.
In these conditions the found values were: agitation time: 30 minutes, process
temperature: 40 °C, pH adjusted for 3.9 with citric acid, concentration of WPI

of 9 % (w/w), and addition of tribasic sodium citrate as the complexing agent.
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1. INTRODUCAO

O soro é o componente liquido do leite, e industrialmente é obtido durante o
processo de fabricacao do queijo, apds a formacao do coagulo, nas etapas de corte
e mexedura da coalhada (HUI, 1993). Nesse processo, a separagdo do soro ocorre
principalmente devido a acao mecanica de agitacao e, ao seu término, obtém-se
uma fragdo sélida, a massa, composta em sua maior parte por gordura, agua e
proteina, e que dara origem ao queijo nas etapas subseqiientes do processamento,
e uma fragdo liquida, que é designado soro de leite (PIETER et al., 2006).

O soro, portanto, é uma solucdo de nutrientes diluida, e entre esses estdo
proteinas, lactose, sais e gordura residual (CHAO, 2001).

Historicamente, o soro era considerado como um residuo industrial e o seu
descarte no ambiente era feito de forma que apresentasse o0 menor custo possivel
(CHATTERTON et al., 2006), implicando em impactos ambientais, ou ent3o,
destinado ao uso como ingrediente em formulagdes para alimentacdo animal
(MEADE e STRINGHAM, 1949). Este cendrio ainda é o que prevalece em
muitas das regides do pais. Porém, com a crescente demanda por alimentos de
maior aporte nutricional, economicamente atrativos, e pela insignia exercida pela
legislacdo ambiental para que se reduza a elevada carga de efluentes poluidores,
a industria de processamento de lacteos, amparada pelo apoio tecnolégico de
universidades e instituicbes de pesquisa, seguida pelas industrias farmacéutica
e quimica, vém avancando nas investigacdes e nos estudos visando expandir a
utilizacdo do soro como ingrediente em uma gama ainda maior de formula¢des.
Entre essas pode-se citar: sorvetes, alimentos para criancas e atletas, sopas
desidratadas, cosméticos, medicamentos e muitos outros (CHAO, 2001).

Algumas empresas do setor alimenticio ja recuperam, processam e comerci-



alizam o soro de leite para essas finalidades, e o disponibilizam sob a forma de
soro em po.

O concentrado protéico do soro de leite (WPC — Whey Protein Concentrate)
e o isolado protéico do soro de leite (WPl — Whey Protein Isolate) sdo outros
produtos obtidos a partir do processamento do soro de leite ¢, de modo seme-
lhante ao soro, também s3ao comercializados sob a forma de pd, sendo que o
conteudo total de proteinas no soro é menor do que o contelido de proteinas no
WPC, e este, por sua vez, possui menor quantidade de proteinas do que o WPI
(LUCENA et al., 2007).

Para estudo, as proteinas do soro de leite podem ser classificadas em dois
grupos principais: 1) uma fragdo de globulinas, contendo principalmente a -
lactoglobulina (3-Lg) e as imunoglobulinas (lg); e 2) uma fra¢do de albumi-
nas, que incluem a a-lactoalbumina (a-La) e as albuminas do soro (DeWIT e
BRONTS, 1995; CHAO, 2001).

A a-La e a (5-Lg s3o duas pequenas proteinas globulares, e sdo, em ter-
mos nutricionais e funcionais, as mais importantes proteinas do soro de leite, e
encontram-se naturalmente presentes no leite bovino (KUHLMAN et al., 2003).
No leite humano, porém, apenas a a-La esta presente e tipicamente encontra-se
em uma quantidade correspondente a 40 %, em peso, do seu total de proteinas,
enquanto que no leite bovino, este valor é muito menor, variando entre 4 % e 5
%, respectivamente (CHAO, 2001).

Algumas pesquisas tém relatado que a 3-Lg, presente em alimentos cuja for-
mulagdo contenha leite ou soro de leite de origem bovina, tem sido a principal
causa de alergia em criancas, sendo, dessa maneira, desejavel que as formulagoes
|acteas infantis tenham baixa concentracao de 3-Lg ou contenham uma concen-
tracao relativamente alta de a-La, para torna-las mais similar ao leite humano

(CHAO, 2001 e LUCENA et al., 2007).



Assim, torna-se de interesse para a industria de alimentos a obtencao des-
sas proteinas, principalmente a a-La, em sua forma pura ou quase pura, para
aplicacdo nas formulacGes enriquecidas em proteinas em que se espera um redu-
zido potencial alergénico.

Entre as técnicas apresentadas na literatura para o fracionamento dessas
proteinas, a precipitacdo dcida e a complexacdo de ions metdlicos tém se mos-
trado bastante atrativas, principalmente por fazerem uso de reagentes quimicos
que apresentam baixo custo.

Este trabalho teve como objetivo estudar o processo de precipitacdo acida
e a complexacdo do célcio no sentido de se obter fracdes enriquecidas tanto de
a-La quanto de (J-Lg. Foram avaliadas as principais varidveis do processo em

termos de sua influéncia no rendimento e na pureza das fragdes protéicas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O SORO DE LEITE.

Os queijos estao entre os géneros alimenticios mais antigos que se tém co-
nhecimento. A data de sua primeira utilizacdo como alimento ainda é incerta e,
possivelmente, seu surgimento tenha ocorrido de modo acidental e expontaneo,
conseqiiéncia da fermentagdo natural do leite, realizada por microrganismos pre-
sentes no ambiente (HUI, 1993).

As técnicas e os procedimentos empregados na fabricacdo dos queijos variam
geografica e culturalmente. Porém, nos diferentes modos de processamento do
leite para se produzir quejo, nota-se que o principio bdsico da técnica é o de
promover a concentracdo da caseina e da gordura, em aproximadamente dez
vezes, formando a massa que dara origem ao queijo, ao passo que as proteinas do
soro, os sais sollveis e a lactose s3o, em sua maior parte, removidos juntamente
com o soro, quando este é separado da massa (FOX e McCSWEENEY, 1998).

O soro é, portanto, um co-produto da fabricagdo do queijo, e a sua com-
posicdo varia em funcdo do tipo de queijo produzido, da composicao inicial e do
pré-tratamento térmico dado ao leite, entre outros. Com relagdo a composi¢ao,
o soro de leite bovino contém cerca de 65 g kg_1 de sélidos totais, dos quais 50
g kg_1 sao lactose, 6 g kg'1 sao proteinas, 6 g kg_1 sao cinzas, contendo 2 g
kg'1 de nitrogénio n3o protéico, e 0,5 g kg'1 de gordura (BRITZ e ROBINSON,
2008).

A Tabela 1 apresenta valores médios referentes a composicdo protéica do
leite (PIETER et al., 2006). Nessa Tabela pode-se observar que o soro de leite
encerra um ndmero significativo de proteinas, e que, segundo CHATTERTON et
al. (2006), sdo proteinas de alto valor biolégico e nutricional.

ARVANITOYANNIS (2008), enfatiza a inddstria de laticinios como sendo



Tabela 1: Composicao protéica média do leite (Adaptado de PIETER et al.,
2006)

Proteina gkg leite™!  ¢100g Proteina™! Massa Molecular (Da)
Caseina 26 78,1

ag1-Caseina 10,7 32 =~ 23.600
ago-Caseina 2,8 8,4 ~ 25.200
B-Caseina 8,6 26 23.983
k-Caseina 3,1 9,3 ~ 19.550
v-Caseina 0,8 2,4 ~ 20.500
Proteinas do Soro 6,4 19,5

B-Lactoglobulina 3,2 9,8 18.283
a-Lactoalbumina 1,2 3,7 14.176
Albumina do soro 0,4 1,2 66.267
Proteose-Peptona 0,8 2.4 4.000-40.000
Imunoglobulinas 0,8 2,4 -
Outras Proteinas 0,81 2,32 -
Lactoferrina 0,1 0,3 86.000
Transferrina 0,01 0,02 76.000
Prot. de Membrana 0,7 2 -
Enzimas - - -




uma das maiores fontes geradoras de efluentes industriais poluidores na Europa,
onde ressalta o papel do soro de leite como causador de grande impacto ambi-
ental e sugere metodologias para o seu tratamento e correta disposicdo. A lista
dos maiores consumidores mundiais de queijo, conforme dados de 2004 apresen-
tados por esse mesmo autor, mostra que o Brasil ocupa a nona posicao geral,
correspondendo a um consumo médio de 2,6 kg (habitante x ano)_l, 0 que gera
uma quantia de um bilhdo e centro e oitenta e quatro milhGes de litros de soro
de leite por ano.

Porém, com a crescente demanda por alimentos cada vez mais nutritivos,
acessiveis e com menor custo de produ¢do (MAROULIS e SARAVACOS, 2008),
o soro de leite, que até entdo era considerado apenas como um agente poluidor,
se desponta como uma importante fonte de nutrientes nobres, passiveis de serem
recuperados e utilizados na elaboracdo de uma grande quantidade de produtos
alimenticios. Como exemplo, uso em formula¢Ges infantis, alimentos para pessoas
doentes, em produtos de panificagdo, entre outros (LIU, 2007).

Dentre os nutrientes presentes no soro de leite, duas proteinas se desta-
cam pelo seu elevado valor nutricional e funcional, a a-lactoalbumina e a 3-
lactoglobulina, consideradas quantitativamente as duas mais importantes prote-
inas do soro (CHATTERTON et al., 2006). Atualmente, existem tecnologias e
métodos que permitem recupera-las, em escala industrial, sem perdas significati-
vas em suas funcionalidades, o que representa uma grande vantagem, pois, nesta
forma, essas proteinas apresentam-se soltiveis em dgua (LUCENA et al., 2007),

facilitando sua adicdo em formulacdes alimenticias.

2.2. a-LACTOALBUMINA E 3-LACTOGLOBULINA.

Segundo DeWIT e BRONTS (1995) e CHAO (2001), as proteinas do soro de

leite podem ser classificadas em dois grupos principais:



1) uma fragdo de globulinas, contendo principalmente [-lactoglobulina (3-Lg) e
imunoglobulinas (lg); e
2) uma fragdo de albuminas, que inclui a a-lactoalbumina (a-La) e as albuminas

do soro.

2.2.1 a-LACTOALBUMINA.

A «a-La é uma proteina cujo percentual corresponde a aproximadamente 20
% (m/m) da quantidade de proteinas presentes no soro de leite bovino (= 3,5
% (m/m) do total de proteinas do leite). E a principal proteina do leite humano
e desenvolve um importante papel na sinstese da lactose. E uma proteina pe-
quena, cuja massa molar é de 14.176 Daltons. Quanto a sua composicdo, a a-La
é uma proteina relativamente rica em triptofano (quatro residuos por molécula).
Também € rica em enxofre (1,9 %), presente na cistina (quatro ligagdes in-
tramoleculares dissulfeto por mol), e rica em metionina. A a-La n3o contém
cisteina (grupos sulfidrila livres). O seu ponto isoelétrico é 4,8 e a solubilidade
minima, quando em solu¢do de NaCl 0,5 M, ocorre também em pH 4,8 (FOX e
McSWEENEY, 1998).

O leite obtido de gados ocidentais, em geral, apresenta apenas uma variante
genética da a-La (a-La B), mas nos gados oriundos de outras partes do mundo,
como o Zebu, origindrio da india, o leite pode apresentar duas variantes da
a-La, A e B, respectivamente (FOX e McSWEENEY, 1998). A a-La possui,
em sua estrutura primaria, 123 residuos de aminoacidos, conforme representado
pela Figura 1, e tem sido observada uma certa similaridade entre a estrutura
primaria da a-La bovina e a estrutura primaria da lisozima de diferentes espécies
animais. A lisozima, presente na clara do ovo de galinha, apresenta-se idéntica

a a-La bovina nos seus primeiros 54 residuos de aminodcidos, e os préximos 23



residuos apresentam similaridades estruturais, como Ser/Thr e Asp/Glu (QASBA
e KUMAR, 1997).

Quanto a estrutura secundaria e tercidria, a a-La é uma metaloproteina glo-
bular compacta ligada ao d4tomo de célcio, e se apresenta em solu¢ao como um
elipsdide alongado na diregdo de seu eixo maior, com dimensdes de (2,5 x 3,7 x
3,2) nm. Ela consiste em 26 % de a-hélice, 14 % de estruturas-3, e 60 % de

estrutura ndo ordenada (FOX e McSWEENEY, 1998).
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1
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Fal
Wal —-Ser —Leu-Pro —Glu-Trp - Val -Cys —Thr— Thr —Phe —His - Thr —Ser - Gly - Tyr -Asp-Thr - Glu-Ala-

41
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H

B1
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lle = Asn-Tyr =Trp -Leu- Ala - His —Lys - Ala -Leu-Cys-Ser -Glu -Lys —-Leu-Asp-GIn -Trp -Leu-Cys-

[

121 123
Glu-Lys -Leu-0OH

Figura 1. Estrutura primdria da a-lactoalbumina, mostrando ligagdes dissulfeto (li-
nhas) e a substituicdo de aminodcidos para diferentes variantes genéticas (adaptado

de FOX e McCSWEENEY, 1998).

A Figura 2 representa um modelo de fitas da a-La bovina, mostrando, no
centro da imagem, o 4dtomo de calcio. A a-La apresenta forte habilidade de

ligacdo ao ion cdlcio. A temperatura ambiente e na auséncia de célcio, a es-



trutura tercidria da a-La estd parcialmente desdobrada, e grupos hidrofébicos
do interior da proteina se tornam acessiveis ao seu meio externo. Na presenca
de célcio, o estado nativo da proteina é recuperado e o interior hidrofébico se
torna novamente inacessivel (NOPPE et al., 1999). Muitas sdo as proprieda-
des funcionais associadas a a-La, e entre elas, CHATTERTON et al. (2006) e
MEZZAROBA et al. (2006) citam as seguintes:

- Propriedades anti-carcinogénicas e antimicrobianas,

- Reducdo do estado de estresse e efeito hipocolesterolémico,

- Efeito contraceptivo (aplicagdo farmacolégica) (SHUR, 1985)

- Importantes fun¢des metabdlicas e fisioldgicas.

Figura 2: Estrutura tercidria da a-lactoalbumina bovina gerada a partir da analise por
dispersdo de Raios-X, mostrando, em azul os dominios-c, em verde os dominios-{3,

em laranja o fon Ca™™ e, em preto, as ligagdes dissulfeto. (TROULLIER et al., 2000).



2.2.2 -LACTOGLOBULINA.

A [3-Lg é a proteina presente em maior quantidade no soro de leite, represen-
tando cerca de 50 % (m/m) do total das proteinas do soro e até 12 % (m/m) das
proteinas presentes no leite (FOX e McCSWEENEY, 1998). Assim, suas proprie-
dades tendem a dominar as propriedades das formulacdes alimenticias elaboradas
a partir do soro de leite (PIETER et al., 2006).

A [-Lg é uma proteina globular tipica. Tem sido estudada extensivamente
e é muito bem caracterizada. Sua solubilidade depende fortemente do pH e da
forca i6nica do meio, e suas estruturas secundarias e tercidrias (Figura 3) sdo
bem conhecidas (PIETER et al., 2006).

A [3-Lg é a principal proteina do soro no leite em bovinos, ovinos, caprinos e
bubalinos, embora apresente pequenas diferencas quando se compara a 3-Lg de
diferentes espécies. Ha alguns anos, acreditava-se que a [3-Lg estivesse presente
apenas no leite de ruminantes, mas agora ja se sabe que sua presenca ocorre
também no leite de suinos, égua, canguru, golfinho e manati !, entre outros. A
(-Lg, contudo, ndo ocorre no leite de humanos, ratos, camundongos ou porco
da guiné. Nestes, a a-La é, portanto, a principal proteina do soro (PIETER et
al., 2006).

Quatro variantes genéticas da (3-Lg tém sido identificadas no leite bovino.
S3o as variantes A, B, C e D, respectivamente. A quinta variante, que contém
carboidrato, foi identificada em bovinos oriundos da Austrdlia (PIETER et al.,
2006).

A [(3-Lg é rica em aminodcidos sulfurados, o que a confere um elevado valor

bioldgico (Valor Bioldgico de 110). Ela contém cistina e cisteina, e o seu ponto

! Animal mamifero (Trichechus mamatus), com cor e aspecto geral do peixe-boi, pre-
sente nas Antilhas, costa da Venezuela e Guianas, até o litoral do PA. (Fonte: Diciondrio

Aurélio da Lingua Portuguesa, 2004)
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isoelétrico é 5,2. A cisteina é importante porque ela reage e forma ligacGes
dissulfeto com a k-caseina, afetando a coagulacdo do leite na formac3do do queijo.
Também é reconhecida por conferir ao leite o aroma caracteristico de "leite
pasteurizado”, apds o seu processo de pasteurizagdo (PIETER et al., 2006).

A estrutura primaria da (-Lg consiste de 162 residuos de aminoacidos por
mondomero, e sua estrutura secunddria, quando estudada na faixa de pH de 2
a 6, apresenta 10-15 % de a-hélice, 43 % de folha-3 e 47 % de estrutura n3o
ordenada. A estrutura tercidria da 3-Lg foi estudada por cristalografia (Raios-X),
e se mostra como uma proteina globular muito compacta (PIETER et al., 2006).

CHATTERTON et al. (2006), atribuem a (3-Lg algumas propriedades funci-
onais, entre as quais pode-se destacar:

- Excelentes caracteristicas de formacdo de gel e espuma para aplicagbes na
industria alimenticia e farmacéutica,

- Atividade antimicrobiana, antiviral e anticarcinogénica,

- Inibicdo nos processos de adesdo microbiana, prevenindo a colonizacdo de
patdégenos quando nos estagios iniciais da infeccao,

- Efeito hipocolesterolémico,

- Atua de modo a promover o transporte de substratos hidrofébicos, como o
retinol, em nivel intestinal, facilitando o seu metabolismo, entre outras.

A [(-Lg, porém, devido ao fato de n3o estar presente no leite humano, é
apontada como potencial fonte de alergias em criangas, e isso ocorre quando

se faz o consumo de alimentos elaborados com leite, soro ou algum de seus

derivados contendo essa molécula, (GARCIIA et al., 1998 e WOOD, 2007).
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A Figura 3 é uma representacdo esquematica da estrutura terciaria da §-Lg.

Figura 3: Representacdo esquemdtica da estrutura tercidria da [-lactoglobulina.

(Fonte: FOX e McSWEENEY, 1998)

2.3. PROPRIEDADES E FRACIONAMENTO DAS PROTEINAS.

Muitas sdo as técnicas que podem ser empregadas para recuperar e purificar
as proteinas presentes no soro de leite e em outros materiais. Nos ultimos anos,
um grande nimero de métodos utilizados para purificar substancias de origem
biolégica tém se tornado disponivel. Os mais importantes métodos e tecnolo-
gias utilizados para grandes moléculas, polipeptideos e particularmente proteinas,
compreendem (ARMAREGO e CHAI, 2003):

- Centrifugacao,

- Complexacdo (DeWIT e BRONTS, 1995),

- Cromatografia de afinidade,

- Cromatografias utilizando matrizes de troca i6nica e hidroxilapatita,
- Cristalizacdo, entre outras. - Didlise,

- Filtracdo em gel de agarose e em gel de poliacrilamida,

12



- Precipitacao,

- Ultrafiltracao,

Estes métodos e tecnologias podem ser utilizados isoladamente ou em con-

junto, e estdo devidamente descritos e exemplificados em literaturas técnicas,

como em DEUTSCHER (1990).

2.3.1. PRECIPITACAO E SOLUBILIDADE DAS PROTEINAS.

As propriedades funcionais das proteinas sdo frequentemente influenciadas
pela sua solubilidade, tais como a viscosidade, capacidade de formac3o de es-
puma, capacidade de emulsificacao, e formacao de gel, entre outras. Proteinas
insoltveis tém aplicagdo muito limitada para uso no preparo de alimentos.

Segundo FENNEMA (1996), a solubilidade de uma proteina é a manifestagdo
termodinamica do equilibrio das interacdoes entre proteina-proteina, proteina-

solvente e solvente-solvente, conforme representado pela Equacao 1.
Proteina-Proteina 4 Solvente-Solvente < Proteina-Solvente (1)

As principais interacdes que influenciam as caracteristicas de solubilidade de
proteinas s3o de natureza hidrofébica e eletrostdtica. Interacdes hidrofébicas
promovem interacoes proteina-proteina e resultam na reducdo da solubilidade,
enquanto que interacoes eletrostaticas promovem interacGes entre a proteina e
a agua, resultando no aumento da solubilidade. A exemplo, residuos i6nicos
introduzem dois tipos de forcas repulsivas entre as moléculas da proteina em
solucdo, favorecendo a solubilizacdo das mesmas. A primeira envolve repulsio
eletrostatica entre as moléculas de proteina, pela presenca de carga liquida po-
sitiva ou negativa em qualquer pH diferente daquele no ponto isoelétrico. A

segunda envolve a repulsdo entre as camadas de hidratacao ao redor dos grupos
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ionicos.

BIGELOW (1967), citado por FENNEMA (1996), propds que a solubilidade
de uma proteina esta fundamentalmente relacionada com a hidrofobicidade média
dos residuos de aminodcidos e a frequiéncia de carga. A hidrofobicidade média
(Equagdo 2) é definida como:

Ag=7Y <%> (2)

n

onde Ag é a hidrofobicidade de cada cadeia lateral de residuos de aminodcidos,

residuo
e n é o ndmero total de residuos na proteina. A freqiiéncia de carga (Equagdo 3)
é definida como:

(nt +n7)

o= (3)

onde n™ e n~ sdo o nimero total de residuos carregados positiva e negativa-
mente, respectivamente, e n é o nimero total de residuos. De acordo com BIGE-
LOW (1967), quanto menor a hidrofobicidade média e quanto maior a freqiiéncia
de carga, maior sera a solubilidade da proteina em solugdo.

Embora esta correlacdo empirica seja verdadeira para muitas das proteinas,
ela ndo é absoluta. A abordagem de BIGELOW (1967) é incompleta visto que a
solubilidade de uma proteina é ditada pelos carateres hidrofilico e hidrofébico da
superficie da proteina que estd em contato com a agua presente na vizinhanca,
ao invés de ser a hidrofobicidade média e a frequéncia de carga da molécula,
como um todo.

Segundo FENNEMA (1996), baseado nas caracteristicas de solubilidade, as
proteinas sao classificadas em quatro categorias:
- Albuminas: proteinas que sdo soltveis em dgua, em pH 6,6 (ex: albuminas do
soro, ovoalbumina e a-lactoalbumina);

- Globulinas: proteinas soliveis em solu¢des diluidas de sal, no pH 7,0 (ex:
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glicinina, faseolina e [-lactoglobulina);
- Glutelinas: sdo aquelas soltveis apenas em solug¢des acidas (pH 2,0) e alcalinas
(pH 12), (ex: glutelinas do trigo);
- Prolaminas: sdo aquelas soltveis em etanol 70 % (ex: gliadinas).
Tanto as prolaminas quanto as glutelinas s3o proteinas altamente hidrofdbicas.
Em adicdo a essas propriedades fisico-quimicas intrinsecas, a solubilidade é in-
fluenciada por diversas condi¢coes da solucao, como pH, forca ionica, temperatura

e a presenca de solventes organicos.

2.3.2. pH, TEMPERATURA E SOLUBILIDADE DAS PROTEINAS.

Em valores de pH abaixo e acima do pH isoelétrico as proteinas mantém uma
carga liquida positiva ou negativa, respectivamente. A repulsdo eletrostatica
e a hidratacdo dos residuos carregados promovem a solubilizacdo da proteina.
Quando, em um gréfico, a solubilidade é plotada em fun¢do do pH (Figura 4),
muitas proteinas exibem uma curva em forma de "U". A solubilidade minima
ocorre em torno do pH isoelétrico das proteinas. A maioria das proteinas encon-
tradas em alimentos exibem uma solubilidade minima na faixa de pH que vai de
4 a 5 (pH isoelétrico), e solubilidade maxima em pH alcalino (FENNEMA, 1996).

A ocorréncia de solubilidade minima no ponto isoelétrico se deve primaria-
mente a falta de repulsdo eletrostatica liquida, que promove agregacdo e preci-
pitacdo via interacoes hidrofébicas. Algumas proteinas alimenticias, como a (3-Lg
(pl 5,2) e BSA (pl 5,3) sdo altamente soltiveis em seu pH isoelétrico. Isso ocorre
porque essas proteinas apresentam uma grande proporcao de residuos hidrofilicos
em sua superficie em relagdo aos residuos hidrofébicos ali presentes (FENNEMA,
1996). Deve-se lembrar, porém, que muito embora uma proteina esteja com
carga liquida igual a zero em seu ponto isoelétrico, ela ainda possui cargas, mas

a quantidade de cargas negativas e positivas em sua superficie s3o, em médulo,
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iguais. Se a hidrofilicidade e as forcas de repulsio na camada de hidratacao,
que podem surgir a partir desses residuos carregados, forem maiores do que as
interacoes hidrofébicas proteina-proteina, entdo a proteina permanecera solivel
em seu ponto isoelétrico.

Visto que muitas proteinas sdo altamente soldveis em pH alcalino (pH 8 a 9),
a extracao de proteinas de origem vegetal, tais como aquelas presentes no farelo
de soja (ARAUJO, 2004), é feita nessa faixa de pH, e a proteina serd recuperada

promovendo sua precipitacao exatamente em seu ponto isoelétrico.
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Figura 4: Solubilidade da proteina em fun¢do do pH (adaptado de ARAUJO, 2004)
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Em pH e forgca idnica constantes, a solubilidade da maioria das proteinas
geralmente aumenta com a temperatura entre (0 e 40) °C. Excegbes ocorrem
com proteinas altamente hidrofdbicas, tais como a -caseina e algumas proteinas

de cereais, que exibem uma correlacdo negativa com a temperatura.

2.3.3. COMPLEXACAO DE iONS COM AGENTES QUELANTES.

Segundo o Dicionario de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, do International
Food Information Service (IFIS, 2005), um agente quelante é uma substincia
que forma uma unido estdvel com ions metdlicos livres presentes em um meio, e
que pode ser utilizado em alimentos para ajudar a controlar reacoes que ocorrem
entre tracos de metais e outros componentes desse alimento.

Nestes casos, os agentes quelantes seqliestram ions metélicos (e por isso
sdo também denominados " seqiiestrantes” ) prevenindo, por exemplo, a oxidagdo
lipidica catalisada por eles. Atuam reprimindo a cristalizacao indesejada e a perda
de qualidade nutricional, em uma variedade de alimentos.

Entre os agentes quimicos quelantes citados neste dicionario para uso em
alimentos est3o:

- Acido Tartarico;

- Citrato de Sédio e Acido Citrico;

- Dextrinas e ciclodextrinas; - EDTA (4cido etilenodiaminotetracético);
- Glucona-é-lactona;

- Tartarato de sddio e célcio:

O 4cido latico, embora seja considerado por alguns autores como comple-
xante (LUCENA et al., 2006 e 2007), ndo aparece citado em outras literaturas
consultadas com essa funcao. Algumas das funcdes atribuidas ao 4cido latico,

citadas por outros autores, estao apresentadas a seguir:
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- Acidulante e conservante (IFIS, 2005);

- Agente realcador de flavour, humectante, agente de controle de pH, acidificante
(Committee on Food Chemicals Codex, 2004);

- Acidulante e agente real¢cador de flavour (SMITH e HONG-SHUM, 2003).

2.4. COMBINACAO DE TECNICAS PARA RECUPERAR PROTEINAS.

Estudos tém mostrado que a combinacdo de diferentes metodologias de re-
cuperacao de proteinas pode ser a chave para se obter bons resultados no fraci-
onamento das proteinas do soro (LUCENA et al., 2007).

Neste trabalho procedeu-se a combinacao de duas das técnicas utilizadas na
recuperacao de proteinas: o abaixamento do pH, para promover o enfraqueci-
mento das liga¢des entre o cdlcio e a a-La, e a complexagao desse ion com um
complexante.

A a-La é uma metaloproteina, e ela se liga ao dtomo de célcio (Figura 5) na
proporcdo de um fon C'a** para cada molécula de proteina (FOX e McSWEENEY,
1998). O ion célcio permanece, entdo, no interior de uma estrutura tridimensional
empacotada, ligado a quatro residuos de Aspartato (Asp - aminoacido com grupo
lateral carregado negativamente). Esses residuos sdo altamente conservados em
todas as moléculas de a-La e lisozima. A a-La, quando associada ao célcio, é
bastante estavel termicamente (das proteinas do soro, é a mais termoestavel),
porém, quando o pH é reduzido para valores inferiores a cinco (pH < 5), os

residuos de Asp se tornam protonados, e perdem sua capacidade de se ligar ao

Ca** (FOX e McCSWEENEY, 1998).
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Na temperatura ambiente e na auséncia de Ca®", a estrutura tercidria da a-
La se torna parcialmente desdobrada, e grupos hidrofdbicos do interior da proteina
tornam-se acessiveis ao meio externo, e a a-La torna-se, nestas condicdes, in-
solivel (NOPPE et al., 1999). Com a nova adi¢do de fons Ca®", a estrutura
nativa da proteina é novamente recuperada e os grupos hidrofébicos anterior-
mente expostos se realocam novamente para o interior da proteina e ela se torna

novamente soldvel (ALOMIRAH e ALLI, 2004).
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Figura 5: Representacdo esquematica das ligacGes do dtomo de célcio no interior da

a-La (adaptado de FOX e McSWEENEY, 1998).
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Em um trabalho desenvolvido por FOX e McSWEENEY (1998), o precipitado
(fragdo rica em a-La) obtido pela complexa¢do dos ions célcio e em condi¢des de
baixo pH, foi submetido a centrifugacao, ocorrendo a separacdo do sobrenadante,
rico em [3-Lg.

A a-La e a (-Lg apresentam, portanto, caracteristicas fisico-quimicas dife-
rentes, o que permite sua separacao combinando a adicdo de acido e a remocao
do ifon célcio, presente na a-La, pela adicao de um agente complexante.

Neste trabalho o objetivo principal foi o de avaliar a combinacao dos trata-
mentos que permitisse obter de forma otimizada duas fracGes, uma rica em a-La
e uma rica em (3-Lg, a partir do WPI, sob a forma de precipitado e sobrenadante,

respectivamente.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Processos de Separacio
(LPS) do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de
Vicosa, MG.

3.1. AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS NA MATERIA-PRIMA.

Neste trabalho foi utilizado como matéria-prima o isolado protéico de soro
de leite (WPI), produzido pela Davisco Foods International Inc.(USA), da marca
BiPRO®. Este produto foi adquirido em um pacote de 15 kg, sob a forma de pé.
Da embalagem foi coletada, em um béquer, uma amostra de aproximadamente
900 g, que permaneceu em estufa a 45 °C, por cerca de uma semana, até peso
constante. Essa quantidade recebeu o nome de estoque de WPI. Do estoque
de WPI, foram coletadas trés amostras individuais, sendo que cada amostra foi
retirada de uma zona ou ponto diferente no interior do béquer.

Cada uma das amostras foi submetida a andlise da concentracdo de proteina
pelo método de Kjeldahl, conforme descrito pelo Committee on Food Chemicals
Codex, 2004, com N x 6,38.

Em um béquer de vidro de capacidade de 100 ml, aproximadamente 15 g
de WPI foram pesados acuradamente em uma balanca analitica (Denver Instru-
ments, USA) e aproximadamente 80 ml de dgua (Sistema MilliQ®, MilliPore)
foi adicionado ao béquer, e este deixado em repouso para a solubilizacdo das
proteinas. Decorrido um periodo de 6 horas, o WPI, que se encontrava completa-
mente solubilizado, foi transferido quantitativamente para um baldao volumétrico
de 250 ml. O volume do baldo foi completado com dgua MilliQ®, em seguida o
baldo foi tampado e agitado suavemente (evitando a formacg3o de bolhas). Esse

baldo foi identificado como Baldo 1.
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Do Baldo 1 foi coletada uma aliquota de 25 ml, em pipeta volumétrica, a
qual foi transferida para um outro baldo de 250 ml, identificado como Baldo 2.
Este dltimo baldo teve seu volume completado com dgua MilliQ®, foi tampado,
e agitado suavemente. Uma amostra de aproximadamente 1 ml do Baldo 2 foi
filtrada em membrana, de didmetro de poro de 0,45 um e submetida a andlise em
HPLC (Shimadzu, Jap&o) para quantificagdo das proteinas. As andlises foram

feitas em quatro repeticOes e a separacao foi feita por fase reversa.

3.2. DESIGN EXPERIMENTAL.

Antes que o experimento fosse efetivamente inicializado, foram feitas varias
simulacBes e cendrios computacionais utilizando-se o pacote estatistico SAS®.

O médulo utilizado para as simulages do experimento foi 0 SAS/ADX® (In-
terface for Design of Experiments), que permitiu propor um design experimental
capaz de testar as interacOes principais e analisar graficamente as possiveis in-
teracOes secunddrias entre os fatores em estudo.

Uma das vantagens desse médulo (ADX) é que ele permitiu estabelecer uma
funcao-objetivo que foi utilizada para promover otimizagdo nos resultados finais,
apontando a melhor combinagao de tratamentos, de modo a maximizar a recu-
peracdo da a-La e minimizar a presenca da (-Lg no precipitado, e, de modo
analogo, para o sobrenadante, permitiu maximizar a recuperagao de 3-Lg e mi-
nimizar a recuperacao de a-La, tudo isso levando em consideracdo que o design
deveria apresentar o nimero minimo (porém, necessario) de experimentos, de
modo a se obter resultados corretos, e reduzir o tempo de analise, bem como o
tempo de ocupacao dos equipamentos e, conseqiientemente, os custos envolvidos
nas andlises.

As varidveis de resposta deste experimento estdo apresentadas na Tabela 2.

Os Fatores e seus Niveis, testados neste experimento com o objetivo de obter
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Tabela 2: Variaveis de Resposta do Experimento

Variavel de Resposta | Descricao

REC_ALFA Percentual de Recuperacao da a-La
REC_BETA Percentual de Recuperacao da §-Lg

as condicOes que otimizam a recuperacao da a-La no precipitado, e a recuperacao

de (-Lg no sobrenadante dos tratamentos, estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Fatores e Niveis avaliados no experimento

Fator Descrigao Baixo Central | Alto
TEMPO Tempo de Agitacao (min) 30 45 60
TEMPER | Temperatura (°C). 25 35 45

pH Valor de pH ajustado com &cido. | 3,9 4,2 4.5
CONCWPI | Concentragao % (m/m) de WPI. | 9 10,5 12
COMPLEX | Tipo de Complexante. Citrato® | — Lactato™**

* Citrato de sédio tribdsico ** Lactato de sédio

As variaveis de resposta foram avaliadas tanto para o precipitado quanto para
o sobrenadante.

O design experimental gerado pelo SAS®, e adotado neste trabalho, é um
experimento fatorial 1/4 fracionado, de dois niveis, resolucdo igual a trés, e estd
reproduzido na Tabela 4. Essa classe de experimento tem seu uso recomendado
para investigacoes exploratdrias, quando se deseja avaliar apenas as interacoes
principais entre os fatores em estudo. E apropriado para quando ha um ndmero
grande de fatores e quando é desejavel que se tenha um nimero minimo de

experimentos.
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Tabela 4: Design Experimental - Fatorial Fracionado 1/4

Trat. | Rep. || TEMPO | TEMPER | PH | CONCWPT* | COMPLEX**
1 1 30 25 3,9 | 12 Lactato
1 2 30 25 3,9 | 12 Lactato
2 1 60 25 39 19 Citrato
2 2 60 25 39 19 Citrato
3 1 30 45 39 19 Lactato
3 2 30 45 39 9 Lactato
4 1 60 45 3,9 | 12 Citrato
4 2 60 45 3,9 | 12 Citrato
5 1 30 25 4,5 | 12 Citrato
5 2 30 25 4,5 |12 Citrato
6 1 60 25 45 19 Lactato
6 2 60 25 45 19 Lactato
7 1 30 45 45 19 Citrato
7 2 30 45 4519 Citrato
8 1 60 45 4,5 | 12 Lactato
8 2 60 45 4,5 | 12 Lactato

* Em % (m/m) ** Lactato de sddio e Citrato de sédio tribasico

3.3. DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL.

O citrato de sddio tribasico e o lactato de sédio foram utilizados com a finali-
dade de complexar o célcio presente no interior da molécula de a-La. A pesagem
do WPI e do complexante, para cada tratamento, foi feita, a partir do estoque
de WPI, em béquer de vidro com capacidade para 80 ml. Ambos foram pesados
no mesmo béquer.

A quantidade de complexante a ser pesada foi definida com base na sugestao
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de ALOMIRAH e ALLI (2004) e foi de 0, 15 moles L™! para todos os tratamentos.
Portanto, a massa de complexante foi de (1,9355+0,0005) g para os tratamentos
utilizando o citrato de sédio tribdsico, e de (1,6809+0,0005) g, para os trata-
mentos utilizando o lactato de sédio. Apds a pesagem, aproximadamente 40ml
de dgua MilliQ® foram adicionados ao béquer contendo o WPI e o complexante.
O béquer foi coberto com filme de PVC e deixado em repouso, por cerca de 2 a
4 horas, em temperatura de aproximadamente 5 °C, para haver a hidradac3o das
proteinas presentes, solubilizacdo parcial do WPI e evitar a formac3o de bolhas.
A temperatura de geladeira foi utilizada para retardar a acdo deterioradora de
microrganismos.

Apds a solubilizagdo do WPI, o sistema foi deixado sob agitacao suave em
agitador magnético. O contetido do béquer foi acidificado com solu¢ao de acido
citrico ou latico, na concentracdo de 3 moles Litro~! (de acordo com o trata-
mento), com o uso de pipeta de Pasteur. O valor do pH foi constantemente
monitorado com o pHmetro (MB-10, Marte Ind. e Com. Ltda), até alcangar o
valor de pH estabelecido para o tratamento, quando a agita¢do foi desligada e
o conteddo do béquer (= 45 ml) foi transferido quantitativa e cuidadosamente
para um baldo volumétrico de 50 ml, o volume foi completado com solu¢ao acida,
feita com o mesmo acido utilizado no referido tratamento, e no mesmo valor de
pH do tratamento.

Em seguida foram coletadas duas aliquotas de 2 ml cada, utilizando uma
pipeta volumétrica devidamente calibrada com dgua MilliQ®, e as aliquotas foram
transferidas para um microtubo (tubo Eppendorf®) com capacidade para 2 ml.

Os dois tubos foram fechados, identificados (R;, Repeticdo 1 e R, Repeticdo
2), e agitados em um agitador de tubos montado no interior de uma estufa BOD,
na temperatura do tratamento, denominada temperatura de processo. O tempo

de agitacdo e a temperatura da estufa foram continuamente monitorados.
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Transcorrido o tempo de agitacdo, os tubos foram transferidos para uma mi-
crocentrifuga (Force7®, LabNet) e submetidos a um gradiente de centrifugacio

crescente (Tabela 5).

Tabela 5: Gradiente de Centrifugacao

Equivalente em ¢g | Tempo (min.)
300 2
600 2
1.800 4
7.200 12

Segundo LUCENA et al. (2006), apés a acidificacdo, parte da [-Lg é co-
precipitada com a a-La. Alguns autores, como DeWIT e BRONTS (1995), su-
gerem que, apos a adicdo do agente seqiiestrante do ion calcio e a acidificacdo, o
sistema deve permanecer em repouso, para que a a-La se sedimente lentamente,
deixando a 3-Lg em solucdo, €, assim, arraste consigo uma quantidade minima
dessa proteina, considerada contaminante. Por esse motivo foi proposto e utili-
zado neste experimento um gradiente de centrifugacao que teve como objetivo
reduzir, a0 minimo, a co-precipita¢dao da (-Lg.

O sobrenadante (supostamente rico em [3-Lg) foi transferido para um tubo
graduado de centrifuga com capacidade para 15 ml, e o seu volume completado
até a marca de 10 ml com solugdo de NaCl 7 %. O tubo de centrifuga foi
fechado, agitado em um agitador elétrico para tubos, e centrifugado a 4.500 x
g, por 15 minutos, com o objetivo de lavar o sobrenadante com solucdo salina,
visto que a [-Lg é solivel em solucdo de cloreto de sédio em baixas e moderadas
concentracdes, e outras proteinas presentes no sobrenadante seriam eliminadas
sob a forma de precipitado.

Ap6s a centrifugacdo, transferiu-se o sobrenadante para um balao volumétrico
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de 50 ml cujo menisco foi ajustado com agua acidificada, no mesmo pH de
trabalho. Apds completar o volume, a solugdo foi homogeneizada, uma aliquota
de 2 ml retirada, filtrada em membrana MilliPore® de 0,45 Jm, e a concentragao
das proteinas a-La e (-Lg foi analisada por cromatografia de fase reversa, em
coluna C18, em HPLC.

O precipitado (supostamente rico em «a-La) foi triturado mecanicamente com
o auxilio de uma haste de aco, transferido quantitativamente para um tubo gra-
duado de centrifuga, com capacidade para 15 ml, e o seu volume foi completado
até a marca de 10 ml com solucdo de NaCl 7 %. Ao ser transferido do tubo
Eppendorf® para o tubo de centrifuga, o tubo Eppendorf® foi exaustivamente
lavado com solucao de NaCl para garantir a total transferéncia do precipitado, e
as aguas da lavagem foram juntadas ao precipitado que ja havia sido transferido
para o tubo de centrifuga.

O tubo de centrifuga foi fechado, agitado em um agitador elétrico para tubos,
e submetido a centrifugacao de 4.500 x g por 15 minutos.

Esse procedimento teve como objetivo promover uma lavagem do precipitado,
removendo proteinas solliveis em solu¢do salina. O precipitado era supostamente
constituido por a-La, visto que ela ndo é soldvel em NaCl 7 %

Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, e o precipitado res-
suspendido em solucao de CaCly na concentracdo de 0,1 molar, previamente
preparada, filtrada e mantida sob refrigeracdo. O processo de ressuspensdo do
precipitado foi realizado em um béquer de vidro, com capacidade para 50 ml, e
feito sob agitacdo, usando um pequeno agitador magnético (=~ 1 cm de com-
primento). Durante a ressuspensdo, o pH foi monitorado por um pHmetro de
bancada (MB-10, Marte Ind. Com. Ltda.) e o seu valor final corrigido para 7,5
com NaOH 0,1 moles Litro~!. O volume final presente no béquer, apds o ajuste

do pH era de aproximadamente 45 ml.
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O precipitado, ressuspendido em solu¢do de CaCl, e com o pH corrigido para
7,5, foi transferido para um tubo de centrifuga com capacidade para 50 ml. Em
seguida, esse tubo foi submetido a centrifugacdo de 4.500 x g por 15 minutos.

Decorridos os 15 minutos de centrifugacdo, o tubo foi retirado da centrifuga
e o precipitado descartado.

Transferiu-se o sobrenadante para um baldo volumétrico de 50 ml cujo me-
nisco era ajustado com agua MilliQ®. O pH final esperado para a solugdo contida
no baldo, estava entre 7,0 e 7,5, valor verificado com o pHmetro em cada re-
peticao e em todos os tratamentos.

Apds completar o volume, tampou-se o baldo com filme de PVC, homogene-
izou-se o seu conteldo, e retirou-se uma aliquota de 2 ml, a qual era filtrada em
membrana MilliPore® de 0,45 um, e a concentracdo de a-La e [3-Lg analisada

em um HPLC, por cromatografia liquida de fase reversa em coluna C18.

3.4. ANALISE CROMATOGRAFICA.

A andlise das proteinas a-La e (3-Lg foi realizada por cromatografia liquida
de alto desempenho (HPLC), utilizando-se um cromatégrafo Shimadzu® (mo-
delo LC-10VP), composto por duas bombas dosadoras analiticas (modelo LC-
10ADVP), autoinjetor para 150 amostras (modelo SIL-10ADVP), detector de
feixe de diodos UV-Visivel (modelo SPD-M10AVP), forno com controle de tem-
peratura da coluna (modelo CTO-10AVP), unidade de controle (modelo SCL-
10AV), coluna C18 (Shim-Pack VP-ODS 150Lx4.6, Shimadzu), coluna de guarda
(modelo CLCG-ODS, 10mm x 4mm) e o software Class—VP vers3o 5.6.

As condigBes analiticas foram (FERREIRA, 2001):

e Fase mével A: Solugdo de NaCl 0,15 Molar, em pH 2,5 (acidificado com

HCL, devidamente filtrada e desgaseificada);
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Fase mével B: Acetonitrila (100 %), devidamente filtrada e desgaseificada;

Vazio da fase mével: 1mimin=!;

Temperatura da coluna: 40 °C;

e Comprimento de onda para detecgdo: 205 nm;

Volume de injecao da amostra: 20 pL;

O gradiente foi programado conforme apresentado na Tabela 6:

Tabela 6: Gradiente descontinuo da Fase Mdvel - RP-C18-HPLC

Concentragoes Iniciais | Concentragoes Finais || Tempo de Duracao (min.)
100 % de A, 0 % de B | 64 % de A, 36 % de B 3
64 % de A, 36 % de B | 45 % de A, 55 % de B 18
45 % de A, 55 % de B | 45 % de A, 55 % de B 2
45 % de A, 55 % de B | 100 % de A, 0 % de B 10

3.5. CURVAS DE CALIBRACAO.

As curvas de calibracao para a a-La e (3-Lg foram construidas a partir de
solucdes feitas com padrdo, grau HPLC, dessas proteinas, respectivamente, em
concentragdes na faixa de (0,33 a 3,51) mgmli~! para a a-La, e 0,294 a 3,508
mgml~! para 3-Lg.

A relacao entre as dreas dos picos dos cromatogramas e a concentracao
das proteinas foi expressa por uma equacgdo linear de primeiro grau, ajustada
aos dados experimentais. O ajuste das curvas foi feito utilizando-se o pacote

estatistico SAS®, através do Proc GLM e Proc Reg.
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O coeficiente de determinagdo (R?) e a dispersdo gréfica dos residuos es-
tudentizados foram critérios utilizados para avaliar a qualidade das curvas de

calibracdo.

3.6. REAGENTES E EQUIPAMENTOS.
3.6.1 REAGENTES E MEMBRANAS.

- Acetonitrila grau HPLC (99,99 % pureza)

- Acido citrico P.A. (99,8 % pureza)

- Acido Cloridrico Fumegante P.A. (99,9 % pureza)

- Acido latico P.A. (85 % pureza)

- Agua MilliQ®

- Citrato de Sédio Anidro Tribdsico P.A. (99,5 % pureza)

- Cloreto de Calcio P.A. (99,9 % pureza)

- Cloreto de Sédio P.A. (99,6 % pureza)

- Isolado Protéico de Soro de Leite (WPI) (Davisco Food Ingredients, Inc., marca
BiPRO®)

- Lactato de Sédio P.A. (50 % pureza)

- Membrana de acetato de celulose com 0,22 pm de didmetro de poro

- NaOH 0,1 Normal (0,1 moles Litro=1)

- Padrdes analiticos, grau HPLC, de a-La e (-Lg, adquiridos da Davisco Food
Ingredients, Inc.

- Solugdes-Tamp3o para calibracdo de pHmetro

Os reagentes analiticos utilizados foram de diferentes marcas, todas de alta

qualidade.
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3.6.2. EQUIPAMENTOS.

- Agitador de tubos tipo Vortex

- Agitador magnético (110 volts)

- Balanga analitica (Denver Instruments, USA)

- Banho de ultra-som (desgaseificador)

- Centrifuga para tubos de 15 ml e de 50 ml - Cromatégrafo HPLC (Shimadzu®)
completo

- Equipamento de purificacdo de dgua MilliQ® (MilliPore®)

- Estufa BOD. (EletroLab)

- Microcentrifuga (Force7®, LabNet)

(Eppendorf®)

- pHmetro de bancada

- Pipeta automdtica 1,0 ml

- Sistema de filtragdo a vicuo + bomba de vacuo (Supelco®)

- Tubos Eppendorf® de 2 ml
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO.

4.1. PRECIPITACAO ACIDA.

O experimento envolvendo a precipitagdo acida e a complexagcdo do calcio
foi realizado em etapas. Na primeira etapa buscou-se avaliar o teor de proteina
e a quantidade de a-La e [3-Lg presente na matéria-prima, o WPI. Em seguida
foram feitos os tratamentos, seguindo o design experimental, descrito na secao
3.2., em que precipitado e sobrenadante foram analisados separadamente. Os

resultados serdo apresentados a seguir, seguindo esta ordem.

4.1.1. CONCENTRACOES DE PROTEINA TOTAL, DE o-LA E 3-LG NO WPI.

Feito em trés repeticdes, o teor de proteinas totais encontrado no WPI foi de
(86,1540, 08) %. A quantificacdo de a-La e 3-Lg no WPI, foi feita em quatro
repeticoes, como descrito na secdo 3.1. A massa de WPI e as areas dos croma-
togramas, obtidas por integracdo dos picos feita pelo software do cromatdgrafo,

sao apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7: Resultado da analise cromatografica do WPI

Repeticao || Massa de WPI (g) Area da a-La | Area da -Lg
1 15,0002 21979044 67627720
2 14,9999 18190040 56797821
3 14,9999 22155367 65386592
4 14,9997 23900588 70239572




4.1.1.1. CURVAS DE CALIBRACAO DA o-LA E 3-LG.

A ANOVA e os parametros intercepto e coeficiente angular da equagdo de re-
gressdo, bem como os intervalos de confianca desses parametros para a a-La,

obtidos como relatério de saida do SAS®, est3o apresentados a seguir:

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value Pr > F
Model 1 5.012398E15 ©5.012398E15 612.23 <.0001
Error 10 8.187179E13 8.187179E12

Corrected Total 11 5.09427E15
Root MSE 2861325 R-Square 0.9839
Dependent Mean 39244463 Adj R-Sq 0.9823
Coeff Var 7.29103
Parameter Estimates
Parameter Standard
Variable DF Estimate FError t Value Pr > |t
Intercept 1 4634021 1624460 2.85 0.0172
Conc 1 18789599 759385 24.74 <.0001
Parameter Estimates
Variable DF 95% Confidence Limits
Intercept 1 1014499 8253543
Conc 1 17097585 20481614

Figura 6: Anova da curva de calibracao da a-La
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A ANOVA e os parametros intercepto e coeficiente angular da equacao de
regressao, bem como os intervalos de confianca desses parametros para a 3-Lg,

obtidos como relatério de saida do SAS®, est3o apresentados a seguir:

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value Pr > F
Model 1 6.423398E15 6.423398E15 5689.72 <.0001
Error 14 1.580528E13 1.128949E12

Corrected Total 15 6.439203E15
Root MSE 1062520 R-Square 0.9975
Dependent Mean 33429709 Adj R-Sq 0.9974
Coeff Var 3.17837
Parameter Estimates
Parameter Standard
Variable DF Estimate FError t Value Pr > |t
Intercept 1 678074 509006 1.33 0.2041
Conc 1 17773238 235625 75.43 <.0001
Parameter Estimates
Variable DF 95% Confidence Limits
Intercept 1 -413635 1769783
Conc 1 17267873 18278604

Figura 7: Anova da curva de calibracao da (-Lg
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A equacio de regressio (Equacdo 4) para a a-La, fornecida pelo SAS® é:
A = 4634021 + 18789599 C' (4)

onde A é a drea do pico da a-La, obtida a partir da integracao numérica a
205 nm, e C é a respectiva concentracdo, em mgml—!

Nos calculos feitos com os valores de area apresentados na Tabela 7, con-
siderou-se o intervalo de confianga dos pardmetros da Equagdo 4 (a 95 % de
probabilidade), e o fator de dilui¢do das amostras (1:2500), verificou-se que o

WPI contém (15,1743, 55) % de a-La.
A equacdo de regressio (Equacdo 5) para a (-Lg, fornecida pelo SAS® é:
A =678074+ 17773238 C (5)

Nesta equagao, A é a area do pico da (3-Lg, obtida a partir da integracao
numérica a 205 nm, e C' € a respectiva concentracdo, em mgml ="

De modo analogo ao que foi feito para a a-La, foram considerados os dados
ta Tabela 7, o intervalo de confianca dos pardmetros da equagdo (a 95 % de
probabilidade), e o fator de dilui¢do das amostras (1:2500), onde verificou-se que
o WPI contém (60,42+5,79) % de (-Lg.

Na Figura 8 pode-se ver o cromatograma da primeira repeticao, obtido ao se
analisar o WPI para determinar o seus teores de a-La e de 3-Lg, respectivamente.

O primeiro pico, no centro da imagem e a esquerda (Tr = 14,981 min.),
corresponde ao sinal registrado pelo detector para a a-La, e o segundo pico, a
sua direita, (Tr = 16,840 min.) corresponde ao sinal registrado pelo detector

para a -Lg em fungao do tempo.
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O pico da (3-Lg apresenta um duplo dpice caracteristico, representando, da

esquerda para a direita, as suas variantes genéticas A e B, respectivamente

(FERREIRA, 2001).
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Figura 8: Perfil cromatografico de fase reversa em coluna C18-HPLC da dispersdo do

WPI em Agua. Diluicio: 1:2500

4.1.2 AVALIACAO DO GRADIENTE DE CENTRIFUGACAO UTILIZADO.

Foi utilizado um gradiente de centrifugacdo, conforme descrito na secdo 3.3.,
com a finalidade de simular uma sedimentagdo suave (por repouso) da a-La,
reduzindo, assim, a incidéncia de co-precipitacdo de (3-Lg no precipitado.

Para avaliar o efeito do gradiente de centrifugacao, foi escolhido, ao acaso,
um dos tratamentos (Trat. 5, Rep. 1), que foi repetido e analisado duas vezes.
Para a primeira andlise, o tratamento foi realizado utilizando o gradiente de

centrifugacdo proposto (Tabela 5) e, para a segunda andlise, utilizando apenas
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uma centrifugagdo de 7.200 x g, por 15 minutos (Figura 9).

Da andlise da Figura 9 pode-se entao inferir que o gradiente de centrifugacdo
proposto parece ndo exercer nenhum efeito para evitar, ou mesmo reduzir, a co-
precipitacao da (-Lg junto ao precipitado. Embora o gradiente de centrifugacdo
tenha sido utilizado em todos os tratamentos, a andlise da Figura 9 permite
sugerir a utilizacdo da centrifugacdo de 7.200 x g, por 15 minutos, ao invés do
gradiente de centrifugacdo. Esta dltima pode ser realizada em um menor tempo,
implicando em menor custo, desgaste da centrifuga, menor possibilidade de des-

naturacdo das proteinas decorrente de aquecimento e promovendo os mesmos

resultados.
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Figura 9: Cromatogramas comparativos de co-precipita¢do de 3-Lg, com a utilizagdo
de gradiente de centrifugagdo (curva em vermelho), e sem o gradiente de centrifugagdo

(curva em azul)
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4.1.3. ANALISE DO PRECIPITADO.

A partir das areas dos picos apresentadas pelos cromatogramas, foram calcu-
ladas, por meio das curvas de calibragdo (Equacdes (4) e (5), respectivamente),
as massas de a-La e 3-Lg obtidas sob a forma de precipitado, para cada repeticao,

de cada tratamento, como apresentado na Tabela 8.

Tabela 8: Massas de a-La e (3-Lg obtidas sob a forma de precipitado, e os

respectivos valores percentuais de recuperacao

Massa de Precipitado (g) Recuperacio (%)

Trat. Massa de WPI (g) Alfa Beta Alfa Beta
1 6,0006 1,034 £0,174 0,595 +£0,094 17,240 +£2,894 9,915 £1,567
2 4,5007 0,758 +£0,081 0,337 £0,003 16,844 £1,799 7,486 +0,066
3 4,5007 0,198 +0,026 0,330 +£0,233 4,409 +£0,584 7,339 £5,178
4 5,9997 0,958 0,019 0,449 +0,021 15,962 40,319 7,477 +0,352
5 6,0003 1,012 £0,044 0,748 £0,058 16,859 £0,740 12,458 £0,960
6 4,5004 0,042 0,059 0,249 £0,119 0,933 £1,320 5,535 £2,644
7 4,5006 0,341 40,019 0,194 40,030 7,584 40,415 4,308 40,677
8 5,9999 0,203 0,031 0,210 0,034 3,389 40,515 3,493 40,558

Em seguida foram calculados os valores de Recuperacdo Absoluta Média para
a a-La e para a J-Lg, presentes no precipitado. A Recuperacdo Absoluta Média
foi calculada fazendo-se a razdo entre o percentual médio de recuperacio de a-La
(ou (-Lg) dos tratamentos (Tabela 8) e o percentual médio de a-lactoalbumina
(ou [(-Lg) originalmente presentes no WPI: (15,17+3,55) % para a a-La e
(60,42+5,79) % para a (-Lg, conforme apresentado na pagina 35. Os resul-
tados foram expressos em termos percentuais e estao apresentados na Tabela 9,
e como pode ser observado, em nenhum dos tratamentos, o precipitado obtido
esta isento da presenca da (-Lg.

A Anidlise de Variancia dos dados referentes a Recuperacdo Absoluta Média

de a-La no precipitado estd apresentada na Tabela 10.
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Os valores de probabilidade apresentados na Tabela 10 indicam que todos
os efeitos principais s3o significativos ao nivel de 5 % de probabilidade, ou seja,
todos os fatores em estudo interferem, de alguma forma, na recuperacdo da
a-La.

Para avaliar a ordem de importancia dos fatores em estudo, foi feito, com
base nas suas respectivas Somas de Quadrados, apresentadas pela Andlise de

Varidncia, um diagrama de Pareto (Figura 10).

Effect Estimate Percent Sum of Squares
0 8 16 24 32 40

COMPLEX -54.533
PH 44793
CONCWRPI 41.283
TEMPER -35.798
TEMPO 15625

Figura 10: Diagrama de Pareto para a Soma de Quadrado dos fatores em estudo para

a a-La no precipitado

O diagrama de Pareto mostra que o fator em estudo mais importante na
recuperacao da a-La é o tipo de complexante utilizado. Esse fator responde por
aproximadamente 36,22 % da Soma de Quadrados do modelo, ou seja, 36,22
% da Recuperacdo Absoluta Média da a-La ocorrida no precipitado é devido ao
efeito do tipo de complexante utilizado, o que pode ser claramente observado ao

avaliar-se visualmente os resultados das Tabelas 8 e 9.
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Os demais fatores em estudo seguem uma ordem de importancia decrescente,
onde o mais importante é o tipo de complexante utilizado no estudo (36,22 %
da soma de quadrados total), seguido pelo pH (24,44 %), pela concentracio de
WPI utilizada (20,76 %), pela temperatura do processo (15,61 %), e o fator que
parece exercer o menor efeito, e por isso considerado como o menos importante,
o tempo de agitac3o, que respondeu por apenas 2,97 % da soma de quadrados
total.

Ainda foi possivel avaliar o comportamento dos niveis dos fatores em estudo
e o0 modo como cada um deles parece exercer efeito sobre a varidvel de resposta,
que neste caso, é a Recuperacdo Absoluta Média da a-La no precipitado. Essa
avaliacdo foi feita tomando como base a Figura 11.

A Figura 11 sugere que o tempo de agitacdo apresenta uma correlacao nega-
tiva com a varidvel de resposta, ou seja, um tratamento com tempo de agitacio
de 30 min. pode implicar em recuperacdo sensivelmente maior de a-La do que

para um tempo de agitacao de 60 min.

Tabela 9: Resultados de Recuperacao Absoluta Média (%) de a-La e -Lg

no precipitado enriquecido por a-La

Recuperagao Absoluta Média (%)

Tratamento «-lactoalbumina (-lactoglobulina

1 113,644 16,409
2 111,037 12,390
3 29,067 12,146
4 105,220 12,374
5 111,134 20,620
6 6,153 9,161
7 49,991 7,130
8 22,337 5,780
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Tabela 10: ANOVA para dados de recuperacao absoluta média de a-La no
precipitado (CV=15,70 % e R?=96,20 %)

F.V. GL SQ QM F Pr>F
TEMPO 1 976.5625 976.5625 7.52873  0.0207

TEMPER 1 5125.844 5125.844 39.51728 0.0001

pH 1 8025.472 8025.472 61.87173 0.0001

CONCWPI 1 6816.979 6816.979 52.55495 0.0001

COMPLEX 1 11895.17 11895.17 91.70488 0.0001

Modelo 5 32840.03 6568.006 51.63551 0.0001

Erro 10 1297.115 129.7115

(Falta de Ajust.) 2 578.0185 289.0092 3.21525  0.0945

(Erro Puro) 8 719.0961 89.88701

Total Corrigido 15  34137.15

A Figura 11 também sugere a temperatura e o pH do processo de precipitacao
apresentam correlagdes negativas com a Recuperacao Absoluta Média de a-La
no precipitado.

Essa figura ainda permite verificar que a concentracdo do WPI utilizada no
experimento apresenta uma correlacao positiva com a varidvel de resposta.

Assim, dentro da faixa de concentracGes analisadas, espera-se que o uso de

maiores percentuais de WPI esteja associado a uma maior recuperacdo de a-La.
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Uma outra observacao a ser feita é que entre os complexantes utilizados, o
citrato de sodio é o que esta correlacionado a um maior rendimento em recu-
peracdo da a-La, enquanto que para o lactato de sddio, a recuperacdo esperada

seria distintamente menor.

Percentual de Recuperacdo da Alfa(%) 95% Confidence Intervals

150

T
30 60 25 45 39 45 9 Citrato Lactato
TEMPO TEMPER PH CONCWPI COMPLEX

=

Figura 11: Comportamento dos niveis dos fatores principais em relagdo a Recuperacio

Absoluta Média da a-La no precipitado

A disposicao grafica do comportamento geral da interacdo dois a dois entre
todos os fatores em estudo, para o precipitado, estd apresentada na Figura 12.

Essa figura dispde tais informagGes sob a forma de uma matriz quadrada, de
ordem 5, na qual a diagonal principal representa os fatores principais.

Assim, como exemplo, se tomarmos a célula que estd na quinta linha e pri-
meira coluna, poderemos inferir que para um tempo de agitacdo fixado em 60

minutos, e todas as demais varidveis do modelo mantidas fixas, entdo, para o
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citrato de sédio (azul claro) é esperado um Rendimento Absoluto Médio em re-
cuperacao de a-La superior ao que teriamos, caso fosse utilizado o lactato de
sédio (azul escuro).

Foi observado que a (3-Lg também estd presente no precipitado. Embora,
para alguns tratamentos, em pequena quantidade, sua presenca nao é desejada
visto que um dos motivos em se obter uma fracdo rica em a-La, neste caso, o
precipitado, é, entre outros, o preparo de formula¢des alimenticias para criancas
e esta deve apresentar reduzido potencial alergénico, conforme discutido anteri-

ormente neste trabalho.
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Figura 12: Comportamento geral dos fatores em estudo para a Recupera¢do Absoluta

Média da a-La no precipitado
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A inspecao dos valores de probabilidade na andlise de variancia para recu-
peracdo absoluta média da (3-Lg no precipitado (Tabela 11), indicam que apenas
a temperatura na qual o tratamento € realizado parece estar exercendo influéncia

na co-precipitacao da [3-Lg.

Tabela 11: ANOVA para dados de recuperagao absoluta média de §-Lg no
precipitado (CV=32,54 % e R?=64,81 %)

F.V. GL SQ QM F Pr>F
TEMPO 1 70.18251 70.18251 4.519062 0.0594
TEMPER 1 113.9023 113.9023 7.334183 0.0220
pH 1 28.75641 28.75641 1.851629 0.2035
CONCWPI 1 52.45381 52.45381 3.377508 0.0959
COMPLEX 1 20.77081 20.77081 1.337435 0.2744
Modelo ) 286.0658 57.21316 3.683964 0.0377
Erro 10 155.3033 15.53033

(Falta de Ajust.) 2 49.07151 24.53576 1.847715 0.2189
(Erro Puro) 8 106.2318  13.27897

Total Corrigido 15 441.369

A representacdo grafica dos efeitos principais, para a Recuperagdo Absoluta
Média da 3-Lg no precipitado, Figura 13, sugere que se o tratamento for realizado
a uma temperatura maior, préxima aos 45 °C, ent3o pode-se esperar uma co-
precipitacao menor de (3-Lg no precipitado.

Para a presente situacdo, n3o foi necessario avaliar os demais fatores visto que
estes n3o s3o significativos ao nivel de 5 % de probabilidade, conforme mostrado

na andlise de varidncia da Tabela 11.
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Um aumento deliberado na temperatura de processo com o objetivo de se
reduzir a co-precipitacdo da -Lg ndo é recomendado. Quando a a-La estd sem
a presenca do ion calcio em sua estrutura, esta apresenta-se com baixa estabi-
lidade térmica e, conforme relatado por CHATTERTON et al. (2006), estudos
de calorimetria diferencial de varredura mostraram que sem o calcio sua desna-
turacdo pode ocorrer em temperaturas tao baixas quanto 43 °C, contrastando

com a temperatura de 68 °C, quando estd ligada ao célcio.

Percentual de Recuperacio da Beta(%) 95% Confidence Intervals
200
. 4
T T T T T T T T T T
30 60 25 45 39 4.5 9 12 Citrato Lactato
TEMFO TEMFER PH CONCWPI COMPLEX

Figura 13: Comportamento dos niveis dos fatores principais em relagdo a Recuperacio

Absoluta Média da 8-Lg no precipitado
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4.1.3.1. OTIMIZACAO DA RECUPERACAO DE o-LA NO PRECIPITADO

Foi estabelecida uma fungdo-objetivo que permitiu, dentro da faixa das
condi¢des experimentais estudadas, determinar um ponto de otimizag¢do, con-
siderando tanto a precipitacdo da a-La quanto a co-precipitacao da 3-Lg.

A fung3o-objetivo, construida com o auxilio do SAS/ADX ® foi estabelecida,
interativamente, em termos de se maximizar a Recuperacdo Absoluta Média da
a-La e minimizar a Recuperagcdo Absoluta Média da (3-Lg, ou seja, minimizar
sua co-precipitacao.

O resultado gréfico obtido a partir dos célculos de otimizacdo estd apresen-

tado na Figura 14.

180
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REC_ALFA

REC_BETA

Desire

T
9 45 9 12 Citrato  Lactato 0 1

30 60 25 45 3
300 40.0 3.90 12.00 Citrato
TEMFO TEMPER PH CONCWPI COMPLEX Desire

Figura 14: Valores étimos dos pardmetros, obtidos pela funcdo-objetivo, estabelecida
para maximizar a Recuperacao Absoluta Média da a-La e de minimizar a Recuperacao

Absoluta Média da [3-Lg (co-precipitagdo) no precipitado
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Na Figura 14 os dados estdo dispostos sob a forma de uma matriz de trés
linhas e seis colunas. Nas duas primeiras linhas dessa matriz estdo as varidveis de
resposta, Recuperacdo Absoluta Média da a-La e da (3-Lg, e nas colunas, cada
um dos fatores em estudo. O algoritmo de otimizacdo executado pelo software
para os dados experimentais é o mesmo descrito por DERRINGER e SUICH
(1980). O resultado da otimiza¢do que maximiza a Recuperagdo Absoluta Média
de a-La e minimiza a co-precipitacao da 3-Lg, informado pela fungdo-objetivo

na Figura 14, é apresentado na Tabela 12.

Tabela 12: Resultados de otimizacao, obtidos pela fun¢ao-objetivo, para ma-
ximizar a Recuperagao Absoluta Média de a-La e minimizar a Recuperagao

Absoluta Média de [-Lg no precipitado

Variavel (Fator) | Descri¢ao Valores de Otimizagao
TEMPO Tempo de agitacao (min.) 30 minutos
TEMPER Temperatura (°C) 40 °C
pH Valor de pH ajustado com Aacido. 3,90
CONCWPI Concentragao % (m/m) de WPI 12,0 %
COMPLEX Tipo de Complexante. Citrato*

* Citrato de sédio tribdsico
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4.1.3.2. ESTUDO COMPARATIVO DA CO-PRECIPITACAO DE (-LG NO PRECIPITADO.

Embora os tratamentos tivessem sido submetidos a um gradiente de centri-
fugacdo, com a intencdo de reduzir o efeito de co-precipitacdo da (-Lg, verificou-
se que este ndo apresentou nenhum efeito, conforme apresentado na secdo 4.1.2,
e que a presenca de (-Lg foi confirmada no precipitado de todos os tratamen-
tos. A relagdo a-La/(a-La+3-Lg), a partir dos dados da Tabela 9 (pagina 40)
representa, em termos percentuais, o grau de pureza do precipitado em relacdo
a a-La, para cada tratamento, e é apresentada na Tabela 13.

Conforme pode ser observado, nenhum dos tratamentos foi capaz de recupe-
rar a a-La com menos de 10 % de contaminagdo com [-Lg.

A Figura 15 é um grafico que informa, em termos comparativos, para cada
um dos tratamentos, a Recuperacio Absoluta Média de a-La (em barras na cor
azul escuro) e de [3-Lg (barras na cor azul claro), no precipitado.

A Figura 16 é um dendrograma que mostra a possibilidade de se acomodar os
tratamentos em dois grupos distintos. Um grupo (na cor azul), sdo os tratamen-
tos que apresentam alta Recuperacdo Absoluta Média de a-La e relativamente
baixa co-precipitagdo de (-Lg. O outro grupo (cor vermelha) acomodaria os
tratamentos com menor capacidade de Recuperacdao Absoluta Média de a-La e

maior percentual relativo de co-precipitacao de 3-Lg.

Tabela 13: Pureza dos precipitados dos tratamentos em relacao a a-La

Tratamentos
1 2 3 4 5 6 7 8
Pureza em o-La % (m/m) 87,38 89,96 70,53 89,48 84,35 40,18 87,52 79,44
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A formac3o dos grupos permite verificar a influéncia do fator tipo de comple-
Xxante: no primeiro grupo predominam os tratamentos nos quais o complexante
foi o citrato de sdédio tribasico, e no segundo grupo, os tratamentos que tiveram

o lactato de sédio como complexante.
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Figura 15: Comparativo da co-precipitacdo de 3-Lg entre diferentes tratamentos
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Figura 16: Andlise de agrupamento dos tratamentos: recuperacdo de a-La no preci-

pitado
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Considerando apenas os fatores mais relevantes na recuperagdo da a-La no
precipitado (tipo de complexante, pH e concentragdo de WPI), pode-se tragar
as curvas de nivel para a varidvel de resposta (Recuperacdo Absoluta Média de
a-La no Precipitado), obtendo, assim, um grafico como o que esta representado
pela Figura 17. Nesta figura, as curvas de nivel sugerem que é possivel aumentar
a recuperacdo de a-La sob a forma de precipitado a medida em que o pH é
ajustado para valores proximos a 3,9 e a medida em que a concentracdao do WPI

utilizada é ajustada para valores que se aproximam de 12 %

Recuperacéo de Alfa-Lactoalbumina no Precipitado (Citrato)

12,0

1,5

10,5

10,0

9,5

Concentragdo de WPl % (m/m)

9,0
3,90 4,00 4,10 4,20 4,30 4,40 450 [ above

pH

Figura 17: Curvas de nivel para a Recuperagdo Absoluta Média de «-La no precipitado,
considerando os trés fatores mais importantes: pH, Concentracio de WPI e Tipo de

Complexante (Citrato)
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4.1.4. ANALISE DO SOBRENADANTE.

A [(3-Lg, embora citada como potencial fonte de alergia em criancas, tem

amplas aplica¢bes industriais.

Por isso pode haver interesse em recupera-la a

partir do WPI, o que justifica uma andlise do sobrenadante dos tratamentos.

As descrigdes dos resultados graficos sao analogas as que foram apresentadas

para a analise do precipitado, secao 4.1.3, e por isso ndo serdo repetidas aqui,

apenas serdo acrescidos alguns comentdrios que foram julgados necessarios.

A Tabela 14 apresenta os resultados (média das repeticdes) obtidos para o

sobrenadante de cada um dos tratamentos.

Tabela 14: Massas de a-La e (-Lg obtidas no sobrenadante, e os respectivos

valores percentuais de recuperacao

Massa de Precipitado (g)

Recuperagao (%)

Trat. Massa de WPI (g) Alfa Beta Alfa Beta
1 6,0006 0,000 £0,000 3,778 £0,027 0,000 £0,000 62,954 40,443
2 4,5007 0,000 £0,000 3,036 £0,040 0,000 £0,000 67,464 +0,881
3 4,5007 0,000 £0,000 2,946 £0,017 0,000 £0,000 65,465 40,372
4 5,9997 0,000 +£0,000 3,519 40,058 0,000 +£0,000 58,659 +0,961
5 6,0003 0,482 +0,011 3,880 40,043 8,035 £0,176 64,665 +0,719
6 4,5004 0,703 0,018 3,464 +0,010 15,619 40,395 76,977 40,211
7 4,5006 0,000 £0,000 2,642 £0,009 0,000 £0,000 58,704 40,197
8 5,9999 0,223 £0,008 3,534 £0,055 3,720 £0,141 58,896 40,909

A Tabela 15 apresenta os valores de Recuperacdo Absoluta Média de a-La e

(-Lg no sobrenadante dos tratamentos.
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Tabela 15: Recuperagao Absoluta Média (%) de a-La e 8-Lg no sobrenadante
Recuperagao Absoluta Média (%)

Tratamento «a-lactoalbumina (-lactoglobulina

1 0,000 104,194
2 0,000 111,659
3 0,000 108,350
4 0,000 97,085
5 52,965 107,026
6 102,962 127,403
7 0,000 97,160
8 24,520 97,478

As Tabelas 14 e 15 mostram que para alguns tratamentos (1,2,3,4e7) a a-La
no sobrenadante se encontra ausente ou presente em quantidade nao detectavel
nas condi¢Oes da andlise, e que a recuperacdo da (3-Lg assume elevados valores
percentuais de Recuperacdo Absoluta Média (%).

A Anidlise de Variancia dos dados referentes a Recuperacdo Absoluta Média
de a-La no sobrenadante estd apresentada na Tabela 16.

Conforme pode ser observado pelos valores de probabilidade, a Recuperacdo
Absoluta Média de a-La no sobrenadante é influenciada apenas pela temperatura
do processo e pelo pH. Os demais fatores nao sdo significativos ao nivel de 5
% de probabilidade. O diagrama de Pareto apresentado pela Figura 18 mostra
que, para a recuperacdo de a-La no sobrenadante, mais de 50 % da soma de
quadrados do modelo é devido ao fator pH, seguido pelo segundo fator mais
importante, a temperatura de processo, que responde por quase 30 % da soma

de quadrados total.
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Nesse diagrama, as barras em cinza escuro correspondem aos fatores signifi-
cativos, e barras cinza claro correspondem aos fatores nao significativos, ao nivel

de 5 % de significancia, respectivamente

Tabela 16: ANOVA para dados de recuperacao absoluta média de a-La no
sobrenadante (CV=93,92 % e R*=77,43 %)

F.V. GL SQ QM F Pr>F
TEMPO 1 1553.72  1553.72  3.093037 0.109133
TEMPER 1 4831.605 4831.605 9.618423 0.011225
pH 1 9110.75  9110.75  18.13705 0.001666
CONCWPI 1 181.6228 181.6228 0.361562 0.561023
COMPLEX 1 1553.72  1553.72  3.093037 0.109133
Modelo 5 17231.42  3446.284 6.860621 0.005031
Erro 10 5023.282 502.3282

(Falta de Ajust.) 2 5013.228 2506.614 1994.525 0.0001
(Erro Puro) 8 10.05398  1.256748

Total Corrigido 15 22254.7

Effect Estimate Percent Sum of Squares
0 10 20 30 40 50 B0

PH 47.725
TEMPER -34.755
TEMPO 19.709
COMPLEX 19.709
COMCWPI -6.7384

[ I—

Figura 18: Diagrama de Pareto para a Soma de Quadrados dos fatores em estudo

para a a-La no sobrenadante
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O grafico da Figura 19 sugere que, em menores valores de pH, a Recuperacao
Absoluta Média de a-La é menor, o que é muito interessante para o caso de se
desejar recuperar a (3-Lg, a partir do sobrenadante, com baixa contamina¢ao de
a-La, e o mesmo raciocinio vale para o fator temperatura de processo: maior
temperatura pode resultar em menor contaminacao pela a-La.

Foi verificado que a Recuperacdo Absoluta Média de (3-Lg no sobrenadante é
influenciada por trés fatores (Figura 20, linhas hachuradas em cinza escuro) que
sao a temperatura de processo, a concentracao de WPI, e o tipo de complexante
utilizado. Em escala industrial o controle conjunto desses fatores pode implicar

em maior recuperacdo de 3-Lg a partir do WPI.

Percentual de Recuperacdo da Alfa(%) 95% Confidence Intervals
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Figura 19: Comportamento dos niveis dos fatores principais em relacdo a Recuperacdo

Absoluta Média de a-La no sobrenadante
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Effect Estimate Std Error  t Ratio P Value

TEMPO 4.2626 2.3969 1.7784 01057
TEMPER -12.669 2.3969 -5.2855  0.0004
PH 1.9629 2.3969 0.81893  0.4319

CONCWPI  -9.7874 2.3969 -4.0834 0.0022
COMPLEX 6.1801 2.3969 2.5784  0.0275

Figura 20: Valores de probabilidade (P-Value), obtidos pelo uso do teste-t, usados
para avaliar a significancia dos fatores na Recuperacdo Absoluta Média de (-Lg no

sobrenadante

Na Figura 21 é apresentado um diagrama de Pareto, mostrando que, entre
os fatores significativos, a temperatura de processo é o de maior importancia.
Este fator responde por mais da metade da soma de quadrados, seguido pela
concentracdo utilizada de WPI, que responde por aproximadamente 30 % da
soma de quadrados do modelo. Juntos, esses dois fatores respondem por, apro-

ximadamente, 80 % da soma de quadrados total.

Effect Estimate Percent Sum of Squares
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CONCWPI -9.7874
COMPLEX 6.1801
TEMPO 42626
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Figura 21: Diagrama de Pareto para a Soma de Quadrados dos fatores em estudo

para §-Lg no sobrenadante
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O fator significativo de menor relevancia para a Recuperacdo Absoluta Média
de (-Lg no sobrenadante é o tipo de complexante, e os outros dois fatores ava-
liados n3o apresentaram-se como significativos ao nivel de 5 % de probabilidade.
Para complementar os resultados apresentados na Figura 20 a Figura 22 evidencia
que menores temperaturas de processo poderao resultar em maior recuperacao de
(-Lg a partir do sobrenadante dos tratamentos. Maiores recuperagoes de 3-Lg
também serdo esperadas se forem utilizadas menores concentracdes de WPI e, de
modo contrdrio, aos resultados obtidos quando o objetivo era o de se recuperar a
a-La por precipitacado, a utilizacao do acido latico, ao invés de se utilizar o acido

citrico, podera fornecer melhores resultados em termos de recuperacao de [3-Lg.

Percentual de Recuperacdo da Beta(%) 95% Confidence Intervals

1254

957

T
30 60 25 45 39 45 9 12 Citrato Lactato
TEMPO TEMPER FH CONCWRI COMPLEX

Figura 22: Comportamento dos niveis dos fatores principais em relacdo a Recuperacdo

Absoluta Média de (3-Lg no sobrenadante
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Assim, a recuperacdo da [3-Lg a partir do sobrenadante, diferente do que
ocorre com a a-La, se deve a precipitacao pelo abaixamento do pH, e nao por
efeito de complexacdo, visto que a 3-Lg ndo é uma metaloproteina, e outros
acidificantes, de menor custo, como o HCL, poderiam ser utilizados em substi-
tuicao ao acido latico, ndo sendo, portanto, necessaria a adicicao de nenhum sal

complexante.
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4.1.4.1. OTIMIZACAO DA RECUPERACAO DE 3-LG. NO SOBRENADANTE

De modo analogo ao que foi feito na se¢cdo 4.1.3.1., estabeleceu-se uma fungao-
objetivo para fazer a otimizacdo de recuperagao da (3-Lg no sobrenadante, dentro
da faixa de valores estudados neste experimento. Na construcao desta funcio-
objetivo foram impostas duas restricbes: maximizar a Recuperagdo Absoluta
Meédia de 3-Lg no sobrenadante e minimizar a Recuperagdo Absoluta Média de
a-La, considerada, para este processo, como um contaminante indesejavel.
Apds a execugdo do algoritmo de otimizacdo, chegou-se ao resultado gréfico

apresentado pela Figura 23.

100 1

REC_ALFA

25

1307

1187

REC_BETA

Desire

30 60 25 45 39 45 9 12 Citrato  Lactato 0 1
300 30.0 3.90 9.00 Lactato
TEMPO TEMPER PH CONCWPI COMPLEX Desire

Figura 23: Resultado de otimizac3o, feito pela funcdo-objetivo, estabelecida para
maximizar a Recuperagdo Absoluta Média de (3-Lg no sobrenadante, e minimizar a

co-recuperacdo com a-La
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E importante ressaltar, que para o caso de se recuperar a (3-Lg a partir
do sobrenadante dos tratamentos, uma pequena contaminacao com a-La nao
acarretaria problemas, do ponto de vista em se causar alergia no consumidor,
visto que a a-La é uma proteina que se encontra naturalmente presente no leite
humano.

Os resultados 6timos que maximizam a Recuperagdo Absoluta Média de (3-Lg
no sobrenadante e minimizam a co-recuperagao de a-La, estdo apresentados na

Tabela 17, cujas informagdes foram obtidas da Figura 23.

Tabela 17: Resultados de otimizacao para maximizar a Recuperacao Abso-

luta Média de 3-Lg e minimizar a Recuperagao Absoluta Média de a-La no

sobrenadante
Variavel (Fator) | Descri¢ao Valores de Otimizagao
TEMPO Tempo de Agitagao (min) 30 minutos
TEMPER. Temperatura (°C) 30°C
pH Valor de pH ajustado com acido. 3,90
CONCWPI Concentragao % (m/m) de WPL. 9,0 %
COMPLEX Tipo de Complexante. Lactato

A relagdo (-Lg/(a-La+3-Lg), a partir dos dados da Tabela 15 (pagina 52)
representa, em termos percentuais, o grau de pureza do sobrenadante em relacdo
(-Lg, para cada tratamento, e é apresentada na Tabela 18.

Diferentemente do que foi observado para a recuperacdo de a-La no preci-
pitado, que apresentou contamina¢ao por co-precipitacao de (3-Lg em todos os
tratamentos, a Figura 24 mostra que, para o caso da recuperacdo de 3-Lg a par-
tir do sobrenadante, apenas os tratamentos 5, 6 e 8 apresentaram quantidades

detectaveis de a-La.
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Tabela 18: Pureza dos sobrenadantes dos tratamentos em relagao a (5-Lg

Tratamentos
1 2 3 4 5 6 7 8
Pureza em -Lg % (m/m) 100,00 100,00 100,00 100,00 66,90 5530 100,00 79,90

A Figura 25 é um dendrograma que mostra uma maior similaridade entre
os tratamentos 1,2,3,4 e 7 (cor azul). Estes tratamentos formam o grupo dos
tratamentos capazes de recuperar a (3-Lg, cuja co-recuperacao de a-La nao é
observada.

Os tratamentos 5,6 e 8 (cor vermelha) sdo os que apresentam maior dissi-
milaridade e correspondem aos tratamentos que recuperam a (3-Lg, porém com

significativa co-precipitacao de a-La.

140,00

120,00 ,_

100,00 -

80,00 1 T

60,00 — ]

40,00 o T 1

20,00 - - —I -
0,00

1 2 3 4 5 6 7 8

B-Lg no Precipitado (%)

Recuperagio Absoluta Média dea-Lae

B Rec. Abs. Média Alfa O Rec. Abs. Média Beta Tratamento

Figura 24: Comparativo da co-recuperacio de a-La entre diferentes tratamentos
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A formacdo dos grupos permitiu verificar que os tratamentos cuja co-preci
pitacdo de a-La foi detectada (tratamentos 5, 6 e 8) foram aqueles que tiveram

o valor de pH ajustado para 4,5.
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Distancias Euclidianas entre os tratamentos

Tratamentos

Figura 25: Andlise de agrupamento dos tratamentos: recuperacdo de 3-Lg no sobre-

nadante

Avaliou-se o comportamento da varidvel de resposta considerando-se o tipo
de complexante como um fator fixo e avaliando-se o efeito dos outros dois fatores

significativos, conforme apresentado no resultado grafico da Figura 26.
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Pode-se observar que valores de temperatura de processo que se aproximam
dos 25 °C e valores de concentracdo que se aproximam dos 9 % est3o associados

a correspondentes aumentos em recuperacao de 3-Lg a partir do sobrenadante.

Rec. Abs. Média de Beta-Lg no Sobrenadante
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o P i I 109,36
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e 114,85
™ 9.0 I 1176
- Hl 120,35
Bl 123,09
450 12.0 Bl 125,84
Temperatura (°C) ' Concentragdo de WPI % (m/m) B above

Figura 26: Recuperacdo Absoluta Média de [3-Lg no sobrenadante em fungdo dos

fatores temperatura e concentragdo de WPI (acidificante=4cido ltico)
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4.1.5. OTIMIZACAO GLOBAL PARA O PRECIPITADO E O SOBRENADANTE.

Foi possivel avaliar uma condicdo global de otimizacdo para o experimento
de precipitacdo com o objetivo de recuperar, dentro da faixa de valores ex-
perimentados, a maior quantidade de a-La, sob a forma de precipitado, e a
maior quantidade de (3-Lg, sob a forma de sobrenadante, considerando valores
minimos de co-recuperacdo em ambas as fracdes. Assim, foi estabelecida uma

nova funcdo-objetivo, associada a quatro restricoes simultaneas:

maximizar a recuperagao de a-La no precipitado;

- maximizar a recuperacao de 3-Lg no sobrenadante;

- minimizar a co-precipitacdo de 3-Lg no precipitado, e
- minimizar a co-recupera¢ao de a-La no sobrenadante.

O resultado da otimizagdo esta apresentado graficamente pela Figura 27.
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Figura 27: Otimizac3o global do experimento para precipitado e sobrenadante
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Os resultados de otimizacdo apresentados pela Figura 27 sugerem que as
condicoes: tempo de processo igual a 30 minutos, temperatura de processo igual
a 40 °C, pH ajustado para 3,9 com &cido citrico e uma concentracdo de WPI de
9 %, possam ser, dentro da faixa de valores experimentados, as condicdes que
otimizam a fungdo-objetivo, considerando as quatro restricdes apresentadas.

Nestas condicoes, os valores preditos pelo modelo estatistico para a recu-

peracdo de a-La e de [3-Lg, no precipitado e no sobrenadante, sdo (Tabela 19):

Tabela 19: Previsao de recuperacao de a-La e 3-Lg, no precipitado

e no sobrenadante, nas condicoes de otimizacao global

Estimativas para a Recupera¢ao Absoluta Média (%).

a-lactoalbumina  (-lactoglobulina

Precipitado 100,40 £6,52 10,78 £1,35
Sobrenadante -8,69 +9,48 105,90 +2,32
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CONCLUSOES

O experimento envolvendo a precipitacdo por adicdo de acido e a complexacdo
do ion calcio presente no interior da a-La foi feito com dois objetivos. O primeiro,
e foco deste trabalho, recuperar uma fragdo enriquecida em a-La (um precipi-
tado) a partir do isolado protéico de soro de leite comercial, a qual pode ser
utilizada em formula¢des infantis com reduzido potencial alergénico. O segundo
objetivo é o de se recuperar uma fragdo enriquecida em [3-Lg (sobrenadante),
visto que esta proteina, embora apontada como causadora de alergia em criancas,
encontra amplas aplicacGes na industria de alimentos.

Foram estudados, separadamente, o precipitado e o sobrenadante dos tra-
tamentos, os quais foram analisados por cromatografia liquida RP-C18-HPLC e
os resultados submetidos a anélises estatisticas utilizando-se o pacote estatistico
SAS®. Foram estudados simultaneamente cinco fatores: tempo e temperatura
de incubacdo, pH, tipo de agente complexante e concentracdo de WPI.

Para a recuperacao de a-La a partir do precipitado, verificou-se que as me-
lhores condices experimentais foram:

- pH 3,9;

- tempo de incubac¢ao igual a 30 minutos;
- temperatura de incubacdo de 40 °C;

- concentracdo de WPl igual a 12 % e

- a utilizacdo do citrato de sédio anidro tribasico, como complexante.
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Nestas condicdes foi verificado, através do estabelecimento de uma funcio-
objetivo, a maximizacao de recuperacdo de a-La e minimizacdo da recuperagao
de (3-Lg no precipitado, respectivamente.

Verificou-se que, em nenhum dos tratamentos, o precipitado estava isento da
presenca de (-Lg.

A presenca de (3-Lg no precipitado corresponde a sua co-precipitacdo de [3-
Lg, e os tratamentos 1,2,4, e 5, definidos na secdo 3.2, Tabela 4, foram os que
apresentaram o menor percentual relativo de co-precipitacao e maior rendimento
em recuperacao, sendo, portanto, entre os tratamentos avaliados, os melhores
para recuperar a a-La pela combinacdo das técnicas de precipitacdo acida e
complexacdo do calcio.

Para o caso de o interesse estar focado em se recuperar a 3-Lg a partir do
sobrenadante, foi verificado, pelo estabelecimento de uma fungdo-objetivo, que
as condi¢cOes que otimizam a recupera¢ao sao:

- pH 3,9;

- tempo de incubac¢ao igual a 30 minutos;

- temperatura de incubacdo de 30 °C;

- concentracdo de WPl igual a 9 %, e

- utilizacdo 4cido latico como acidificante, sendo desnecessaria a utilizacdo do
lactato de sédio como complexante do calcio, visto que a 3-Lg ndo é uma me-
taloproteina, e, conforme discutido na secdo 4.1.4., um outro acidificante, de
menor custo, podendo ser utilizado em substituicao ao 4cido latico.

Foi verificado que, em alguns tratamentos, a [3-Lg pode ser obtida do so-
brenadante com quantidades ndo detectaveis de a-La, conforme apresentado na

Tabela 18, para os tratamentos 1,2,3,4 e 7, indicando elevada pureza em [-Lg.
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Para a recuperacao de 3-Lg a partir do sobrenadante, ao contrario do obser-
vado para a recuperacdo de a-La a partir do precipitado, nem todos os fatores
estudados foram considerados significativos.

Conforme apresentado na Figura 21, os fatores que mais influenciam na re-
cuperacdo de 3-Lg a partir do sobrenadante s3o a temperatura de incubagao e
a concentracdo de WPI, que juntos, respondem por aproximadamente 80% da
variacao observada.

Para avaliar as condi¢des que otimizam, simultaneamente, a recuperacao de
a-La a partir do precipitado e a recuperagao de (-Lg a partir do sobrenadante,
foi estabelecido uma fungdo-objetivo sujeita a quatro restricoes, conforme apre-
sentado na secdo 4.1.5.

Os resultados apresentados pelo grifico da Figura 27 mostram que: tempo de
processo igual a 30 minutos, temperatura de processo igual a 40°C, pH ajustado
para 3,9 com 4cido citrico e uma concentracdo de WPI de 9%, s3o as condicdes
que, dentro da faixa de valores experimentados, atendem os propdsitos da funco-
objetivo e das restricoes impostas. As estimativas de recuperacao das proteinas,
tanto para o precipitado quanto para o sobrenadante, estdo apresentadas na
Tabela 19.

Os resultados obtidos permitem concluir que o isolado protéico de soro de
leite € uma excelente fonte de proteinas. Essas proteinas sdo importantes na ali-
mentacdo humana e encontram potencial uso em aplica¢des industriais. Entre as
aplicacdes possiveis uma é a de produzir alimentos lacteos destinados ao consumo
infantil, caracterizados pela necessidade de reduzido potencial alergénico.

Outras fontes de proteinas, ainda consideradas como rejeitos pelas industrias
de laticinios, devem ser investigadas com os mesmos objetivos deste trabalho.
Entre elas pode-se citar o soro de leite, obtido durante o processamento do queijo,

e o leitelho, gerado no processo de fabricacdo da manteiga.
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Neste trabalho a combinacdo de técnicas para recuperagao de proteinas em-
pregou reagentes de baixo custo e de facil aquisicao, e a execugcdo do experimento
foi realizada de forma bastante simples. Os reagentes utilizados (4cido citrico,
acido ltico, lactato de sédio e citrato de sédio tribasico) tém o seu uso permi-
tido e regulamentado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA)
e sao amplamente utilizados em muitos processos, em diferentes industrias ali-
menticias.

As fracdes protéicas recuperadas poderdo ser submetidas a etapas posteriores
de purificagdo (refinamento), empregando tanto técnicas individuais como, por
exemplo, ultrafiltracdo ou didlise, quanto uma combinacdo criteriosa de técnicas
que, em conjunto, poderao recuperar a-La e 3-Lg com elevado grau de pureza,
direcionando sua utilizagdo para aplicagdes farmacoldgicas e biotecnoldgicas, en-

tre outras.
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SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Apds a conclusdo deste trabalho é sugerido que sejam feitos novos estudos
envolvendo a recuperacao de a-La a partir do soro de leite, ou mesmo a partir
do WPC ou do WPI, utilizando-se, como complexante, o 4cido fitico e ou seu
sal, o fitato.

Esses compostos ocorrem naturalmente em alguns tecidos vegetais, com des-
taque para tecidos presentes nas sementes, e é apontado por alguns autores
(REDDY, 2002) como um importante fator antinutricional na alimenta¢3o, tanto
humana quanto animal, devido ao fato de se complexarem fortemente com mi-
nerais (cdlcio, zinco, magnésio e ferro, principalmente), reduzindo sua biodispo-
nibilidade.

O 4cido fitico, disponivel no comércio especializado de insumos para labo-
ratérios, pode ser adicionado a um meio contendo a a-La e, uma vez comple-
xado o calcio, é esperado a formagao de um precipitado insoltivel e estavel, que
muito provavelmente possa ser separado da fracdo enriquecida em a-La assim
obtida, fazendo-se pequenos ajustes nas condi¢des do meio, como, por exem-
plo, elevando-se o seu pH para valores acima daqueles observados para o ponto
isoelétrico da a-La, de modo que esta se mantenha sollivel e possa ser separada
do precipitado por centrifugacao.

Para o caso da ocorréncia de um complexo fitato-metal-proteina, metodo-
logias tradicionais envolvendo a recuperagcao de proteinas também poderdo ser
utilizadas e, na necessidade requerida por algum processo em se desfazer a in-
teracdo fitato-metal-proteina, pode-se avaliar a possibilidade do uso de fitase,
uma enzima capaz de dissolver esse complexo, liberando o metal do fitato.

As caracteristicas do fitato e o seu mecanismo de complexacdo com metais

sao bem descritos nas literaturas envolvendo nutricao mineral, humana e animal.
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