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Resumo — O objetivo deste trabalho foi recuperar e fracionar as proteinas do soro de leite por meio da técnica de
coacervacao, utilizando o polissacarideo carboximetilcelulose sédica (CMC). O soro de leite foi obtido da fabri-
cacdo industrial do queijo tipo frescal. Foram estudados concentragdes do polimero (0,1% a 0,9% CMC p/v) e
valores de pH, a fim de se obter uma precipitacdo seletiva das proteinas do soro de leite, sendo as condigdes
otimizadas para producédo em piloto. Mediante ajuste gradual, foi possivel obter, no pH 3, uma precipitacao das
proteinas totais (PT/CMC); no pH 4, da B-lactoglobulina (3-Lg/CMC) e, no pH 3,2, a maior proporcao de
o-lactoalbumina (o-La/CMC). Os coacervados foram separados, por aplicacdo de forga centrifuga, e caracterizados
em relagdo a composigao centesimal e perfil eletroforético. O maior rendimento foi verificado no fracionamento
da B-lactoglobulina, com 86% de recuperacdo dessa classe de proteinas do soro desnatado. O coacervado
B-lactoglobulina-CMC (B-Lg/CMC) apresenta maior contetido protéico, provavelmente em consequéncia da
proporcdo estabelecida entre os hidrocol6ides coacervados. O coacervado composto pela o-La/CMC apresentou
menor conteido protéico e porcentagem de recuperacdo dessas proteinas presentes no soro.

Termos para indexagdo: carboximetilcelulose, B-lactoglobulina, a-lactoglobulina, hidrocol6ides coacervados.

Milk whey protein recuperation by coacervation with polysaccharide

Abstract — This work aimed to recover and fractionate milk whey proteins through the coacervation technique,
using sodium carboxymethyl cellulose (CMC) polysaccharide. Milk whey was obtained from the manufactured
cheese type “frescal”. Polymer concentration (0.1-0.9% CMC w/v) and pH values were studied in order to obtain
a selective precipitation of whey proteins; conditions were optimized to pilot scale production. After pH gradual
adjustment the precipitation of total proteins (PT/CMC) was achieved for pH 3; for pH 4 B-lactoglobulin
(B-Lg/CMC) precipitation and for pH 3.2 the greatest proportion of a-lactoalbumin (o-La/CMC) precipitation.
Coacervates were separated by centrifuge force, and characterized in relation to their composition and
electrophoretic profile. The highest yield was obtained from fractionation of 3-Lg/CMC with precipitation of 86%
of this whey protein type. Highest protein content was showed by 3-Lg/CMC, probably due to the proportion among
hydrocolloids. The o-La/CMC showed minor protein content and yield recuperation of this whey protein fraction.

Index terms: carboxymethy! cellulose, B-lactoglobulin, o-lactoalbumin, hydrocolloids.

Introducéo

O soro do leite ¢ um subproduto resultante da fabri-
cacdo de queijos, por coagulagdo da caseina, obtido por
adicdo de acido ou de enzima (soro doce). Possui alto
valor nutricional, conferido pela presenca de proteinas
com elevado teor de amino&cidos essenciais, destacando-se
no contetdo em sulfurados. Os aminoacidos presentes
nas proteinas do soro superam as doses recomendadas
a criancas de dois a cinco anos e aos adultos (Wit,
1998; Neves, 2001).

Além das propriedades nutricionais, as proteinas do
soro do leite sdo muito conhecidas pela versatilidade de
suas propriedades funcionais tecnologicas como
ingredientes em produtos alimenticios, principalmente
por sua elevada solubilidade e capacidade de gelificacéo.
Recentemente, tém sido atribuidas as proteinas do soro
propriedades funcionais fisiolGgicas, capazes de produzir
um importante controle na modulagéo do metabolismo e
nos mecanismos de defesa dos organismos animal e
humano (Sgarbieri & Pacheco, 1999; Micke et al., 2002;
Rosaneli et al., 2002).
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Em relagdo aos aspectos nutricionais e fisiolégicos, as
proteinas do soro do leite podem ser usadas em aplicacOes
nutricionais, como formulas enterais e infantis; na forma
de proteinas nativas ou pré-digeridas contribui com o
ganho de peso em pacientes pos-cirirgicos, geriatricos e
imobilizados; numa dieta de alimentos de baixa caloria;
e na substituicdo de gordura, ou na formulacdo de
alimentos e bebidas saudaveis (Lee, 1996; Wit, 1998).

No Brasil, a producdo de bebidas lacteas é uma das
principais opgdes de aproveitamento do soro do leite, e
as mais comercializadas sdo as bebidas fermentadas,
com caracteristicas sensoriais semelhantes ao iogurte,
e bebidas lacteas ndo-fermentadas. Contudo, o apro-
veitamento desse subproduto atinge apenas 15% do
total de soro produzido, com a producdo nacional, em
2002, estimada em 470 milhares de toneladas (Neves,
2001; Nakamae, 2004).

O desenvolvimento de técnicas de fracionamento, de
modificacdo e de preservacao das proteinas do soro pode
contribuir para a recuperacdo desse valioso nutriente,
assim como melhorar a expressao de suas propriedades
funcionais. Embora a técnica de fracionamento seletivo
das proteinas do soro tenha sido explorada em laborat6-
rio (Hidalgo & Hansen, 1971), n&o foi realizado nenhum
estudo para otimizacdo do processo e sua viabilizacado
em escala piloto, pelo processo de coacervacao. O de-
senvolvimento desta tecnologia em maior escala pode
servir como oportunidade de negdcio para o setor
lactinicista, podendo contribuir com a diversificagdo de
produtos e agregacdo de valor ao residuo da produgéo
de queijo.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer parametros
de pH e concentracéo de polissacarideo para recuperacéo
das proteinas do soro de leite, comparar e caracterizar
as frages obtidas e verificar o rendimento e a viabilidade
técnica do processo em escala piloto.

Material e Métodos

O soro de leite foi proveniente da fabricagdo indus-
trial do queijo tipo frescal, de um laticinio de pequeno
porte, situado no Municipio de Espirito Santo do Pinhal,
SP. Em virtude do elevado teor de lipideos no soro
(1% base umida), foi realizada a desnatacdo antes do
processo de coacervacdo. Na desnatacdo, o soro foi
aquecido a 40°C e centrifugado em uma centrifuga de
pratos, com velocidade méxima de 8.000 rpm.

O hidrocoloide utilizado foi a carboximetilcelulose
sddica, com grau de substituicdo de 0,65 a 0,85. A
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solubilizag&o da goma foi realizada em homogeneizador
de hélice, a velocidade de 2.000 rpm. O polissacarideo
foi disperso lentamente em &gua destilada, a temperatu-
ra de 22+1°C, sob agitacdo, até completa solubilizacdo
do material. A dispersao foi preparada de véspera e
deixada em repouso sob refrigeracdo, de modo a garan-
tir a hidratacdo completa do hidrocoloide.

A reacdo de interacdo das proteinas do soro com a
carboximetilcelulose foi realizada inicialmente por tes-
tes em laboratério a temperatura ambiente (25°C), com
diferentes concentra¢des de CMC (0,1%, 0,3%, 0,6% e
0,9% p/v). A eficiéncia do processo foi monitorada pelo
teor de proteinas nos sobrenadantes e precipitados.
Definida a melhor concentragdo da solugdo de CMC,
na precipitacdo das proteinas, variou-se o pH na faixa
de 2,5a 4,5, para verificagdo da influéncia desse
parametro na obtengdo da méaxima precipitacdo protéica.

Os fluxogramas dos processos de obtencdo dos
coacervados encontram-se nas Figuras 1 e 2. Como
descrito no fluxograma da Figura 1, definiu-se trabalhar
com o pH 4 para recuperagdo da -Lg e, 3,2 para a-La, a
partir dos resultados obtidos em laboratorio, utilizando-se
como referéncia ao trabalho de Hidalgo & Hansen (1971).
Quanto a fragcdo PT/CMC, o pH foi ajustado para 3,0.

Adicionalmente foram avaliados, em escala piloto, a
velocidade do fluxo de alimentacdo da matéria-prima a
centrifuga, a velocidade de centrifugagdo e o rendimen-
to dos coacervados. Utilizou-se um volume de 50 L de
soro de leite desnatado, ao qual se adicionou volume
equivalente da dispersdo de CMC (0,3% p/v). O soro e
asolucdo de CMC (0,3% p/v), a temperatura de 22+1°C,
tiveram os valores de pH ajustados com HCI 1 N, para
os valores desejados (4; 3,2 e 3), de acordo com o pre-
cipitado a ser obtido. Depois de ser efetuada a mistura
nas devidas proporg¢des (Figuras 1 e 2), lotes com 100 L
contendo os complexos foram conduzidos em fluxo de
alimentacdo continua para a centrifugacéo, em centri-
fuga de cesto GEDR-Heinel (modelo 2250, n° de série
48586). No controle e otimizag&o do fluxo de alimentacéo
da matéria-prima, na centrifuga de cesto, utilizou-se
bomba peristaltica de fluxo continuo.

De modo a elevar o rendimento de recuperacdo da
fragdo a-lactoalbumina, foi realizado aquecimento a 80°C
por 5 min no sobrenadante 2, que continha a a-La
soluvel. Todo material para analise foi desidratado pelo
processo de liofilizagéo.

O soro de leite e os coacervados foram caracterizados
quanto a composicao centesimal, por meio dos métodos
descritos pela AOAC (1990). Na determinagdo da
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proteina bruta, o nitrogénio total foi multiplicado pelo
fator 6,38. A lactose foi determinada pelo método de
Acton (1977).

A fim de identificar os tipos de proteinas predomi-
nantes nos coacervados, foi realizada a técnica de
eletroforese em gel SDS-Page, em que as proteinas sdo
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separadas por faixa de peso molecular. Para isso, utilizou-
se 0 equipamento Phast-system, e padrdes de baixo peso
molecular (Sigma M3913) e de B-lactoglobulina (Sigma
L4756). As amostras foram dissolvidas em tampéo
Tris-HCI 10 mM a pH 8.0, em uma concentragéo final
de aproximadamente 0,5 mg mL! (Laemmli, 1970).

Soro de leite intergal

Desnate (40°C — 8.000 rpm)

Soro de leite v Solugdo de CMC
desnatado (0,3% p/v)
N v Ajuste pH 4
Jusiep Soro:solugdo CMC
1:0,43 (v/v)
Centrifugacdo (2.150 rpm)
Precipitado 1 —
v > B-lactoglobulina/CMC
Solugdao de CMC
(0,3% p/v) Sobrenadante 1
. Ajuste pH 3,2
Ajuste pH 3,2 Liofilizacao
Sobrenadante:solucdo CMC
1:0,14 (v/v)
Centrifugacdo (2.150 rpm)
> Precipitado 2 —
o-lactoalbumina/CMC

v

Sobrenadante 2

Descarte

i

Liofilizacao

Figura 1. Fluxograma de obtenc&o das principais fragdes protéicas do soro, B-lactoglobulina e a-lactoalbunina, complexadas

com carboximetilcelulose (CMC).
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Resultados e Discussao

Os melhores resultados de formacdo dos complexos
coacervados foram alcangados com a concentracao de
0,3% (p/v) de CMC (Figura 3), que resultou em menores
valores de proteinas residuais, depois da separacéo dos
coacervados por centrifugagdo. Esses valores foram de
6,01% no sobrenadante, utilizando-se a concentracao
de CMC a 0,3%, e de apenas 4,7% no sobrenadante 2,
teores que indicam elevada precipitacdo das proteinas
coacervadas com CMC, nessa concentragao.

Os resultados (Figura 3) concordam com o descrito
na literatura, segundo a qual a coacervacao das proteinas
do soro com polissacarideos anionicos resulta em me-
Ihor recuperagdo protéica, na concentragdo ao redor de
0,25% de CMC (p/v) (Mann & Malick, 1996).

A maior parte das interagdes que ocorrem no processo
de coacervacdo complexa é do tipo eletrostatica, por
iSSO € necessario que os valores de pH do meio de reacao
estejam abaixo do ponto isoelétrico (pl) das proteinas

Soro de leite integral

Desnate (40°C — 8.000 rpm)

\J
Soro de leite Solugdo de CMC
desnatado (0,3% p/v)
Ajuste pH 3 Ajuste pH 3

\

Soro:solugdo CMC
1:1 (v/v)

Centrifugagdo (2.150 rpm) |

Sobrenadante 1

\

Precipitado total
PT/CMC

l

Liofilizag¢ao

Descarte

Figura 2. Fluxograma de obtencdo de proteinas totais (PT)
do soro complexadas com carboximetilcelulose (CMC).
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do soro, onde se apresentam suficientemente protonadas,
para que ocorra a reacdo de complexacdo com
polissacarideos ani6nicos. Sabe-se que o pl da
B-lactoglobulina (B-Lg) encontra-se na faixa de 5,2, e da
o-lactoalbumina (o-La) entre 4,2 e 4,5 (Schmittet al., 1998).

No pH 3 houve diferenca significativa entre as médi-
as de concentracdo de proteinas nos sobrenadantes
(p>0,05), portanto, optou-se por este valor de pH para
precipitar a fracdo PT/CMC (Figura 4). Na faixa de
pH 3 (Figura 5), onde ocorreu méaxima precipitacao de
proteinas, provavelmente houve maior balanco entre as
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Figura 3. Concentragdo de proteinas totais nos sobrenadantes
1 (O) e 2 (m), ap6s a complexacao e precipitacao das fracdes,
com diferentes concentrag@es de carboximetilcelulose (CMC).
Letras iguais, minGsculas do sobrenadante 1 e maitsculas do
sobrenadante 2, indicam que néo existe diferenca significati-
va entre as concentracdes (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 4. Concentragdo de proteinas totais no sobrenadante
depois de precipitacdo com carboximetilcelulose a 0,3% (p/v)
na relacdo 3:1 (proteinas:polissacarideos p/p) em diferentes
pH, e no soro de leite desnatado. Letras iguais indicam que
ndo existe diferenca significativa entre os valores de pH
(p<0,05) pelo teste de Tukey.
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cargas negativas no carboidrato e cargas positivas nas
proteinas. Nesse pH, os sitios de ligacdo das proteinas,
carregados positivamente, sdo grupos amino, que reali-
zam ligacdo com os grupos carboxilicos protonados da
goma (Tolstoguzov, 1997, 1998; Fonseca & Bradley
Junior, 2001).

Os perfis eletroforéticos dos complexos B-Lg/CMC,
o-La/CMC e PT/CMC, obtidos por coacervacdo em
pH &cido estdo apresentados na Figura 5. As proteinas
foram precipitadas de maneira seletiva, ou seja, apesar
de haver fracdes protéicas contaminantes, foi possivel
a obtencdo de amostras ricas em 3-Lg e em o-La, clas-
sificadas como B-Lg/CMC e a-La/CMC, respectiva-
mente. Como se esperava, a amostra de PT/CMC con-
tém, além das duas fracBes protéicas principais, a
albumina de soro bovina (BSA) e aimunoglobulinas (Fi-
gura 5).

No trabalho de Hidalgo & Hansen (1971), citado
como referéncia no método de obtencdo dos
coacervados, foi observado, por meio de eletroforeses,
que em pH 4, a B-Lg se apresenta coacervada e, no
sobrenadante residual da precipitacéo, ha presenca pre-
dominante da fracdo a-La, o que indica que, nesse pH,
essa proteina ndo se precipita. Porém, em pH 3,2, utili-
zando-se uma solucdo de CMC 0,37%, a fracdo o-La
apresentou maior propor¢ao no coacervado complexo.

Os resultados da caracterizacao das amostras de soro
de leite e dos coacervados (liofilizados) quanto a com-
posi¢cdo quimica parcial encontram-se descritos na
Tabela 1. A concentragdo inicial de proteinas, no soro
de leite integral, foi de aproximadamente 12% (em base
seca). Devido ao elevado teor de lipideos nessa amos-

94.000 Da

BE Em | ey T
67.000 Da i '.“ldi
43.000 Da _

30.000 Da : H ! X o
e s =
20.100 Da -, . L o
B-lactoglobulina
14400 Da

Figura 5. Eletroforese SDS-Page, em gel 12,5% de
poliacrilamida, mostrando na coluna 1, um padrdo de baixo
peso molecular; nas colunas 2 e 3, fragdo de proteina total/
CMC; nas colunas 4 e 5, fracdo de B-lactoglobulina/CMC;
nas colunas 6 e 7, fracdo o-lactoalbumina/CMC; e na coluna
8, um padrdo de B-lactoglobulina.
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tra, foi realizada a desnatacdo do soro antes da
complexacdo, o que acabou elevando o teor de protei-
nas e de outros componentes.

A fracdo B-Lg/CMC arrastou maior quantidade de
lipideos, com aumento de cerca de dez vezes sua concen-
tracdo em relagdo ao soro de leite desnatado. Comporta-
mento similar foi observado para o complexo PT/CMC.

Observou-se que a fracdo B-Lg/CMC contém maior
teor de proteinas do que as demais, tendo comprovado
maior rendimento na etapa de complexacdo e de
fracionamento (Tabela 2). O rendimento méximo alcan-
cado para o precipitado 1 (coacervado de B-Lg/CMC),
em relacdo a porcentagem de proteinas recuperada do
soro, foi confirmado pela menor quantidade da proteina
B-lactoglobulina no sobrenadante, depois da primeira
precipitacdo (pH 4; 0,3% CMC). Esse resultado pode
ser justificado pelo fato de a B-lactoglobulina ser a fra-
¢ao protéica mais abundante no soro, e por apresentar
quase 50% de sua estrutura na forma desorganizada,
tornando-a sensivel e reativa as variacdes de pH e a
outras alterac6es do meio (Modler, 2000; Pacheco et al.,
2002).

O melhor rendimento de coacervagdo é alcangado
quando h& uma proporcao ideal de mistura das molécu-
las por peso, que, por meio da manipulagéo dos valores
de pH, podera proporcionar uma razéo equivalente de
cargas opostas entre os polimeros ionizados. Esse valor
de pH é chamado de pH de equivaléncia (Schmitt et al.,
1998).

Tabela 1. Composigdo centesimal do soro de leite desnatado
e das amostras de proteinas complexadas com
carboximetilcelulose (CMC), em base seca(®.

Determinagdes Soro de leite Amostras de proteinas'’

desnatado B-Lg/CMC  a-La/CMC PT/CMC
Proteinas totais (%) 13,05£0,43  57,23+0,32  35,96+1,73  48,33+0,53
Lipideos totais (%) 0,89+0,05 9,42+0,01 3,210,002 7,37£0,13
Residuo mineral (%) 9,31%0,05 1,98£0,96  4,14+181 1,76+0,04

Lactose (%) 76,7340,32 31,37£0,29  56,69+0,47  42,54+0,22

(MB-Lg: B-lactoglobulina; a-La: o-lactoalbunina; PT: proteina total.

Tabela 2. Rendimento e recuperacao protéica, nas amos-
tras de proteinas complexadas com carboximetilcelulose
(CMC), por liofilizagdo a partir de 100 L de soro de leite desna-
tado.

Amostra Peso (g) Rendimento (%)
Proteina total CMC 800 53
B-lactoglobulina/CMC 600 86
o-lactoalbunina/CMC 100 31
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A amostra a-La/CMC, embora tenha resultado em
menor teor de lipideos e proteinas, apresenta maior con-
teudo de carboidratos proveniente da readi¢cdo de CMC,
na proporcédo de 1:1,5 (proteina:CMC), nessa etapa do
processamento. Parte dessa proteina permaneceu solU-
vel depois da precipitacdo dessa fragdo, como pode ser
observado na Figura 5. O aguecimento do sobrenadante
2 (com teores elevados de a-La) ndo resultou em acrés-
cimo de rendimento dessa fracdo precipitada na forma
de coacervado. Contudo, observou-se que a presencga
de NaCl, remanescente do processo de fabricacdo do
queijo, em algumas amostras de leite, pode ser favora-
vel a recuperagdo dessa fracdo (Modler, 2000).

Com relagdo ao fluxo de alimentacao da matéria-pri-
ma, os valores otimizados foram de vazdo de 21 L h1
para a obtencdo do primeiro precipitado (B-Lg/CMC) e
de 11 L h'! para o segundo (a-La/CMC). A velocidade
de centrifugag@o de 2.150 rpm mostrou-se mais efici-
ente para a separacdo das fracOes precipitadas. Depois
da otimizacdo do processamento em escala piloto, foi
possivel observar o rendimento de cada fragdo
complexada e centrifugada. O rendimento das amos-
tras secas, obtidas por meio do processamento de apro-
ximadamente 100 L de soro de leite desnatado, foi de
cerca de 600 g de B-Lg/CMC; 100 g de a-La /CMC e
800 g de PT/CMC (Tabela 2).

Ao analisar a matéria seca total, obtida a partir de 100 L
de solucdo, observou-se que a maior quantidade de com-
plexo seco foi alcancada com a fracdo PT/CMC (Tabe-
la 2), em que o complexo arrastou quantidades equivalen-
tes de proteina e CMC em conseqliéncia da relacéo
estequiométrica de 1:0,33 (p/p) de proteinas e CMC.

Conclusdes

1. Mediante as condicGes de pH e concentracdo de
CMC utilizadas, é possivel obter complexos coacervados
ricos em B-Lg, o-La e um terceiro composto das princi-
pais fracOes protéicas do soro lacteo (PT/CMC).

2. A fracdo B-lactoglobulina (B-Lg/CMC) apresenta
0 maior rendimento (86%) de recuperacdo por classe
de proteina, sendo o maior rendimento em massa para
as proteinas totaissCMC (PT/CMC).
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