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Resumo

O consumo excessivo de sal pode levar a adversidades na salde. Por isso, houve uma
determinacédo da reducédo de sodio pelo Ministério da Salude as inddstrias. Assim, a industria
de laticinios busca alternativas promissoras para reducdo e/ou substituicdo do sodio, sem
alterar a qualidade do produto final. Portanto, o objetivo deste trabalho foi produzir o queijo
tipo minas frescal suplementado com nanoestruturas de f-lactoglobulina (B-1g) com e sem
bioativos - quercetina e vitamina B2 - visando a reducéo do teor de sédio e o melhoramento
funcional do alimento. Os queijos foram produzidos via planejamento experimental de
delineamento composto central rotacional (DCCR) 23, sendo as variaveis independentes as
concentragOes de NaCl, KCI e nanoestrutura de B-lg, com trés repeti¢des no ponto central.
Posteriormente, foi realizado o melhoramento funcional do alimento via encapsulamento dos
bioativos quercetina e vitamina B2. As nanoestruturas sintetizadas apresentaram tamanho
médio de 109,95 + 0,68 nm e indice de polidispersividade (PDI) de 0,4078 + 0,0539.
Armazenadas a 4°C por 60 dias, mantiveram os valores de tamanho e de potencial zeta (-18,1
+ 1,1 mV), caracterizando um sistema coloidal semi-estavel. As nanoestruturas apresentaram
propriedades espumante e emulsificante melhoradas quando comparadas a proteina em sua
forma nativa. Foi possivel realizar o encapsulamento dos bioativos quercetina e vitamina B2 a
nanoestrutura de B-lg, apresentando 96,50% e 36,39% de eficiéncia, respectivamente. No
queijo minas frescal produzido, as variaveis pH, solidos sollveis totais, acidez titulavel,
firmeza, coesividade, elasticidade, dureza e mastigabilidade ndo foram significativas
estatisticamente para o modelo, porém, quando comparados aos queijos isentos de
nanoestrutura, apresentaram 60,12% de reducdo dos valores de acido latico e 47,64% e
49,03% de incremento nos valores de firmeza superior e lateral, respectivamente. A
condutividade e adesividade foram significativas estatisticamente, sendo o KCI e NaCl o fator
de maior influéncia, respectivamente. Os queijos produzidos com nanoestrutura e bioativo ndo
apresentaram alteracdes nas propriedades fisico-quimicas e de textura. E uma alternativa
promissora a reducdo do NaCl, visto que a substituicdo de 50% de NaCl por KCI deste
trabalho concomitantemente com a adi¢do da nanoestrutura manteve as propriedades fisico-

quimicas e reoldgica do produto.

Palavras-chaves: nanoproteina; proteina do soro de leite; alimento funcional; propriedades

técnico-funcionais; encapsulamento de bioativos.



Abstract

Excessive consumption of salt can lead to health adversities. Therefore, there was a
determination of sodium reduction by the Ministry of Health to the industries. Thus, the dairy
industry seeks promising alternatives for reducing and / or replacing sodium, without
changing the quality of the final product. Therefore, the objective of this work was to produce
Minas fresh cheese supplemented with -lactoglobulin (B-Ig) nanostructures with and without
bioactives - quercetin and vitamin B2 - reducing the sodium content and improving food
functionally. The cheeses were recovered via central rotational composite design (DCCR) 2,
with the independent variables being concentrations of NaCl, KCI and B-lg nanostructure,
with three repetitions at the central point. Subsequently, the functional improvement of the
food was carried out the encapsulation of the bioactive quercetin and vitamin B2. As
synthesized nanostructures, average size of 109.95 + 0.68 nm and polydispersity index (PDI)
of 0.4078 £ 0.0539. Stored at 4 ° C for 60 days, they maintained the values of size and zeta
potential (-18.1 £ 1.1 mV), featuring a semi-stable colloidal system. The nanostructures
sparkling and emulsifying properties improved, when compared to protein in its native form.
It was possible to encapsulate the bioactive quercetin and vitamin B2 to the pB-Ig
nanostructure, such as 96.50% and 36.39% efficiency, respectively. In the Minas fresh cheese
produced, the variables pH, total soluble solids, titratable acidity, firmness, cohesiveness,
elasticity, hardness and chewability were not statistically relevant for the model, however,
when compared to nanostructure-free cheeses, odd 60.12 % reduction in lactic acid values and
47.64% and 49.03% increase in upper and lateral firmness values, respectively. Conductivity
and adhesiveness were statistically significant, with KCI and NaCl being the most influential
factor, respectively. The cheeses available with nanostructure and bioactive are not transferred
in physical-chemical and texture properties. It is a promising alternative to the reduction of
NaCl, since the replacement of 50% of NaCl by KCI of this work concomitantly with the
addition of the nanostructure maintained the physical-chemical and rheological properties of
the product.

Keywords: nanoprotein; whey protein; functional food; technical-functional properties;

encapsulation of bioactives.
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1. INTRODUCAO

Minas Gerais é o maior produtor de leite do Brasil e grande parte deste leite é
destinada a producao de diferentes tipos de queijo (EMBRAPA, 2015). Um em cada trés litros
de leite produzidos no Brasil é destinado para a producéo de queijos, 0s quais estdo entre 0s
produtos lacteos mais apreciados. Segundo estudos da Associacdo Brasileira das Industrias de
Queijo (Abig), hd mais de 70 tipos de queijos de producdo nacional a disposicdo dos
consumidores. Em 2017, a producdo de queijos atingiu 1 milhdo de toneladas, com
crescimento de 2% sobre o ano anterior (EMBRAPA, 2018).

O brasileiro consome em torno de 5,5 kg de queijo por ano. Os destaques nacionais
sdo a mucarela, equivalendo a 30% do mercado, seguida do queijo prato (20%), do requeijdo
(8%) e do minas frescal (6%). Ainda segundo estimativas, 0 mercado brasileiro de queijo
movimenta cerca de R$ 18 bilhdes por ano. No panorama geral, o Brasil possui
aproximadamente dois mil laticinios, sendo que 10% desse total respondem por cerca de 80%
da producéo de queijos (EMBRAPA, 2018).

Uma caracteristica relevante é que os queijos estdo entre os alimentos processados
industrialmente com maior teor de sodio. Por exemplo, o Minas Frescal, em 2014, apresentou
uma média de 444 mg de sodio por porcdo de 100 g (ANVISA, 2015). Porém, o consumo
excessivo de sddio gera adversidades na salde, como a constante elevacdo da pressao arterial,
aumentando o risco de doengas cardiovasculares, que sdo atualmente as principais causas de
mortalidade no Brasil e no mundo (SOUZA, 2016). Ainda é relevante destacar que, segundo o
Ministério da Salde, o brasileiro ingere o dobro de sodio por dia, quando comparado ao valor

estipulado pela Organizacdo Mundial de Saude.

Dessa forma, o Ministério da Salde tem organizado estratégias e acordos com
associacOes do setor produtivo, a fim de reduzir gradativamente os elevados indices de sddio
em produtos processados. Em 2010, foi renovado o termo de compromisso que traz, entre
outros objetivos, a reducdo de sddio nesses alimentos, visando a adequacdo dos niveis de
consumo em até 2 g/dia/pessoa até o ano de 2020 (MINISTERIO DA SAUDE, 2012;
SOUZA, 2016).

Levando em conta esta exigéncia dos 6rgdos de saude publica, é necessario que 0s

produtores de queijo comecem a adaptar a producdo para reduzir este teor de sodio no
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produto. Porém, a grande dificuldade est4 no fato de que o sal, amplamente usado durante
todo o preparo do queijo, estd ligado a importantes caracteristicas organolépticas, como
textura e sabor. No queijo Minas Frescal, este ingrediente também esta relacionado a
preservacdo do produto, devido ao elevado teor de umidade apresentado pelo mesmo, que
varia entre 55 a 58% (SOARES, 2013).

Diante deste desafio, a nanotecnologia se destaca como alternativa promissora tanto
para a reducdo de sodio quanto para o desenvolvimento de alimentos funcionais via
nanoestruturas carreadoras de moléculas bioativas (LIVNEY, 2015; BRANDELLI; BRUM,;
DOS SANTOS, 2017).

A B-lactoglobulina (B-1g), presente no soro do leite obtido na fabricacdo do queijo, é
uma proteina passivel de ser nanoestruturada para aplicacdo em alimentos, uma vez que a sua
nanoestruturacdo possui o potencial de amplificar as suas propriedades técnico-funcionais,
como capacidade de emulsificacdo, formagdo de espumas, gelificacdo e interagdo com

moléculas responsaveis pelo aroma e sabor do produto (ALVES et al., 2008).

Além disso, os consumidores tém buscado cada vez mais alimentos saudaveis e que
permitam ndo somente a nutricdo, mas a prevencdo ou o tratamento de doengas. Tais
alimentos sdo denominados de nutracéuticos (SHOJI; NAKASHIMA, 2004). Dois

nutracéuticos de grande importancia sdo a quercetina e a vitamina B,.

A quercetina é caracterizada como um flavonoide, de massa molar de 302,2 g-mol'l,
estando presente em varios vegetais e alimentos processados. Suas atividades biolégicas sdo
antioxidante, antialérgica, anti-inflamatoria, antiplaquetaria, antimicrobiana,
antineurodegenerativa, antitumoral e antiviral (HARWOOQOD et al., 2007). Ja a vitamina B, é
uma flavina hidrossoluvel, que esta presente em células de animais e vegetais, como em farelo
de trigo, leite e derivados lacteos, ovos, carnes e vegetais. O corpo humano € incapaz de
produzi-la, logo a mesma deve ser ingerida através de alimentos para atingir 0s niveis
necessarios ao metabolismo (MACK; GRILL, 2006).

Portanto, neste trabalho foi realizado o estudo e caracterizagcdo das propriedades
fisico-quimicas e de textura do queijo Minas Frescal artesanal reduzido em teor de sodio e
incorporado com nanoestruturas de B-lg com os bioativos quercetina e vitamina B
encapsulados, a fim de melhorar as propriedades funcionais do alimento, sem alterar a

qualidade e textura do queijo.
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2.

OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Produzir e -caracterizar o queijo minas frescal artesanal, incorporado com

nanoestruturas de 3-lg com quercetina e vitamina B, encapsuladas em sua estrutura, avaliando

as propriedades fisico-quimicas e de textura do produto, com foco na reducgéo do teor de sodio

e melhoramento funcional do alimento.

2.2. Objetivos Especificos

Caracterizar morfologicamente a nanoestrutura de B-lg via Microscopia Eletronica de
Transmissdo.

Avaliar a estabilidade da nanoestrutura de 3-lg em armazenamento a 4°C por 60 dias,
via medicdo de tamanho, PDI e potencial zeta.

Obter e caracterizar os encapsulados de quercetina e vitamina B, na nanoestrutura de
B-1g.

Produzir o queijo minas frescal incorporado com a nanoestrutura de -lg pura.
Produzir o queijo minas frescal incorporado com a nanoestrutura de B-lg com
quercetina ou com vitamina B, encapsuladas.

Avaliar a influéncia de diferentes concentracdes de NaCl, KCI e nanoestrutura de -1g
nos queijos minas frescal obtidos via planejamento experimental de delineamento
composto central rotacional (DCCR).

Caracterizar os queijos produzidos em funcdo das propriedades fisico-quimicas: pH,
solidos solUveis totais, condutividade elétrica e acidez titulavel; e propriedades

mecanicas: firmeza, coesividade, elasticidade, adesividade, dureza e mastigabilidade.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Queijo minas frescal

3.1.1. Caracterizacéo do produto

O leite é um fluido originado da secre¢do da glandula maméria de mamiferos.
Apresenta rica composic¢ao nutricional, sendo considerado um alimento completo e de grande
importancia na alimentacdo infantil humana e na das criagbes de animais
(WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006). Outra caracteristica inerente ao leite é sua alta
perecibilidade, que pode ser: quimica, quando é causada pelos efeitos da oxidacdo, ou
bioldgica, quando ha a atuacdo de microrganismos (SILVA, 2005).

O leite € uma matéria prima primordial na industria de alimentos, sendo processado
em uma série de derivados. Entre os quais, 0 queijo € um dos principais produtos. Um em
cada trés litros de leite produzidos no Brasil é destinado para a producdo de queijos, 0s quais
possuem alta demanda de consumo (EMBRAPA, 2015). Esse produto é caracterizado como
um concentrado proteico-gorduroso, obtido através da coagulacdo do leite e retirada do soro
(SILVA, 2005).

Os queijos sdo alimentos altamente nutritivos e fontes de célcio, fésforo e proteinas.
Uma dieta balanceada, que inclua os queijos, juntamente com habitos de vida saudaveis
conferem beneficios, como reducdo dos sinais de intolerancia a lactose e risco de cancer de

c6lon, protecdo contra infeccBes e melhoria da evacuacéo intestinal (FERRAO et al., 2016).

O queijo minas frescal estd entre 0s queijos mais consumidos no mercado brasileiro,
por isso, é produzido em larga escala e esté presente em um grande nimero de receitas, como
café da manhé e sobremesas (GOMES et al., 2011).

Este queijo tem essa denominacdo por ser uma variedade ndo maturada, de consumo
imediato e alta perecibilidade. E obtido através da coagulacio enzimética do leite, que pode
ser feita com o préprio coalho comercial ou com outras enzimas coagulantes adequadas. Essa
etapa de coagulacdo ainda pode ser suplementada via fermentacdo por bactérias lacticas
especificas (SILVA, 2005). O processo de fabricacdo do queijo minas tipo frescal € simples e
com baixo custo, além disso, apresenta alto rendimento, sendo comercializado a um preco
acessivel (SOARES, 2013).



Revisdo Bibliografica 19

O queijo minas frescal industrializado é caracterizado por uma massa crua, que
possui coloragdo branca, de consisténcia macia e textura fechada. Sua composigéo nutricional
apresenta, em média, 55% a 58% de umidade e 17% a 19% de gordura; o teor de sal pode
variar entre 1,4% e 1,6%; e o pH entre 5,0 e 5,3 (SILVA, 2005).

3.1.2. Teor de s6dio nos queijos e a saude publica

Os queijos, incluindo o tipo minas frescal, possuem elevados teores de sodio
(Cloreto de Sodio — NaCl) e gordura (FOULADKHAH; BERLIN, 2015). O sddio é essencial
para as funcbes metabdlicas do organismo humano (DOYLE; GLASS, 2010). Porém, quando
é altamente consumido, contribui para o aumento de casos de hipertensdo, doencas e célculos
renais, cancer de estdbmago, além de aumentar a excrecao de calcio na urina, favorecendo a
osteoporose (CRUZ et al., 2011). Por isso, 6rgdos responsaveis pelas politicas de saude
publica em todo o mundo voltaram o foco para reducdo desses nos processos produtivos,
visando a prevencdo de doencas e o atendimento da demanda dos consumidores por produtos
benéficos a satde (FERRAO et al., 2016).

A hipertensdo representa uma carga significativa no que diz respeito a qualidade de
vida e recursos do sistema de satde. E uma das grandes causas de mortalidade no mundo e
agrava o risco de doencas cardiovasculares, como infarto do miocardio, angina pectoris,

insuficiéncia cardiaca e acidente vascular cerebral (FERRAO et al., 2016).

Diante desse cenario preocupante, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
estipulou a ingestdo maxima de 2 (duas) gramas diaria de sodio por pessoa (OMS, 2011). Na
Tabela 1, sdo apresentados os limites de ingestdo de sodio permitidos em diferentes paises.
No entanto, o cenario brasileiro é mais critico, estima-se que sdo consumidos diariamentente
mais que 5 (cinco) gramas de sal por pessoa (IDEC, 2014). A alta ingestdo de sodio é
diretamente relacionada ao consumo dos alimentos processados. Os queijos despontam como
0 quarto maior influenciador no consumo de sodio pelos brasileiros (BUENO COSTA et al.,
2018).
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Tabela 1. Ingestao maxima de sodio por dia para adultos em diferentes paises (Adaptada de
FERRAO, 2016)

Ingestao maxima diaria

Regido de sodio (g.dia™)
Estados Unidos <23
Canada < 2,3, sendo a ideal < 1,5
Unido Europeia <5
Mercosul <24
Brasil <5,0

Segundo o Ministério da Saude é estimado que sejam retiradas 28 mil toneladas de
sodio dos alimentos brasileiros até 2020 (FERRAO et al., 2016). Novas legislaces entrardo
em vigor a partir do referido ano. Dentro da industria de laticinios, a meta de redugéo é de
63% (MINISTERIO DA SAUDE, 2012), demonstrando que ha grandes desafios a serem
superados pelo setor industrial. Portanto, se fazem necessarias alternativas e novas tecnologias

que auxiliem nessa problematica.
3.1.3. Funcao do s6dio nos queijos

O sodio exerce fungdes importantes nos alimentos, como o realce de sabor e aroma e
conservacdo do produto. Nos queijos, este componente atua como agente emulsificante e
redutor da atividade de agua e atividade microbiana. Assim, ao reduzir o teor de sodio se faz
necessario acrescentar outros aditivos, que sejam seguros para os alimentos e que mantenha
suas caracteristicas de sabor, textura e qualidade (TAORMINA, 2010).

A inibicdo da atividade antimicrobiana € um fator muito importante, principalmente
nos queijos frescos, que sdo mais susceptiveis a essa contaminacdo. O sodio inativa 0s
microrganismos pela reducdo da atividade da agua, mas também por interferir no processo de
transferéncia de massa, aumentando a pressdo osmotica do meio, 0 que gera a desidratacdo
das bactérias e, consequentemente, sua destruicdo e inibi¢do de crescimento (GUINEE; FOX,
2004).

O teor de sodio também é importante na solubilidade das proteinas do queijo, visto
que € um agente regulador da forca idnica. Portanto, permite a hidratacao das proteinas, o que
influencia diretamente na estrutura, na estabilidade, na reologia e na textura do produto
(CRUZ et al., 2011).
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Além disso, o sddio influencia na velocidade da protedlise no queijo, alterando a
agregacdo de moléculas e substratos. E capaz de interferir diretamente na atividade das
enzimas envolvidas no processo produtivo (KATSIARI et al., 2000). Por exemplo, a
qguimosina, enzima em maior concentracdo no coalho, é influenciada pela concentracdo de
sodio, sendo que, em concentracbes muito baixas desse sal, 0 processo de coagulacdo é
retardado (SOARES, 2013).

O sbdio é um agente significante nas propriedades fisico-quimicas dos queijos,
principalmente na reologia e textura. Sendo comprovado que, 0s gqueijos com teores de sodio
medianos apresentam textura firme, como feta e brie; os com baixos teores de sddio sdo mais
Cremosos, cComo a ricota e o cottage; e 0s com maiores teores de sodio s&o mais duros, como o
cheddar e gouda (GUINEE; FOX, 2004). O que é um fator muito importante, visto que a
textura do queijo esta diretamente relacionada a sua qualidade, identidade e a sua aceitagdo
pelo consumidor (ALVARENGA, 2008).

3.1.4. Solucbes tecnoldgicas para reducéo do teor de sédio em queijos

A reducdo do teor de sodio nos queijos é um fator preocupante, visto que interfere
nas propriedades funcionais desse alimento (FELICIO et al., 2013). Por isso, pesquisas
voltadas para a substituicdo desse componente sao de relevante importancia.

Geralmente, para solucionar esta questdo é feita a reducdo do NaCl ou a substituicdo
deste por um outro sal, 0 que pode ocasionar uma série de problemas no processo produtivo,
resultando em mudancas fisico-quimicas, reoldgicas, funcionais e sensoriais do produto
(FELICIO et al., 2016)

A primeira solucdo tecnologica proposta foi a reducdo da quantidade de sodio no
processo produtivo. No estudo de Lindsay e colaboradores (1982) foi demonstrado que a
reducdo de sodio de 4,9% a 3,5% no queijo Cheddar ndo afetou de forma intensa as
caracteristicas do produto, porém, no teste com consumidores, estes optaram pelo queijo com
maior teor de sddio. Ja no estudo Wyatt (1983), a reducgéo de 35% na quantidade de sodio do
queijo fresco Cottage ndo influenciou na avaliacdo pelos consumidores; porém ao aumentar a

reducdo para 50% houve baixa aceitacao.

Com o desenvolvimento de pesquisas, a alternativa tecnolégica mais comumente

aplicada € a substituicdo parcial do NaCl pelo cloreto de potéassio (KCI), visto que este
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mantem o sabor e permite a reducdo do NaCl, sem comprometer as caracteristicas finais do
produto (GOMES et al., 2011; CRUZ et al., 2011). A ingestdo de KCI na dieta ndo apresenta
efeito na hipertensdo, o que acontece com o sodio (BUENO COSTA et al., 2018). Por esses

motivos, o KCI é aplicado como objeto de estudo deste trabalho.

Em um estudo recente de Chavhan e colaboradores (2015), foi alcancada a redugéo
de 27% de sdédio no queijo mucarela, através da substituicdo parcial do NaCl por KCI. Foi
também aplicada uma mistura de sais de potassio — citrato de potassio e fosfato dipotassico -
para melhoria da emulsificacdo. O queijo mucarela ficou com formulacao final de 30,96% de

KCI e 2% da solucdo emulsificante, sem interferir nas qualidades fisico-quimicas e sensoriais.

Ja no trabalho de Bueno Costa e colaboradores (2018), foi possivel obter uma
significante reducdo no teor de sodio do queijo minas padrdo pela substituicdo parcial do
NaCl por KCI, nas porcentagens de 25 e 50%. Os queijos com KCI 25% e 50% apresentaram
cerca de 369,12 mg e 210,05 mg de sodio, respectivamente, enquanto o controle (100% NacCl)
apresentou 608,67 mg. No teste de aceitacdo, ndo houve diferengas significativas para o
queijo com 25% de cloreto de potassio, quando comparado com o controle. Ao aumentar a
porcentagem para 50%, houve leve rejei¢do, por mudanca no sabor, 0 que pode ter ocorrido
pela reducéo de pH e sinérese, diminuindo o teor de umidade. Alem do que, o perfil de acidos
graxos foi afetado pela reducdo de s6dio, com aumento de cadeia curta, cadeia média e acidos

graxos poli-insaturados, os quais também influenciam no sabor do produto.

Maior sucesso na reducdo do sédio foi obtido no queijo minas frescal, no qual,
Gomes e colaboradores (2011) conseguiram, através da substituicdo parcial apenas de 25% do
NaCl por KCI, uma reducdo de 51,8% na concentracdo de sodio. Foi feito o teste com
consumidores e 0 queijo com baixo teor de sddio foi aceitavel. Com isso, nota-se a
possibilidade de aplicacdo desta tecnologia no queijo minas frescal com eficiéncia, podendo
ser testados valores ainda maiores de substituicdo, assim como foi feito neste trabalho,

conforme relatado no Material e Métodos.

Diante dos impasses destas metodologias, a nanotecnologia se destaca como uma
possivel alternativa na otimizagdo da funcionalidade dos alimentos (LIVNEY, 2015),
principalmente, por sua grande variedade de aplicacdes (BRANDELLI; BRUM, 2017) e, por

isto, foi utilizada neste trabalho, como um potencial inovador para a producdo do queijo tipo
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minas frescal, suplementado com nanoestruturas de B-lg, que é a proteina mais abundante do

soro de leite.
3.2. Proteinas do soro de leite

O soro de leite € um composto liquido, rico em nutrientes e derivado da producéo de
queijos e caseina, é composto por dgua (95%), lactose (3,5%), proteinas (0,5%), sais minerais,
vitaminas e 4cido lactico (1,0%). Suas proteinas possuem alto valor nutricional,
principalmente, pelas caracteristicas de sua composicéo, biodisponibilidade de aminoacidos
essenciais e alta digestibilidade. Além disso, suas propriedades de formac&o e estabilizacdo de
espuma, emulsibilidade, geleificagcdo, formacgéo de filmes, as tornam altamente importantes
para as industrias de alimentos, farmacos e cosméticos (SGARBIERI, 2005; PRAZERES;
CARVALHO, 2012).

As proteinas presentes no soro de leite sdo amplamente estudadas, a fim de
identificar suas propriedades fisico-quimicas, propriedades funcionais e estruturais, podendo
encontrar novas aplicacGes para estes compostos. Essas proteinas sdo divididas em dois
grupos: proteinas de maior e menor concentracdo. As de maiores concentracdes sdo a o-
lactoalbumina (25%) e B-lg (55%), as quais sdo proteinas globulares, que possuem baixa
massa molar e representam 80% de todas as proteinas do soro. JA as de menores
concentracdes sdao a soro albumina bovina, a lactoferrina, as imunoglobulinas, as
fosfoliproteinas e outros fatores bioativos e enzimas relatadas na Tabela 2 (ANTUNES, 2003;
PEREIRA, 2009).

Tabela 2. Propriedades fisicas e bioquimicas das principais proteinas do soro de leite
(Adaptado de PEREIRA, 2009)

Proteina Massa molar Ponto isoelétrico Concentll'agﬁo
(kDa) (g.L7)

B-lactoglobulina 18,4 5,2 2,70
o-lactoalbumina 14,15 42-48 1,20
Soro all?umma 69 47-49 04

bovina

Imunoglobulina 15 -1000 5,5-8,3 0,65
Lactoferrina 78 8,0-9,0 0,1
Lactoperoxidase 89 9,5 0,02

Nota-se que B-lactoglobulina ¢ a proteina com maior concentragdo no soro do leite,

sendo viavel o estudo de suas aplicagdes. Essas proteinas, por possuirem indmeras
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propriedades funcionais e nutricionais, exercem influéncia no processo de transformar o soro
em um produto altamente aplicado na biotecnologia, tanto em agroinddstrias, como na
medicina, na industria alimenticia e como suprimento para crescimento de culturas
microbiologicas (FIDELIS, 2011).

3.3. p-lactoglobulina

3.3.1. Estrutura

Como dito anteriormente, a B-lactglobulina é uma proteina presente no soro de leite,
de forma globular, tamanho pequeno e sollvel. Apresenta-se na forma de mondémero com 18
kDa em pH 3 e apresenta 162 residuos de aminoacidos. J4 em pH entre 3 e 7, geralmente o pH
dos queijos, é encontrada na forma de dimero, com 36 kDa, sendo resistente as condicdes
acidas (CHATTERTON et al., 2006).

A estrutura secundéria da B-lg apresenta nove cadeias e somente uma a-hélice,
conforme demonstrado na Figura 1. Dessas cadeias 3, oito se posicionam para dentro da
estrutura, formando o célice, o qual é de conformacdo conica e possui duas superficies
distintas. Uma dessas superficies apresenta os filamentos de Aa D eaoutraosde EaH. O
filamento | é o principal responsavel pelas interagdes da B-lg com outras moléculas. Além
disso, o interior do célice é o principal local de ligagbes hidrofobicas (LOVEDAY;
SAWYER, 2016). Os paramentros dessas interacGes dependem da natureza quimica do
ligante, das condicdes fisico-quimicas que ligante e proteina estdo sujeitos e da conformacéo
proteica. A ligacdo da B-lg com ligantes pode levar a alteragdes em sua estrutura (TAVARES
etal., 2014).
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Figura 1. Estrutura da B-1g: (a) representando os oito filamentos das cadeias f3; (b)
representando o sitio de interacdo hidrofobica no célice, sendo a estrela azul, possiveis
ligacGes de moléculas bioativas e as ligacGes entre cisteinas nas posi¢des 160-66 e 106-119
(Adaptada de LOVEDAY; SAWYER, 2016)

Ligacéo

- dissulfeto
a-hélice

(b)

Ligacéo

dissulfeto

Os filamentos de A a H das cadeias  sdo conectados por um total de sete algas,
denominadas AB, BC, CD, DE, EF, FG e GD. Dessas, as alcas BC, DE e FG sdo de tamanho
curto e ficam proximas da parte mais fechada do célice. J& as demais alcas sdo longas e
flexiveis, ficando préximas a extremidade aberta do célice. A alca EF forma um loop que é
responsavel pelo sitio de ligacdo desse calice. Sdo encontradas na estrutura dessa proteina
cinco cisteinas nas posi¢cdes 66, 106, 119, 121 e 160, que formam duas ligacBes dissulfeto
entre 66-160 e 106-119, resultando em um grupo tiol livre dependende do pH do meio e que é
0 responsavel pela agregacdo ou desnaturagdo da B-lg (SHAFAEI et al., 2017). A B-Ig
também possui residuos de triptofano (posi¢oes 19 e 61), sendo que o triptofano 19 confere a
essa proteina intensidade de fluorescéncia (MARSHALL, 2004).

A B-lg possui uma quantidade relevante de aminodcidos que exercem papéis
importantes na nutricio humana, que s&o leucina, isoleucina, valina, fenialanina, tirosina,
metionina, triptofano, lisina e histidina, essenciais para a preservacdo dos tecidos
(MARSHALL, 2004).
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3.3.2. Aplicages na indastria de alimentos

A B-lg, por suas diversas funcionalidades nutricionais, € um ingrediente cotado na
formulacdo de novos alimentos. Por sua estrutura complexa, tem atraido a atencdo de
pesquisadores que buscam explorar cada vez mais suas bioatividades (CHATTERTON et al.,
2006).

A B-lg possui uma caracteristica muito interessante de geleificacdo, que pode ser
ajustada pelo calor (HOLT, 2000), podendo ser aplicada em alimentos, nos quais a ligacdo
com a &gua e a texturizacdo sdo necessarias, como nos queijos. Os géis formados por essa
proteina podem ser manipulados através de alteracdes do pH, forca i6nica e temperatura
durante a gelificacdo (DUFOUR et al., 1998). Logo, podem ser formados géis opacos ou
translicidos, mais flexiveis ou mais rigidos, aumentando a gama de aplicagdo da B-lg em

diferentes processos da inddstria alimenticia.

A B-lg também tem capacidade de formacdo de espuma e possui estabilidade térmica
equivalente a clara de ovo, podendo ser um substituto econémico e viavel para outros
ingredientes. As propriedades espumantes dessa proteina sdo de alto desempenho, sendo
solivel e estdvel em uma ampla faixa de pH e até mesmo em altas temperaturas
(CHATTERTON et al., 2006).

Além de suas varidveis caracteristicas funcionais, a B-lg é resistente a degradacdo
pela pepsina no estdmago (CHEN; SUBIRADI, 2006) e quimotripsina do pancreas, devido a
sua estrutura molecular complexa e estavel (ANTUNES, 2003), a qual é otimizada na sua
forma nanoestruturada, sendo ainda mais resistente e podendo ser aplicada no carregamento
de bioativos e no aumento da biodisponibilidade deles, conforme Figura 2.



Revisdo Bibliografica 27

Figura 2. Demonstragao grafica do caminho na nanoestrutura de B-lg encapsulada com
bioativo no organismo humano, sendo administrada via oral e somente degradada no intestino
(Adaptada de SHAFAEI et al., 2017)
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No trabalho de Madalena e colaboradores (2016), a nanoestrutura de B-lg com
riboflavina encapsulada foi testada in vitro quanto a resisténcia ao pH do estdmago e
intestino, utilizando meios sintéticos com enzimas. Para isso, foi utilizado um reator de parede
dupla, para manter a temperatura a 37°C, com 10 cm de didmetro interno e 15 cm de altura.
As fases digestivas simuladas foram: estdmago, aplicando solugdo de pepsina e lipase com
fluxo de 0,3 mL.min™ por 2 horas, com mudanca de pH de 4,8 para 1,7, utilizando solucéo de
HCl a 1 mol.L™Y; duodeno, aplicando solucéo de extrato biliar suino e pancreatina com fluxo
de 0,6 mL.min™* por 1 hora, com mudanca de pH para 6,5, utilizando solucéo de bicarbonato
de sodio 1 mol.L™; jejuno, aplicando solugéo de extrato biliar suino com fluxo de 2,1 mL.min"
! por 1 hora, com mudanca de pH para 6,8, utilizando solucdo de bicarbonato de sédio 1
mol.L?; ileum, aplicando somente solucdo de bicarbonato de sédio 1 mol.L™* com fluxo de
2,0 mL.min™ por 1 hora, com mudanca de pH para 7,2. A nanoestrutura com bioativo foi
degradada somente no intestino delgado, devido a acdo de sais biliares, se mostrando um
excelente meio carreador desse bioativo, visto que foi resistente a acdo de pH mais &cidos e
enzimas digestivas. Ndo se tem, até 0 momento, estudos in vivo da digestdo da nanoestrutura

de B-lg na literatura.
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3.4. Nanotecnologia e Nanoestruturas

3.4.1. Definicdo

A denominagdo “nanotecnologia” foi introduzida em 1974 por Norio Taniguchi no
campo dos materiais aplicados em escala nanométrica (TANIGUCHI, 1974). Segundo o
Dicionério de Oxford, nanotecnologia é a tecnologia que trabalha com dimensdes entre 1 a
100 nandmetros ou que, geralmente, trabalha com a manipulacdo de moléculas ou atomos
individuais. E a tecnologia aplicada na engenharia e controle da matéria para que tenham
propriedades Unicas e novas aplicacdes (SHAFAEI et al., 2017).

Nesse sentido, 0 crescente interesse na nanotecnologia deve-se ao potencial das
nanoestruturas apresentarem propriedades novas, diferentes das que o material apresentava na
forma original e, com isso, é possivel o desenvolvimento de produtos e processos otimizados
e/ou inovadores (GUPTA, 2011).

Os materiais nanoestruturados podem ser obtidos em diferentes dimensdes através de
seus elementos estruturais, aglomerados, moléculas ou cristalitos. Assim, podem ser
classificados como: dimensdes zero, que incluem as nanoestruturas e pontos quanticos; uma
dimensdo, que compreende, por exemplo, os nanobastdes e nanotubos; duas dimensdes, que
caracterizam os nanofilmes; e trés dimensdes, que incluem os nanomateriais na faixa de 1 e
100 nm (GHALANDARI et al., 2011). As diferentes combinacdes desses materiais com
polimeros, biomoléculas ou outro material nanoestruturado pode gerar particulas de tamanho
maior que 100 nm, os chamados nanocompdsitos. Estes apresentam boas propriedades fisico-
quimicas como solubilidade, difusividade, cor e resisténcia (HU; ARYAL; ZHANG, 2010).
Por isso, 0 uso da nanotecnologia nas industrias expandiu-se rapidamente, inclusive, na
industria de alimentos (CHELLARAMA et al., 2014).

3.4.2. Aplicagdes na industria de alimentos

No setor de alimentos, a nanotecnologia tem sido vastamente aplicada em diferentes
areas. Pode ser aplicada em embalagens, aumentando sua resisténcia térmica, melhorando
suas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas. Uma das vertentes dessas embalagens é a

criagdo da barreira protetora via nanocompositos, que mantém atmosfera inerte e com baixo
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fluxo de oxigénio, inibindo o crescimento de microrganismos e a deterioracdo do material,
sendo muito aplicada em frutos pds-colheita (CHELLARAMA et al., 2014).

Outra aplicacdo da nanotecnologia nesta industria é no aumento do valor nutricional
do alimento, como por exemplo, a utilizacdo de nano-gotas de dispersdo de vitaminas, que sdo
usadas para melhorar a absor¢do de nutrientes, além das técnicas de encapsulamento, em que
0s probidticos necessarios e outros produtos sdo direcionados para o sistema humano com a
ajuda de cépsulas nanoestruturadas (MAURIZIO et al., 2005). O suplemento alimentar via
nanoestruturas se mostra muito eficaz, pois estas reagem facilmente com células humanas
devido ao seu tamanho (CHAUDHRY et al., 2008).

No processamento de alimentos, que é a conversdo do alimento in natura em outras
formas que aumentem a comercializacdo e vida Util, a nanotecnologia se aplica,
principalmente, no uso de nanoestruturas carreadoras de moléculas funcionais, como a
utilizacdo de micelas de caseina para a liberacdo de compostos hidrofébicos bioativos; a
introducdo de técnicas de encapsulamento baseada em gelificacdo a frio para a liberacéo de
compostos bioativos termosensiveis, incluindo probiéticos; introducdo de nanocomplexos de
B-lg-pectina para entrega de nutracéuticos hidrofobicos em bebidas 4&cidas; e o
desenvolvimento de nanoestruturas B-lg, nanoencapsulada por pectina, para liberacdo de
bioativos (LIVNEY, 2010).

A insercédo dos produtos derivados da nanotecnologia na vida do consumidor tende a
aumentar em todo o mundo nos proximos anos (CHEN; WEISS; SHAHIDI, 2006). E
acredita-se que a nanotecnologia pode revolucionar o sistema de alimentacdo e tem o
potencial de influenciar a ciéncia dos alimentos de uma forma positiva, pois pode gerar
inovacdo na textura dos alimentos, processabilidade, gosto, e estabilidade durante a vida de
prateleira (SCRINIS; LYONS, 2007). Por isso, se fazem tdo importantes as pesquisas nesta

area.
3.4.3. Sintese de nanoestruturas de proteina

As nanoestruturas de proteina sdo de relevado interesse nas pesquisas quando
comparadas as outras nanoestruturas. 1sso porque sdo digeridas pelo organismo humano, sdo
biodegradaveis e permitem manipula¢fes em sua estrutura terciaria para possibilitar ligacdo
com outras moléculas (WEBER et al., 2000).
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A preparagdo das nanoestruturas de proteina é influenciada pela composicdo da
proteina, que é dependente de onde a proteina é derivada, por exemplo, se é de origem animal
ou vegetal. Qualquer variacdo nas fracGes de massa molecular pode gerar alteracdes
significativas na nanoestrutura (PATHAK; THASSU, 2009). A solubilidade da proteina em
solventes aquosos ou ndo aquosos também é um importante pardmetro, pois a estrutura
proteica pode se dobrar ou desdobrar dependendo do meio em que se encontra (WANG,;
ULUDAG, 2008). E assim, os grupos funcionais da proteina, como grupos aminas, carboxilas
ou tiol, sdo ou ndo expostos por meio dessa modificacdo conformacional, interferindo na sua
capacidade de carregar moléculas bioativas (TARHINI; GREIGE-GERGES; ELAISSARI,
2017).

A formacdo de nanoestruturas de proteina depende diretamente do dessobramento da
estrutura proteica, diminuindo as interacdes intramoleculares hidrofobicas. Durante o
processo de formacdo de nanoestrutura, a proteina sofre alteracbes conformacionais que
dependem da composicdo, concentracdo, pH, forca idnica, solvente e método de reticulacéo
(PATHAK; THASSU, 2009).

As nanoestruturas proteicas podem ser obtidas por processos bottom-up ou top-down.
O bottom-up € o processo de obtencdo de nanoestruturas a partir das moléculas por meio de
processos eletroquimicos, como variagdo de temperatura, dessolvatagdo, alteracdo de pH,
como mostrado nos esquemas das Figuras 3 e 4. J& o top down é a via de processamento a
partir de materiais solidos, que sdo supersaturados ou nucleados (SINGH; MANIKANDAN;
KUMARAGURU, 2011).

Figura 3. Preparacao de nanoestruturas de proteina por dessolvatacéo, aplicando o alcool
etilico (Adaptada de TARHINI; GREIGE-GERGES; ELAISSARI, 2017)
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Figura 4. Preparacao de nanoestruturas de proteina em meio salino com alteracéo de pH
(Adaptada de TARHINI; GREIGE-GERGES; ELAISSARI, 2017)
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As nanoestruturas de B-lg podem ser formadas por alteracbes conformacionais
devido as condicbes do pH da solugdo, a temperatura aplicada, a forca ibnica, a presenca ou
ndo de ions salinos, a concentracdo da proteina e as moléculas de revestimento. Existem
varios protocolos para obtencdo dessa nanoestrutura, como o tratamento térmico em um
tempo especifico em solucdo ou alteracdo do pH e mudancas de forca ibnica sob agitacao.
Ainda pode ser desenvolvido o processo que envolva ambos os citados (SHAFAEI et al.,
2017).

As nanoestruturas de B-lg sdo formadas pelas forcas fisicas que agem durante a
sintese. Ocorre uma estimulacdo externa, como alteracdo de temperatura ou pH, que cria um
equilibro de forcas repulsivas, como interacfes eletrostaticas entre grupos de carga similares;
e forcas atraentes, como Van Der Waals, interacfes hidrofébicas e eletrostatica entre grupos
de carga oposta (YADAV; KUMARI; YADAYV, 2011).

No trabalho de Jones e colaboradores (2010), foi estudada a formacdo da
nanoestrutura de PB-lg via tratamento térmico dependente do tempo e utilizando pectina
metoxila como agente de revestimento. Obtiveram nanoestruturas de 100 a 300 nm entre pH 4
e 7; e os melhores resultados de tamanho, que ficaram entre 100 e 250 nm, e estabilidade

foram obtidos no ponto isoelétrico da B-lg (pl 5,2).

Ja no trabalho de Ghalandari e colaboradores (2011), foi utilizado o processo de
alteracdo do pH (3, 4,5 e 7) para obten¢do da nanoestrutura de B-lg, utilizando a metoxil
pectina como agente revestidor e o fosfato de sodio a 10mM como tampé&o. Conseguiram
obter particulas com tamanho inferiores a 200 nm e com boa estabilidade coloidal no pH de
4,5, que é o mais proximo do ponto isoelétrico dessa proteina, sendo, entdo o perfil de cargas

equilibrado neste pH.
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No trabalho de Costa (2016), foi feita a investigacdo da sintese da nanoproteina de B-
Ig, variando as temperaturas e tempos do processo, mantendo em solugéo salina de 50 mM de
NaCl. Obteve-se o melhor tamanho, 109 nm, e melhor indice de polidispersdo na temperatura
de 100°C, mantendo-se por 60 minutos. Logo, a sintese dessa nanoestrutura se revela como

simples e, por isso, de alto potencial de aplicabilidade.

3.5. Nutracéuticos

3.5.1. Definicdo

A denominacdo de nutracéuticos foi introduzida a cerca de 30 anos atras por Stephan
De Felice. Sabe-se que sdo origindrios dos nutrientes e farmacos, sendo superiores aos
nutrientes por possuirem funcionalidades medicinais e benéficas para saide do consumidor
(TELESSY, 2019).

Nutracéuticos séo considerados suplementos nutricionais, que sdo capazes de tratar
ou prevenir doencas, sendo qualquer substancia que possa ser considerada um alimento ou
parte de um alimento e que forneca beneficios médicos e de saude. Os nutracéuticos podem
ser nutrientes isolados, suplementos de dieta, produtos fitoterapicos e alimentos processados
(DUDEJA; GUPTA, 2017).

Destaca-se que, 0s nutracéuticos sao diferentes de alimentos funcionais, que s&o
alimentos suplementados com o objetivo de suprir as necessidades nutricionais, como
guantidade de vitaminas, proteinas ou sais minerais. Enquanto os nutracéuticos sdo 0s
proprios alimentos funcionais acrescidos de terem funcionalidade de prevencdo e/ou
tratamento de doencas e/ou outros distdrbios (RAJAT et al., 2012).

Os nutracéuticos sao classificados com base em sua natureza quimica e também no
tipo de alimento e se sdo tradicionais ou ndo, conforme Tabela 3. Assim, podem ser
organizados de acordo com: os constituintes quimicos, como fendis, alcaloides, acidos graxos,
minerais; em relacdo a sua disponibilidade natural no alimento, ditos nutracéuticos
tradicionais, e aqueles adicionados aos alimentos no processo de produgdo industrial ou
alimentos resultantes de melhoramento agricola, ditos ndo tradicionais (GUPTA et al., 2010)

e de acordo com o tipo alimentar, como vitaminas e minerais (DUDEJA; GUPTA, 2017).
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Tabela 3. Classificagdo dos Nutracéuticos (Adaptado de DUDEJA; GUPTA, 2017)

Categoria Detalhes Exemplo

Tipo de Alimento

. Potencializam as Vitaminas, minerais,
A Nutrientes

funcbes nutricionais aminoacidos
Séo extratos ou .
. Aloe vera, gengibre,
B Herbais concentrados
o alho
boténicos
Sdo adicionados ao
alimento para exercer Grdo refinados, como
C Suplementos ~ .
uma fungéo a soja
especifica

Tradicional/nao tradicional

Quando néo se altera

A Tradicional )
o alimento

Frutas, vegetais

Acido félico
adicionado a farinha
de trigo, célcio
adicionado a sucos

Quando ha adi¢do de
B N&o tradicional ingredientes ao
alimento tradicional

Dentre as funcionalidades dos nutracéuticos, destacam-se: os reforcos de imunidade,
por meio de flavonoides, como a quercetina; auxilio na recuperacdo de doencas degenerativas,
utilizando a vitamina E e creatina; também sdo Uteis no tratamento de doencas cronicas nao
transmissiveis, como doencas cardiacas e obesidade (DUDEJA; GUPTA, 2017). Dois

nutracéuticos de relevada importancia sdo a quercetina e a vitamina B..
3.5.2. Quercetina
O nome quercetina deriva de quercetum (floresta de carvalhos) e € usado desde 1857.

Sua estrutura € mostrada na Figura 5 e consiste em um esqueleto de difenil propano (CsC3Cs)
com dois anéis benzénicos ligados a um anel pirano (D’ANDREA, 2015).
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Figura 5. Estrutura quimica da quercetina (D’ANDREA, 2015)

A quercetina pertence ao grupo dos compostos fendlicos vegetais e foi isolada e
reconhecida biologicamente em 1936 por Szent-Gyorgyi (RUSZNYAK; SZENT-GYORGY],
1936). E um flavonoide com caracteristica antioxidante muito forte. A quercetina é
encontrada principalmente em vegetais e frutos e, presente na dieta humana, oferece protegédo
contra varias doengas como osteoporose, melanomas, doencas pulmonares e cardiacas e atua
contra o envelhecimento (PATEL et al., 2018).

A estrutura quimica da quercetina pura € uma aglicona ndo conjugada e sem fracao
de carboidrato. Porém, na maioria dos alimentos, a quercetina é encontrada com carboidrato
em sua estrutura, sendo denominada quercetina glicosilada. Um dos mais importantes
glicosideos é a rutina. Os tipos de quercetina conjugados com carboidratos levam a melhor
absorcéo pelo organismo humano. Sua absorcdo também depende da solubilidade do veiculo

usado na sua administracdo, uma vez que ela é insoltvel em &gua (PATEL et al., 2018).

Seu potencial antioxidante, principal fator atrativo dessa molécula, é dado pelas
propriedades sequestrantes de radicais livres e por sua capacidade de quelar ions metalicos.
Portanto, muitos estudos se voltam para sua aplicacdo no tratamento do cancer, pois pode
regular o ciclo celular, conseguindo diminuir a resisténcia as drogas e induzir a apoptose de
células tumorais, logo, € um potente composto antitumoral que pode reduzir os efeitos

colaterais da quimioterapia e radioterapia (BEHLING et al., 2004).

Além dos empecilhos quimicos que afetam a biodisponibilidade da quercetina, a
quercetina esta sujeita a problemas do processamento industrial, como alteragdes de

temperatura, luz, oxigénio, umidade e pH, que contribuem para alteracdes em sua estrutura e,
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consequentemente, em sua capacidade nutricional (CORREIA; FARAONI; PINHEIRO-
SANT’ANA, 2008).

Assim, a encapsulacdo de quercetina através das nanoproteinas de B-lg € uma
alternativa para aumentar a biodisponibilidade desse nutracéutico, potencializando seus

beneficios fisioldgicos.
3.5.3. Vitamina B,

A vitamina B, também chamada de riboflavina, é a molécula de 7,8-dimetill-10-(19-
D-ribitil)isoaloxazina, € um composto organico da classe das flavinas. Pode existir na sua
forma oxidada ou reduzida, conforme Figura 6, a partir das quais sdo formadas duas
coenzimas: mononucleétido de flavina (FMN) e dinucledtido de flavina adenina (FAD),
fundamentais na precursao de diversas vias metabdlicas. A vitamina B, pode ser encontrada
livre ou ligada a proteina (NOHR; BIESALSKI; BACK, 2002). O organismo humano ndo a
sintetiza, logo, deve ser ingerida nas dietas, sendo o leite a melhor fonte desse bioativo, que é
encontrada também em carne, peixe e em vegetais de cor verde-escura (POWERS, 2003).

Figura 6. Estrutura quimica da vitamina B, oxidada e reduzida, respectivamente (NOHR;
BIESALSKI; BACK, 2002)
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A vitamina B; € essencial para saide humana e animal, pois € um importante protetor
de doencas cardiovasculares e processos tumorais, além de ser precursora de diversas
atividades metabdlicas, como o metabolismo de gorduras e agucares e reparo do DNA. A

deficiéncia de riboflavina é grave e é correlacionada como um fator de risco para o cancer,
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embora pesquisas adicionais sejam necessarias para a confirmacdo deste fato em humanos
(COSTA, 2016)

A riboflavina é uma molécula afipatica, 0 que permite a interacdo com partes
hidrofobicas e hidrofilicas dos aminoacidos. A cadeia ribitil confere a parte hidrofilica e a
isoaloxazina confere a parte hidrofobica (POWERS, 2003). A nomenclatura final de flavina
se refere a coloragdo amarela. E uma molécula altamente estavel a altas temperaturas, porém é
fotossensivel, sendo fotodegradada para lumiflavina em condi¢Ges alcalinas ou para
lomicrdmio em condicdes acidas, sendo ambas as espécies inativas biologicamente (NOHR,;
BIESALSKI; BACK, 2002).

Por esse motivo, 0 processamento e estocagem de alimentos que contenham a
vitamina B, devem ser feitos de maneira cautelosa. Portanto, a sua encapsulacédo utilizando a

proteina do soro do leite B-lg nanoestruturada, surge como alternativa viavel a este problema.
3.6. Encapsulamento de moléculas bioativas

O encapsulamento de nutracéuticos é uma alternativa amplamente estudada para
protegé-los do processamento industrial, armazenamento e interagfes quimicas com outros
compostos (AUGUSTIN; SANGUANSRI, 2007). Aléem disso, permite que 0s bioativos sejam
liberados controladamente e que tenham um alvo especifico (ABD EL-SALAM; EL-
SHIBINY, 2012).

A eficiéncia do processo de encapsulamento depende da técnica aplicada, como por
exemplo, a matriz de dispersdo e as condi¢bes fisioldgicas especificas de interesse de
liberacdo do composto (TAVARES et al., 2014). Essas técnicas tém que ser especificas para
os bioativos de interesse, logo, se deve avaliar a natureza do encapsulado e também do
encapsulante (AUGUSTIN; SANGUANSRI, 2007). Outro fator consideravel é o alimento em
gue esse encapsulado sera inserido, que deve ser uma matriz que ndo interfira nas
propriedades do bioativo e que o preserve desde o processamento até o consumidor (GIBBS
etal., 1999).

A nanotecnologia contribui para o avanco do encapsulamento, refinando suas
técnicas, por exemplo, através das nanoemulsbes, nanolipossomos, nanoparticulas e
nanotubos. Além disso, buscam-se nanocompoésitos que sejam aplicaveis na industria

alimenticia, ou seja, que sejam reconhecidas como GRAS — Geralmente Reconhecidos Como
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Seguro — que é uma designacdo da Food and Drug Administration (FDA) para adi¢do de
novas substancias aos alimentos. (CHEN; REMONDETTO; SUBIRADE, 2006).

O potencial de encapsulamento de bioativos em nanoestruturas é comprovado, sendo
uma area amplamente estudada e uma forte alternativa para otimizar a biodisponibilidade e
estabilidade dessas moléculas desde o processamento até o consumo, melhorando também,
sua absorcdo no trato gastrointestinal (CHEN; REMONDETTO; SUBIRADE, 2006). Isso
ocorre devido ao pequeno tamanho das nanoestruturas e sua grande area superficial
(OKAGUA et al., 2019).

As proteinas sdo excelentes candidatas para sistemas de encapsulacéo e liberacdo de
bioativos. Possuem propriedades fisico-quimicas e fisioldgicas particulares e suas estruturas
sdo capazes de fazer diferentes interagbes quimicas, além disso, sdo biocompativeis,

biodegradaveis e possuem baixa toxicidade (SHAFAEI et al., 2017).

Como exemplo, as caseinas sdo capazes de se ligarem de forma esponténea a
nanoestruturas de calcio e fosfato de célcio, por meio de seus residuos de fosfato de serina. A
a-lactoalbumina também se liga facilmente ao célcio, ja a lactoferrina se liga ao ion férrico
(FOX; MCSWEENEY, 2003). A B-lg pode se ligar a diversas moléculas como vitamina D
(FORREST; YADA; ROUSSEAU, 2005), 6mega-3 (ZIMET; LIVNEY, 2009) e retinol
(FOX; MCSWEENEY, 2003). Geralmente, a interacdo das proteinas com o0s bioativos
ocorrem via interagdo hidrofdbica, ligacdo de hidrogénio ou atracdo de Vander Waals
(OKAGUA et al., 2019).

A capacidade da B-lIg de interagir com varios ligantes é resultante de sua estrutura. O
principal sitio de ligacdo hidrofdbica é a cavidade interna, denominada calice. No entanto, os
segundos sitios de ligacdo séo os residuos de aminoacidos Trpl9, Tyr20, Tyrd2, Gln44,
GIn59, GIn68, Leul56, Glul57, Glul58 e Hisl61. Tyrl02, Leul04 e Aspl29 séo os terceiros

sitios, por isso, € uma molécula tdo versatil (SHAFAEI et al., 2017).

No estudo de Liang e colaboradores (2008) foi investigada a interacdo do resveratrol,
um importante regulador do colesterol, com a B-lg e foi observado um bom potencial da
aplicacdo dessa proteina no encapsulamento e transporte desse bioativo. Ja no estudo de
Ghalandari e colaboradores (2011) alcangou-se a encapsulagdo da oxaliplatina, droga aplicada
no tratamento do cancer, na B-1g, via interacdo hidrofobica no célice da proteina. J& Zhang e

colaboradores (2014) fizeram o estudo da possibilidade de ligar diferentes moléculas bioativas
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na estrutura da B-lg e concluiram que foi possivel encapsular de dois a trés compostos

simultaneamente nessa proteina, 0 que comprova a versatilidade dessa matriz.

Diarrassouba e colaboradores (2015) investigaram a interacdo entre a vitamina D3 e
as nanoestruturas de B-lg. Foi feita a simulacdo do fluido intestinal e estomacal via solucéo
quimica. Neste estudo, conseguiram realizar a encapsulagdo e o complexo se manteve estavel
em pH &cido, que é o do estbmago, e somente foi degradado em pH bésico, como é o do
intestino. Logo, a nanoestrutura de B-lg foi eficiente na protecdo da vitamina D3 contra a

rapida digestdo, aumentando sua biodisponibilidade.

No trabalho de Costa (2016), foi feita a encapsulacdo da quercetina na nanoestrutura
de B-lg via nanossistemas de nanoestruturas poliméricas. Foram avaliados os parametros de
eficiéncia de encapsulacéo e capacidade de ligacdo, conseguindo atingir 85,16% de eficiéncia,
comprovando que a nanoestrutura de B-lg é capaz de encapsular esse importante bioativo. E
com isso, comprova-se a necessidade de pesquisas que utilizem essa nanoestrutura para
carregamento de bioativos, haja vista sua comprovada eficiéncia e variabilidade de ligacoes

com diferentes nutracéuticos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

A B-lactoglobulina (B-lg) foi gentilmente cedida pela Davisco Foods International
(EUA). O leite pasteurizado comercial tipo C e coalho (enzima quimosina) da marca HA-LA
foram usados no preparo do queijo minas frescal. A &gua destilada empregada nos
experimentos foi purificada via osmose reversa Hidrotek (Portugal). Reagentes quimicos de

graus analiticos sem purificacdes adicionais foram utilizados.

4.2. Obtencao e caracterizagdo do tamanho da nanoestrutura de p-lg

As nanoestruturas de B-lg ja foram obtidas e caracterizadas pelo grupo de pesquisa
Nanotec (UFSJ) em trabalhos anteriores de Costa (2016). A nanoestrutura foi obtida ao
solubilizar 2 mg-mL™ de B-lg em uma soluc&o de 50 mmol-L™* de NaCl e, posteriormente, foi
aquecida em banho ultratermostatico a 100°C por 60 min.

O tamanho da estrutura foi determinado via Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)
no equipamento Zeta Sizer S (Malvern Instrument, Inglaterra) a 25,0 £ 0,5 °C em triplicata
sem qualquer purificacdo adicional, sendo definidos o raio hidrodindmico (RH) e o indice de
polidispersividade (PDI). A medic¢do dos valores de PDI oferece informagdes a respeito da
distribuicdo de tamanho de estruturas dentro da amostra, variando de 0 a 1, sendo assim,
guanto menor este indice, mais monodispersa e homogénea sdo os tamanhos das estruturas na
amostra (MALVERN, 2009). O equipamento utiliza um detector de fotodiodo de avalanche
(Brookhaven BI-APD, USA) e um correlacionador (TURBOCORR, Brookhaven, USA). A
fonte de luz (CVI Melles Griot, USA) foi um laser HeNe de 35 mW de poténcia ¢ A =

632,80 nm, linearmente polarizada. Para controle de intensidade foi empregado um sistema de

polarizadores cruzados. O angulo de deteccéo foi fixo em 173°.

4.2.1. Andlise do tamanho e morfologia via Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET)

As imagens de microscopia eletrénica de transmissdo, MET, foram obtidas no
Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LNNano), no Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais (CNPEM). O microscépio utilizado foi o TEM JEOL-1400 PLUS (120
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kV), com filamento de Hexaboreto de Lantanio (LaBg), equipado com camera Gatan
OneView com 4K x 4K pixel. Antes da fixacdo da amostra nas grids de cobre, essas grids
foram descarregadas eletricamente pelo sistema de descarga Pelco easiGlow-Ted Pella (EUA)
a 15 mE por 10 s com o objetivo de melhorar a molhabilidade delas. Posteriormente, uma
gota da suspensdo produzida de nanoestrutura de proteina a 2 mg-mL™ foi adicionada & grid
de cobre de 200 mesh com filme ultrafino de carbono. Apds 30 s, 0 excesso da amostra foi
retirado com papel de filtro, e, em seguida, uma gota de solucdo aquosa de contrastante
acetato de uranila a 2% (m/v) foi adicionada sobre a grid. Apos 30 s, 0 excesso foi novamente
retirado com papel de filtro. Este processo foi repetido 3 vezes. Ao final dele, uma gota de
agua deionizada foi adicionada a grade por 5 s para eliminar o excesso de sal utilizado na
obtencdo de nanoestrutura. Em seguida, a grade permaneceu a 25 °C até secagem e

armazenada para posterior analise.

As anélises de crioscopia (Cryo-TEM) foram conduzidas no mesmo microscopio
eletronico utilizado para analises de MET. Para essa analise as grids de 200 mesh para
crioscopia passou pelo mesmo procedimento supracitado de descarga elétrica. Apos esse
processo, a grid foi resfriada com etano liquido sob ambiente de nitrogénio liquido e
transferida automaticamente (2-3 s) para o sistema de vitrificacdo automatizada Vitrobot
(Mark IV, Thermo Fischer Scientific, EUA). A amostra foi adicionada na grid no Vitrobot e 0
excesso da amostra ocorreu por forga de transferéncia negativa (forga de blot = -3) e tempo de
blotting de 3s.

As medicdes de tamanho via imagens da MET foram realizadas com auxilio do
software ImageJ. As medicdes foram realizadas em dois grupos distintos de estruturas
isoladas e lineares, sendo realizadas vinte medi¢des de comprimento e vinte de didmetro em

quatro estruturas diferentes, pertencentes a estes dois grupos.
4.2.2. Estabilidade no tempo de armazenamento a 4°C

A nanoestrutura foi armazenada a 4 °C para avaliar sua estabilidade ao longo do
tempo, sendo determinado o tamanho da estrutura, PDI e potencial Zeta nos dias 0, 5,10, 15,
30 e 60 apds a otengdo. Esta temperatura foi investigada por ser a temperatura de
armazenamento dos queijos produzidos e por ndo necessitar da adi¢cdo de conservantes, como

seria 0 caso ao se trabalhar a temperatura ambiente (25°C).
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O tamanho e o PDI da nanoestrutura seguiram a metodologia descrita no item 4.2. O
potencial Zeta também foi avaliado por ele expressar a carga interfacial da nanoestrutura, um
fator importante para determinar a dimensao das interacdes coloidais e a estabilidade coloidal
das nanoestruturas. O potencial zeta foi determinado por eletroforese a laser Doppler. As
medicOes foram realizadas em triplicata no equipamento Zeta Sizer S (Malvern Instrument,
Inglaterra) a 25,0 £ 0,5 °C.

4.2.3. Propriedade espumante da nanoestrutura de B-Ig

Amostras de 8,0 mL da nanoestrutura, em triplicata, foram homogeneizadas em um
Ultra Turrax (Biovera, Brasil) por 1 min em 14.000 rpm. Apos a agitacdo, acompanhou-se a
altura da espuma medindo-a em intervalos de tempo a fim de calcular as variaveis:

incremento de volume (VI, Equacéo 1) e estabilidade da espuma (FS, Equacéo 2).

V_T_ T
VI = VE—] X100 (1)
Vr
— |Yee
FS = [Vm] @)

Sendo Vt o volume total da solucdo, Ve o volume da espuma, Vgt € Ve 0S volumes
da espuma correspondentes aos instantes t (30, 60 e 120 min apds a homogeneizacdo) e no
tempo zero, respectivamente. Amostras de proteina sem tratamento térmico foram utilizadas

como controle, segundo Santos e colaboradores (2019).
4.2.4. Propriedade emulsificante da nanoestrutura de f-lg

O Indice de Atividade Emulsificante (IAE) da proteina nativa e da proteina
nanoestruturada foram determinados de acordo Cameron e colaboradores (1991). Amostras de
protefna (150,0 pL) a 0,1% (m-v™*) com 6leo de girassol (2,5 mL) e agua destilada (7,35 mL)
foram homogeneizadas em Ultra Turrax por 1 min a 14.000 rpm. Apds a agitacdo, 10,0 pL de
amostras de cada emulsdo foram retiradas em diferentes tempos (0, 5, 15 e 30 min) e diluidos
em 10,0 mL de solucéo de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 0,1% (m-v'™'). A absorbancia foi
medida a 500,0 nm em espectrofotémetro UV-Vis Global Trade Technology (S&o Paulo,

Brasil). O IAE foi calculado de acordo com a Equagéo 3 e a estabilidade da emulsdo (ESI)
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com a Equacéo 4.

2 -1y = [2%2303x40xFD
IAE (m*.g™") = [ cx(1-6)x1000 ] ®)
ESI = ——xt @
Apg—At

Sendo A, a absorbancia no tempo igual a zero, FD o fator de diluicdo, ¢ a
concentracéo inicial da proteina (g.mL™); 6 a fracdo de dleo (0,25) e A as absorbancias das

emulsdes diluidas em 30, 60 e 120 min.
4.3. Encapsulamento de quercetina e vitamina B, na nanoestrutura de B-Ig

Foram adicionadas diferentes concentracbes de quercetina e vitamina B, em
microtubos previamente pesados em balanca analitica de seis casas decimais, juntamente com
a nanoestrutura de proteina, como demonstrado nas Tabelas 4 e 5, para atingir a concentracdo
final desejada do bioativo na solucdo, sendo os ensaios realizados em triplicata. As
encapsulacdes de quercetina e vitamina B, foram realizadas separadamente. As amostras
foram agitadas manualmente por 5 min e, em seguida, centrifugadas a 13.500 rpm a 20 °C por
30 min. O sobrenadante foi recolhido e diluido para leitura no espectrofotobmetro UV-Vis a
373,0 nm (quercetina) e 445,0 nm (vitamina B;) para obtencdo da eficiéncia da encapsulacéo
EE (%) pela Equacdo 5. Em seguida, o pellet foi seco em estufa a 50 °C por 48 h e pesado.
Pela subtracdo da massa de cada microtubo obteve-se o valor de W,,. Entdo, o valor da
capacidade de ligacdo (LC) dos bioativos na nanoestrutura foi calculado pela Equacdo 6

conforme Natarajan e colaboradores (2011) e Li e colaboradores (2009).

EE(%) = (Wtotal - Wlivre)- 1()O/Vl/total (5)

LC(%) = Wiotar — Wiipre)- 100/Wnp (6)

Onde, Wioxta € 0 total de bioativo adicionado; Wiive € 0 total de bioativo livre
detectado no sobrenadante; Wy, é o total de bioativo ligado a nanoestrutura detectado no
pellet; EE é a Eficiéncia de Encapsulamento; LC € a Capacidade de Ligagéo.
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Tabela 4. Preparacao de diferentes concentracfes de quercetina [Q]* em nanoproteina de -
Ig para determinar a eficiéncia de encapsulagao

Solucdo Estoque de  Disperséo de [Q]* na
Ensaio  Q(1,0mg.mL™)em nanoB-lgem AguaempL dispersdo de B-
pL pL lg (ug-mL™)
1 37,50 1000 462,5 25,00
2 75,00 1000 425,0 50,00
3 150,0 1000 350,0 100,0
4 225,0 1000 275,0 150,0
5 450,0 1000 50,00 300,0

Tabela 5. Preparacdo de diferentes concentracfes de vitamina B, [V]* em nanoproteina de
B-1g para determinar a eficiéncia de encapsulacéo

. n [V]* na
. Disperséo de . . N
. Solucédo Estoque de Aguaem  disperséo de
Ensaio 1 nano B-lg em

V(0,3 mg.mL™")em pL L plL nano B-Ig

" (ng-mL")
1 75,00 1000 425,0 0,015
2 150,0 1000 350,0 0,030
3 300,0 1000 200,0 0,060
4 375,0 1000 125,0 0,075
5 450,0 1000 50,00 0,090

O ensaio de quercetina e de vitamina B, com maior eficiéncia de encapsulamento foi

analisado quanto ao tamanho da particula, indice de polidispersividade (PDI) e potencial Zeta.

4.4. Producéo do queijo minas frescal incorporado com nanoestrutura de g-lg

A otimizacdo da producgéo dos queijos foi feita via planejamento experimental de
delineamento composto central rotacional (DCCR), fracionado 2°, sendo 8 experimentos em 2
niveis, totalizando 17 ensaios, com 6 experimentos nos pontos axiais e 3 repeticdes no ponto
central. As varidveis independentes foram as concentra¢fes de nanoestruturas de B-lg, NaCl e
KCI, conforme a Tabela 6. A matriz com os limites e niveis de cada uma destas variaveis
estdo na Tabela 7. As variaveis resposta foram pH, solidos solUveis totais (°Brix),
condutividade (mS-cm™), acidez titulavel (% Acido Latico), firmeza superior (N), firmeza
lateral (N), coesividade, adesividade (g.s), elasticidade, dureza (N) e mastigabilidade (N). Os

dados foram tratados no Software Statistica 7.
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Tabela 6. Planejamento experimental de delineamento composto central rotacional (DCCR)

23, sendo 8 experimentos em 2 niveis, totalizando 17 ensaios, com 6 experimentos nos pontos

axiais e 3 repeticbes no ponto central tendo como variaveis independentes as concentracdes de
cloreto de sodio (NaCl), cloreto de potassio (KCI) e da nanoproteina p-lg

Ensaios Variaveis Variaveis
codificadas descodificadas
NaCl (gLY)  KCI(g.L™) ';'nfgoK/; 'f;’ NaCl (L)  KCl(gLh I;ISSOK/; 'f)J

1 -1 -1 -1 5 20 5

2 -1 1 1 5 5 10
3 1 -1 1 20 20 10
4 1 1 -1 20 5 5

5 0 0 0 12,5 12,5 75
6 -1 -1 1 5 20 10
7 -1 1 -1 5 5 5

8 1 -1 -1 20 20 5

9 1 1 1 20 5 10
10 0 0 0 12,5 12,5 75
11 -1,67332 0 0 0 12,5 75
12 1,67332 0 0 25 12,5 75
13 0 -1,67332 0 12,5 25 75
14 0 1,67332 0 12,5 0 7,5
15 0 0 -1,67332 12,5 12,5 3,32
16 0 0 1,67332 12,5 12,5 11,68
17 0 0 0 12,5 12,5 7,5

Tabela 7. Matriz dos limites das variaveis: NaCl (g.L™), KCI (g.L™") e nanoestrutura de B-lg

(mg-kg™)

Variaveis -1,67 -1 0 1 1,67
NaCl (g-L™) 0,00 5,00 12,50 20,00 25,00
KCl (g-L™ 25,00 20,00 12,50 5,00 0,00

Nano p-lg (mg-kg™) 3,32 5,00 7,50 10,00 11,68

Os queijos controle, ou seja, sem nanoestrutura foram produzidos conforme Tabela

8, mantendo as concentragfes de KCI e NaCl do planejamento experimental.
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Tabela 8. Preparacdo de diferentes queijos controle (sem nanoestrutura)

Ensaios Concentrac0es salinas

NaCl (g-L™) KCl(g:L™)
C1 5,0 20,0
C2 5,0 5,0
C3 20,0 20,0
C4 20,0 5,0
C5 12,5 12,5
C6 0,0 12,5
C7 25,0 12,5
C8 12,5 25,0
C9 12,50 0,0

Segundo o Regulamento Tecnico para Fixacao de Identidade e Qualidade de Queijo
Minas Frescal, atualizado pela Normativa n® 4/2004, o queijo tipo minas frescal €
caracterizado pela coagulacdo enzimética do leite complementada ou ndo com a acdo de
bactérias laticas (BRASIL, 2004). O processo de producdo seguiu a metodologia descrita no
documento intitulado Queijo Minas Frescal, disponibilizado pela Embrapa (SILVA, 2005)
com adaptacfes. Ndo foram adicionados fermento e &cido latico, de acordo com os trabalhos
de Pieretti e colaboradores (2019) e Santos e colaboradores (2015). Isto foi feito com o
objetivo de analisar a interferéncia da adicdo de nanoestrutura com e sem bioativos e de KCI

ao processo produtivo do queijo minas frescal.

A adicdo de sal, de cloreto de célcio (CaCl,) e da nanoestrutura foi no leite
pasteurizado tipo C, antes da etapa de aquecimento, conforme Figura 7. Cada queijo foi
produzido com 500,0 mL de leite. As massas adicionadas de sal (cloreto de sodio e cloreto de
potassio) e nanoestrutura foram calculadas conforme o DCCR; coalho foi adicionado
conforme indicacdes do fabricante Ha-La e o cloreto de célcio (CaCly) a 0,02% (m.v'') em
relacdo ao volume de leite. Os queijos foram enformados em potes plasticos de 100,0 mL com
furos no fundo para escoamento do soro e apresentaram, em média, 5,8 cm de diametro, 2,5

cm de altura e 50,0 gramas de massa.
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Figura 7. Fluxograma da producdo do Queijo Minas Frescal com e sem nanoestrutura de B-Ig

Sal; .
Nanoestrutura; Aqu:czlm:r;tf)c Adicéo de
CaCl, entrtc)a " € ) < coalho sob
l/V em banho maria agitacio

Leite Tipo C
Corte - Agitacéo
Armazenamento = Dessoragem Enf
3 4°C — Queijo | ¢— e Viragem |+ — nformagem

4.5. Analises Fisico-quimicas do Queijo com e sem nanoestrutura de p-lg

Para as andlises fisico-quimicas, os ensaios foram realizados em triplicata e seguiu-se

a metodologia preconizada pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).
4.5.1. pH e Sélidos Soluveis Totais

Os queijos foram submetidos as analises de determinacéo do pH e analise de sélidos
solUveis totais (SST) utilizando pHmetro Digimed (Brasil) e refratdmetro Instruterm (Brasil),
respectivamente. Para isso, 5,0000 g de queijo foram adicionados em 50,0 mL de &gua

destilada, triturados para homogeneizacgéo e posterior analise.
4.5.2. Condutividade

A condutividade (mS/cm) foi avaliada em condutivimetro (Tecnopon MCA 150).
Para isso, 5,0000 g de queijo foram adicionados em 50,0 mL de agua destilada, triturados para

homogeneizacdo e posterior analise.
4.5.3. Acidez Titulavel

A acidez foi determinada para identificacdo do teor de acido latico, e calculada pela
Equacéo 7.
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% Acidez Titulavel = 222

(7)

Onde, V é o volume de NaOH gasto na titulacéo; f, o fator da solucdo de NaOH, 0,9

é o fator do acido latico e m, a massa de queijo.

4.6. Analise do Perfil de Textura dos Queijos

4.6.1. Andlise de Firmeza

A analise instrumental da firmeza foi realizada seguindo Piazzon-Gomes e
colaboradores (2010). As amostras de queijo continham aproximadamente 5,8 cm de didmetro
e altura média de 2,5 cm. A firmeza foi aferida no 4° dia ap6s a fabricagdo dos queijos com o
auxilio de um penetrometro digital (Penetrémetro digital DD-2000, Instrutherm), realizando-
se 3 leituras equidistantes lateralmente (horizontal) e outras 3 na parte superior (vertical) das

diferentes formulagdes de queijo. Os resultados foram expressos em Newton (N).

4.6.2. Andlise Instrumental do Perfil de Textura (TPA)

A analise instrumental do perfil de textura experimental (TPA) foi realizada seguindo
Piazzon-Gomes e colaboradores (2010). As amostras de queijo continham aproximadamente
5,8 cm de didametro e altura média de 2,5 cm para todas as analises.

Os parametros de dureza, coesividade, adesividade, elasticidade e mastigabilidade,
foram determinados no 3° dia apds a fabricacdo dos queijos, empregando-se o teste de dupla
compressdo até 50% da altura inicial da amostra, a uma velocidade de 2,0 mm-s™, & 25 °C,
com tempo de 5 s entre as compressoes, utilizando Texturometro TA.TX Plus Texture
Analyser da Stable Micro Systems, contendo uma probe cilindrica de 10,0 cm de diametro e
1,0 cm de altura. Os resultados de dureza e mastigabilidade séo expressos em Newton (N),

adesividade em Joule (g.s), coesividade e elasticidade sdo adimensionais.
4.7. Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o Software Statistica 7. A
andlise de variancia (ANOVA), com indice de confianca de 95%, foi realizada para
determinar como as variaveis independentes do DCCR, afetaram os valores das varidveis de

resposta. Para andlise estatistica da estabilidade, emulsdo, espuma, encapsulamento e
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comparagOes dos queijos do planejamento com os queijos controle, foi realizado o teste
Tukey ao nivel de 5% de significaAncia, sendo uma metodologia de comparacdo pareada dos

resultados obtidos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencéo e caracteriza¢éo da nanoestrutura de f-lg

A nanoestrutura de B-lg obtida apresentou tamanho medio de 109,95 + 0,68 nm e
PDI de 0,4062 * 0,0539. O tamanho esta dentro do estabelecido em Uskokovi¢ (2007), o qual
afirma que nanoestruturas sdo materiais cujo tamanho varia de 10 a 300 nm. Apesar do
tamanho encontrar-se na faixa considerada nanoestrutura, sabe-se que 0 mais importante é
essa estrutura apresentar novas ou aprimoradas propriedades em relacdo ao material ndo
nanoestruturado. O PDI ficou proximo do considerado ideal pela literatura (PDI < 0,4),
indicando que a nanoestrutura obteve boa polidispersividade, pois, quanto menor este valor,
mais monodispersa é a nanoestrutura (MADALENA, 2016).

Resultados similares foram encontrados por Madalena e colaboradores (2016), no
qual as nanoestruturas de B-lIg obtidas apresentaram tamanho de 168,0 + 3,0 nm, utilizando a
metodologia de aquecimento, porém a 80 °C por 10 min e ajustando o pH da solucéo para 6,0
antes de aquecer. Ja Simdes e colaboradores (2020) sintetizaram a nanoestrutura de B-lg com
88,6 + 4,2 nm, sendo necessario manter a solucdo de B-lg em tampdo fosfato com pH 6,0 a 4
°C overnight e, em seguida, filtrar em membrana de 0,2 um de acetato de celulose antes de
realizar o aquecimento a 80 °C por 15 min, seguido de banho de gelo por 10 min. Entéo, as
diferengas encontradas nas sinteses da nanoestrutura de B-lg, como pH, temperatura, solugéo
salina, tempo de aquecimento, refletem no tamanho obtido, sendo que a sintese da
nanoestrutura deste trabalho € uma alternativa altamente viavel, visto que é um método mais
simples e rapido, utilizando poucos reagentes e sem a necessidade de um agente de

revestimento.

5.1.1. Analise de tamanho e morfologia via Microscopia Eletrdnica de Transmissao
(MET)

As imagens de MET das nanoestruturas de B-1g estéo representadas nas Figuras 8 e 9.
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Figura 8. Imagens de Microscopia Eletrénica de Transmissdo das nanoestruturas de p-lg com
escala de 200 nm utilizando o método de negative stain para o preparo da amostra (A) e (B)

(A) (B)

Figura 9. Imagem de Microscopia Eletronica de Transmissdo das nanoestruturas de -lg com
escala de 200 nm utilizando crioscopia para o preparo das amostra (A) e (B)

(A) (B)

As imagens confirmam o tamanho nanométrico da proteina obtido via DLS. Nota-se
que, a estrutura é mantida, mesmo utilizando diferentes técnicas de preparo de amostras,

negative stain e crioscopia. A nanoestrutura apresenta um formato de fibrila, que por ser
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proteica, possui ramificacdes e estrutura mais complexa. Nota-se também a dispersdo com
nanoestruturas isoladas e a tendéncia de alguns grupos se aglomerarem, o que lhes garante
maior estbilidade coloidal, corroborado pelo resultado de potencial zeta no item 5.1.2.

As analises morfomeétrica por meio do software ImageJ apresentaram tamanho médio
do comprimento da fibrila para as estruturas dispersas de 178,52 + 16,14 nm e 18,98 £ 6,32
nm de didmetro. Os tamanhos das nanoestruturas obtidos pelas imagens de microscopia foram
maiores que os obtidos pelo DLS. O DLS mede o tamanho hidrodindmico da estrutura e a
microscopia mede o tamanho da estrutura seca; portanto, era esperado que o tamanho medido
pelo DLS fosse maior que o da microscopia (SOUZA; CIMINELLI; MOHALLEM, 2016).

Proteinas em solucdes aquosas, como utilizadas na analise DLS, tendem a se agregar
rapidamente, devido as interacdes intra e intermoleculares, principalmente, quando
submetidas a baixas temperaturas, como armazenamento a 4 °C (KOLAKOWSKI; DUMAY;
CHEFTEL, 2001). Essas interaces ocorrem pelas ligacbes dos grupos sulfidricos, interagindo
com as ligacOes dissulfeto, determinando a agregacdo proteica (MADALENA et al., 2016;
PEREIRA et al., 2010). Isto ocorre para diminuir a energia livre de Gibbs e, assim, diminuir
as interacBes entre a regido hidrofébica da proteina e a solucdo salina, aumentando a
estabilidade coloidal. O que ndo ocorre quando a amostra esta seca, como na MET, o que
favorece a linearizacdo das nanoestruturas, justificando o tamanho um pouco maior da
nanoestrutura quando analisada por este método. Somado a isso, existe um tempo de secagem
da amostra para a realizacdo da analise por MET e esse processo pode ter alterado o tamanho
da nanoestrutura. A desidratacdo da estrutura durante a secagem pode causar o colapso da
estrutura por forcas capilares (BAILEY; MECARTNEY, 1992) e/ou o alto vacuo da MET
(TOBLER; SHAW; BENNING, 2009) pode levar ao relaxamento da estrutura, aumentando

seu tamanho.

Na literatura sdo relatadas nanoestruturas de B-lg com forma semi-esférica
(CHAVOSHPOUR-NATANZIA; SAHIHIB, 2019) e esférica (MADALENA et al., 2016;
SIMOES et al., 2019). Na forma semi-esférica, os autores aplicaram o método de
desolvatagdo com etanol e utilizacdo do gluteraldeido como agente de revestimento. J& nas
formas esféricas, os autores também aplicaram o método de aquecimento, porém, com
diferentes tempos, temperaturas e solucdes salinas, conforme descrito no item 5.1. Esta
diferenca relacionada ao metodo de producdo resulta em nanoestruturas com diferentes
tamanhos e morfologias (TARHINI; GREIGE-GERGES; ELAISSARI, 2017). Ressalta-se
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que a metodologia de obtencdo da nanoestrutura deste trabalho e a sua morfologia ainda nédo

foram relatadas na literatura.
5.1.2. Estabilidade no tempo de armazenamento a 4°C

O tamanho das nanoestruturas e o potencial zeta se mantém aproximadamente

constante durante o armazenamento a 4 °C por 60 dias (Tabela 9).

Tabela 9. Teste de estabilidade sob armazenamento a 4°C da nanoestrutura de p-lg, sendo
medidos Potencial Zeta (mV), Tamanho (nm) e PDI, nos dias 0, 5, 10, 15, 30 e 60 apds a

sintese

Dia Zeta (mV) Tamanho (nm) PDI

0 -19,30 + 1,06% 138,30 + 0,55° 0,400 + 0,01%P

5 -19,20 + 1,05° 167,20 + 4,50° 0,456 + 0,08°
10 -17,80 + 0,94°°¢ 171,80 + 6,30° 0,461 + 0,02°¢
15 -18,50 + 0,972¢ 133,40 + 0,40° 0,359 + 0,00
30 -16,80 + 1,21° 151,80 + 2,12° 0,345 + 0,00
60 -17,00 + 1,16° 140,80 + 0,49° 0,426 + 0,00%P

"¢ Diferentes sobrescritos diferem significativamente a p<0,05 de acordo com o teste de Tukey, realizado para
cada coluna/variavel.

N&o ha diferencas estatisticas significativas entre os dias de analise para o potencial
Zeta pelo teste Tukey. O potencial Zeta é negativo, indicando que a superficie da
nanoestrutura de B-lg apresenta carga total negativa, o que corrobora com Mirpoor e
colaboradores (2017). Além disso, o pH da nanoestrutura sintetizada é de 7,10 + 0,01, sendo
mais elevado que o ponto isoelétrico da proteina (pl = 5,20), assim, menor quantidade de ions

H" em solucéo, prevalecendo a forma negativamente carregada da proteina.

O tamanho se manteve entre 138,3 a 171,8 nm, apresentando diferencas estatisticas
entre os dias de andlise. Os dias 0, 15 e 30 se assemelham estatisticamente, assim como, 0s
dias 5 e 10. A pequena diferengca de tamanho entre os dias pode ocorrer pela
polidispersividade da amostra que ficou, em média, em 0,4078 % 0,0487, ndo havendo
diferengas estatisticas entre os dias de leitura. Este valor é considerado eficiente pela literatura
(PDI < 0,4) (MADALENA et al., 2016). Dessa forma, de uma forma geral, pode-se
considerar que a proteina ndo sofreu alteracBes significativas durante o armazenamento,
permanecendo no tamanho nanomeétrico, sendo um ponto altamente positivo para posterior

aplicacdes em diversos produtos e processos.
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A estabilidade das suspensdes coloidais de nanoestruturas depende das cargas
superficiais das particulas presentes, que, quando se atraem, podem levar a agregacgdo e perda
de estabilidade. O sistema é mais estavel quando forcas repulsivas sdo mais fortes
(CHAVOSHPOUR-NATANZIA; SAHIHIB, 2019).

Este sistema é considerado semi-estavel visto que o valor do potencial Zeta se
manteve, em média, em -18,1 £ 1,0770 mV e, para ser considerado um sistema totalmente
estavel, sdo considerados valores acima de +30 mV e abaixo de -30 mV (DIARRASSOUBA,
2013). Isso ocorre, pois a estabilidade coloidal pode ser comprometida pela interacao entre as
cargas opostas das particulas. Neste caso, 0 processo de aquecimento aplicado durante a
obtencdo da nanoestrutura pode permitir a dissolucdo de alguns agregados proteicos,
promovendo rearranjos estruturais por quebra das ligacdes dissulfeto, o que resulta em
desdobramento e exposi¢do dos grupos sulfidricos, os quais podem formar ligacOes inter e
intra-moleculares, ocasionando a agregacdo de proteinas e decaimento da estabilidade
(MADALENA et al., 2016), o que foi confirmado pelas imagens de MET (item 5.1.1), nas

quais sdo possiveis visualizar nanoestruturas isoladas e também em agrupamentos.
5.1.3. Propriedade espumante da nanoestrutura de f-lg

A Tabela 10 apresenta os valores de incremento de volume e estabilidade de espuma
para proteina nativa e para nanoestrutura. Nota-se que houve diferenca estatistica significativa
entre a proteina nativa e a proteina nanoestruturada, destacando a diferenca de ambas nessa
propriedade técnico-funcional. A nanoestrutura foi capaz de gerar maior incremento de

volume e obteve melhor estabilidade da espuma do que a proteina nativa.

Tabela 10. Valores de incremento de volume (V1) e estabilidade de espuma (FS) para a
proteina nativa e para nanoestrutura de f-lg nos tempos 30, 60 e 120 min

Proteina Nativa Nanoestrutura

VI 19,56 + 2,34° 33,33+ 1,59"
Fs30 36,51 + 5,49° 64,54 + 5,06°
Fseo 20,63 + 6,87° 51,52 + 2,62°
Fs120 9,05 + 1,65 35,45 + 5,06"

P Diferentes sobrescritos diferem significativamente a p<0,05 de acordo com o teste de Tukey.
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Foi observado que, ap6s 120 min, a proteina nativa ndo tinha quase nenhuma
espuma, enquanto a nanoestrutura apresentava 35,45, resultado semelhante ao de Costa
(2016).

Sugere-se que a nanoestruturacdo da proteina ocasiona aumento da estabilizacdo
térmica e da atividade interfacial, devido a mudanca conformacional proteica ocasionada pela
ligacdo entre as moléculas. Este resultado € corroborado por Leman e Doga (2003), em que 0
tratamento térmico de B-lg aumentou a estabilidade da espuma em trés vezes quando

comparada com a proteina nativa.

Além disso, 0 aquecimento moderado em tempos determinados na formacdo da
nanoestrutura causa desdobramento parcial da estrutura da proteina, aumenta a flexibilidade e
a solubilidade da cadeia proteica, consequentemente, melhora suas interacdes e extensdes na
interface liquido-ar (MISHRA; MANN; JOSHI, 2001), aumentando a capacidade de
formacéo de espuma e estabilidade da mesma (WOOSTER; AUGUSTIN, 2007).

A melhoria na capacidade de formagdao de espuma pela nanoestrutura de B-Ig
representa uma alternativa vidvel para a substituicdo de outros ingredientes na industria de
alimentos, como o NaCl ou proteinas do ovo, conferindo melhorias nos aspectos de textura
dos produtos, podendo ser especialmente aplicada em laticineos na producdo de queijos e

iogurtes.
5.1.4. Propriedade emulsificante da nanoestrutura de p-Ig

A Tabela 11 mostra que o indice de emulsdo e a estabilidade da emulsdo da

nanoestrutura foram maiores do que da proteina nativa estatisticamente.

Tabela 11. Valores de IAE e ESI para a proteina nativa e para nanoestrutura de f3-1g

Proteina Nativa Nanoestrutura
IAE 114,64 +3,12° 167,86 + 3,54"
ESI 112,00 + 3,46° 164,00 + 3,46"

P Diferentes sobrescritos diferem significativamente a p<0,05 de acordo com o teste de Tukey.

Este resultado indica que a nanoestrutura possui maior atividade interfacial que a
proteina nativa. Na emulsdo, as proteinas migram através da fase aquosa para a interface, se

reorganizando para posicionar os aminoacidos hidrofobicos na fase oleosa e os hidrofilicos na
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fase aquosa. Em seguida, se agregam na superficie, formando um filme viscoelastico em torno
da gota de dleo, mantendo a emulséo estavel (DICKINSON, 2001).

Sabe-se ainda que as proteinas sdo moléculas anfifilicas, logo, migram
espontaneamente para a interface Oleo-agua e sdo capazes de formar filmes altamente
viscoelasticos, que suportam choques mecanicos. Dessa forma, € importante ressaltar que as
emuls@es estabilizadas por proteinas sdo mais estaveis do que as preparadas com surfactantes
de baixa massa molecular, ressaltando sua importancia para inddstria de alimentos
(FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010). Além disso, a formacdo de nanoestruturas
proteicas depende diretamente do desdobramento da estrutura da proteina, que sofre
alteracdes conformacionais dependentes da composi¢do, concentracdo, pH e forca idnica,
alterando as propriedades técnico-funcionais (PATHAK; THASSU, 2009).

O ESI é de maior interesse, uma vez que prova que a nanoestrutura possui maior
capacidade de estabilizar a emulsao, sendo uma caracteristica importante em alimentos onde a
ligacdo e a texturizacdo da agua sdo necessarias (HOLT, 2000). Logo, a nanoestrutura ter
potencializado estas propriedades técnico-funcionais demonstra seu elevado potencial de
aplicacdo na texturizacdo de produtos alimenticios, especialmente, dos queijos, foco deste
trabalho.

5.2. Encapsulamento de quercetina e vitamina B, na nanoestrutura de B-Ig

A Tabela 12 apresenta a eficiéncia de encapsulacdo e capacidade de ligacdo da

quercetina na nanoestrutura de B-Ig.

Tabela 12. Valores de Eficiéncia de Encapsulacdo (EE %) e Capacidade de Ligacéo (LC %)
da quercetina na nanoestrutura de p-Ig

[Q]* na dispersao de Eficiéncia de Capacidade de
Ensaio nanoproteina Encapsulagado — Ligacdo-LC
(ng-mL™) EE (%) (%)
1 25,0 86,47 +1,39° 4,09 +0,27°
2 50,0 89,94 + 0,22° 9,34 +1,40°
3 100,0 93,25 + 1,99° 18,67 + 1,50°
4 150,0 95,10 + 0,39*" 31,27 + 1,57°
5 300,0 96,50 + 0,08" 35,90 + 1,28°

#0-¢02 Niferentes sobrescritos diferem significativamente a p<0,05 de acordo com o teste de Tukey, realizado
para cada coluna/variavel.
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A eficiéncia de encapasulacdo (EE) é a fracdo do bioativo que foi aprisionado na
estrutura proteica, ja a capacidade de ligacdo (LC) é quantidade maxima desse composto que
pode ser carreada em uma nanoestrutura (ZOU et al., 2016).

Nota-se que para todos os ensaios, valores altos de eficiéncia de encapsulacdo foram
encontrados, sendo o méaximo de 96,5 + 0,08%. Os ensaios sdo diferentes estatisticamente
pelo teste Tukey, com excecdo do ensaio 4, que é semelhante estatisticamente aos ensaios 3 e
5. O valor de LC aumentou gradativamente de acordo com o aumento da eficiéncia. Isso é
esperado, visto que, se a nanoestrutura de B-lg foi capaz de encapsular a quercetina, logo, uma
massa final maior de moléculas bioativas encapsuladas deve estar presente no ensaio que
apresenta maior indice de eficiéncia. Os valores de LC foram diferentes estatisticamente pelo

teste Tukey e o maior valor foi de 35,90 + 1,28.

A quercetina é uma molécula de carater hidrofébico, assim como, o calice de ligacdo
da B-lg, por isso, ha a afinidade e aumento da capacidade de ligacdo entre esses compostos.
Segundo a literatura, essas interagdes hidrofébicas ocorrem entre os anéis aromaticos de
quercetina e o calice hidrofobico da proteina e entre os residuos hidrofobicos existentes na
superficie da estrutura proteica (MIRPOOR et al., 2017). Além disso, a capacidade de ligacédo
entre essas moléculas pode ser aumentada por interagdes eletrostaticas que podem ocorrer
entre por¢des carregadas negativamente da quercetina com residuos de aminoécidos da
nanoestrutura (SAHIHI et al., 2012).

Durante o tratamento térmico da proteina para obtencéo da nanoestrutura, os sitios de
ligacdo hidrofobicos, que ficavam encobertos na estrutura proteica, sdo, entdo, expostos e
aptos para realizarem ligacdes, aumentando a eficiéncia de ligacdo dessa estrutura com
compostos hidrofébicos (SIMOES et al., 2019). Porém, ja é bem relatado em literatura que a

B-lg pode se associar a compostos hidrofilicos e hidrofobicos (ZAGURY et al., 2019).

Resultados similares de eficiéncia foram encontrados por Santos e colaboradores
(2019), que encapsularam a quercetina em conjugados de nanoestrutura de B-lg com
polissacarideos, obtendo cerca de 90% de eficiéncia. Mirpoor e colaboradores (2017) também
alcangaram 95,1% de eficiéncia e 0,93% de LC; Simdes e colaboradores (2019) alcangaram
98% de eficiéncia de encapsulamento e 0,61% de LC de quercetina na nanoestrutura de B-Ig.
Neste trabalho o LC encontrado foi maior, demonstrando que maior concentracdo de
quercetina pode ser carregada em uma Unica nanoestrutura de B-lg, sendo um método mais

simples e promissor para aumentar a disponibilidade desse bioativo, diminuindo sua
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degradacdo nos processamentos de alimentos e, possivelmente, aumentando a sua
biodisponibilidade (MADALENA et al., 2016). E importante ressaltar que a atividade
antioxidante da quercetina no nanocomplexo é idéntica a da quercetina livre, segundo Kumari
e colaboradores (2010), assim, pode ser incorporada a outros produtos sem perder sua

integridade.

A Tabela 13 apresenta a eficiéncia de encapsulacdo e capacidade de ligacdo da

vitamina B2 na nanoestrutura de B-Ig.

Tabela 13. Valores de Eficiéncia de Encapsulacdo (EE %) e Capacidade de Ligacéo (LC %)
da vitamina B, na nanoestrutura de p-lg

[V]* na disperséo de Eficiéncia de

Ensaio nanoproteina Encapsulacao — _Capg cidade doe
(mg-mL™Y) EE (%) Ligacdo — LC (%)
1 0,015 36,39 + 6.71° 3,46 + 0,08°
2 0,030 34,35 + 4,92 3,46 + 0,23
3 0,060 12,65 + 5,81° 3,32+0,77°
4 0,075 7,35 + 2,26° 3,27 +0,27°
5 0,090 5,77 +3,37° 3,11 +0,28°

* Diferentes sobrescritos diferem significativamente a p < 0,05 de acordo com o teste de Tukey, realizado para
cada coluna/variavel.

A maior EE da vitamina B, foi de 36,39 £ 6.71%. Observa-se que houve diferencas
estatisticas significativas entre 0s ensaios, sendo que 0s ensaios 1 e 2 sdo semelhantes
estatisticamente, assim como, os ensaios 3, 4 e 5. Mas, nota-se que ha um decréscimo na
eficiéncia a medida que aumenta a concentracéo de vitamina B, 0 que pode ocorrer devido a
saturacdo dos sitios de ligacdo da nanoestrutura (SIMOES et al. 2019). As interacbes que
ocorrem entre a molécula proteica e a vitamina B, sdo, em sua maioria, interacdes
eletrostaticas e de hidrogénio (LI et al., 2019). Madalena e colaboradores (2016) obtiveram
26,1% de eficiéncia no encapsulamento de vitamina B2 na nanoestrutura de B-lg. E possivel
inferir que a menor EE por parte destes autores em relacdo ao obtido neste estudo deve-se a
diferenca na metodologia de obtencdo de nanoestrutura que ocasiona a modificacdo na
exposicdo de grupos hidrofilicos, facilitando a ligacdo de moléculas hidrofilicas como a

vitamina B2.

A capacidade de ligacdo (LC) ndo apresentou diferenga estatistica, mantendo seu
valor em aproximadamente 3,46 + 0,23%. Diferencas encontradas nesses valores podem estar

relacionadas ao método de obtencdo da nanonanoestrutura e do encapsulado, relacionando-se
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tanto aos reagentes utilizados quanto as condi¢Ges de temperatura, pH, o tamanho e a forma
da nanoestrutura. Porém, ndo sdo relatados na literatura valores altos de LC para vitamina B,
logo, o resultado encontrado é compativel com demais estudos, sendo que neste trabalho ndo
foram necessérias alteracGes de pH ou qualquer outra condi¢do da nanoestrutura obtida para
realizar o encapsulamento, sendo um metodo simples e eficaz. No trabalho de Simdes e
colaboradores (2019) foi encontrado LC de 1,8% para encapsulados de nanoestruturas de B-1g
e vitamina B,. J& Azevedo e colaboradores (2014) encontraram LC de 2,2% para

nanoestruturas alginato/quitosana carreando vitamina B2.

A dose diaria de vitamina B, recomendada para adultos é de aproximadamente 1,2
mg. Logo, a eficiéncia de encapsulamento de 36,39 % fornece promissores resultados para

suplementacéo alimentar, suprindo a deficiéncia desse nutriente (MADALENA et al., 2016).

As capacidades de ligacbes (LC) podem ser alteradas por mudancas de pH,
temperatura, concentracao salina, solventes e metodologia de obtencdo de nanoestrutura e de
encapsulado (HO-KYUNG et al., 2013). No caso da quercetina, a literatura relata que, como a
afinidade pelo calice hidrofébico da proteina de B-lg € alta, a alteracdo de pH ndo altera de
forma significativa a interacdo entre essas moléculas (MIRPOOR et al., 2017). Mas, para a
vitamina B,, estes sdo fatores de relevancia, logo, a alteragcdo desse pardmetro pode ocasionar
mudanca no encapsulamento (MADALENA et al., 2016).

Os resultados da caracterizacdo via DLS demonstraram que ao encapsular a molécula
de quercetina, houve contracdo no tamanho da nanoestrutura, que apresentou tamanho de
69,14 + 7,24 nm e PDI de 0,268 + 0,017. O mesmo ocorreu para a vitamina B, em que o
encapsulado apresentou tamanho de 92,21 + 8,27 nm e PDI de 0,221 + 0,063. O encapsulado
continuou com bom indice de polidispersividade, indicando que houve a formacdo de
complexos homogéneos. A alteracdo de tamanho é esperada, visto que a ligacdo da
nanoestrutura com outras moléculas acarreta mudancas em sua conformacdo, devido as
interacBes inter e intra-moleculares realizadas durante a formacao dos complexos (SIMOES et
al., 2019). Além disso, por ser uma nanoproteina, ao realizar altera¢cdes em sua conformacéo,
como ligagbes com outros compostos, pode se enovelar, via ligagdes intramoleculares,
acarretando diminuigdo de tamanho (MADALENA et al., 2016).

O potencial Zeta do encapsulado com quercetina foi de -26,3 + 2,06 mV. Logo,
houve incremento na estabilidade coloidal da nanoestrutura e a carga superficial se manteve

negativa. Esse aumento do potencial Zeta esté relacionado a forte interagdo hidrofdbica entre
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a quercetina e o célice de ligacdo da B-lg (MIRPOOR et al., 2017), a qual diminui interacdes
que poderiam ocorrer entre as préprias moléculas proteicas, que geravam aglomeragéo e perda
de estabilidade. No caso da vitamina B, houve um decréscimo do potencial Zeta (-11,05 +
3,36 mV), mantendo-se a carga superficial negativa. A vitamina B, € uma molécula
anfipética, logo, possui menor afinidade pelo célice hidrofébico da proteina e, com isso,
possui menor capacidade de ligacdo, podendo ocasionar interacfes eletrostaticas e de
dissulfeto entre as moléculas proteicas — que buscam estabilidade — e, assim, diminuir o
potencial Zeta do sistema (SIMOES et al., 2019)

Assim, os melhores ensaios escolhidos foram: o ensaio 5 para a quercetina, devido
ao maior valor de LC, mesmo que ndo tenha diferenga estatistica significativa para a EE entre
0 ensaio 4 e 5; e 0 ensaio 1 para a vitamina B, visto que foi o melhor resultado e com menor

concentracdo de reagente.

Neste trabalho, a técnica de obtengdo dos encapsulados é livre de reagentes tdxicos,
sendo de grande importancia para ser utilizada em processos produtivos nos quais
ingredientes GRAS sejam requeridos (MIRPOOR, et al., 2017). Além disso, ndo foram
necessarias alteracfes na estrutura da nanoproteina obtida para realizar os processos de
encapsulamento, destacando a versatilidade desta metodologia e da nanoestrutura, que é uma
alternativa promissora para a melhoria funcional dos alimentos. Este estudo é relevante, uma
vez que existem poucos estudos aplicando a nanoestrutura de B-lg transportando esses
bioativos. Outros estudos mostram que a B-lg em tamanho nanométrico possui maior LC a
compostos bioativos do que em sua forma macrométrica, isso porque, 0 tamanho nanométrico
aumenta a relacdo area/volume da superficie da estrutura (JAFARI; MCCLEMENTS, 2017).
Logo, estes bioativos podem ser aplicados concominantemente com a nanoestrutura de B-Ig
no melhoramento funcional de alimentos altamente consumidos, em especial, dos queijos,

conforme realizado neste trabalho.
5.3. Analises fisico-quimicas do queijo com e sem nanoestrutura de B-Ig

A Tabela 14 apresenta o pH dos queijos produzidos via DCCR com e sem
nanoestrutura de p-1g.
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Tabela 14. Propriedade fisico-quimica pH dos queijos com nanoestruturas de -lg com
diferentes concentracdes de NaCl e KCI, seguindo o DCCR e dos queijos controle isentos de
nanoestrutura de f3-1g

Ensaios DCCR pH Ensaios Controle pH
1 6,58 + 0,02°¢¢ C1 6,80 + 0,08 ¥&T9N
2 6,65 + 0,06 C2 6.69 + 0 28501
3 6,61 + 0,04 C3 6,85 + 0,020
4 6,64 +0,03"%* C4 6,95+ 0,06"
5 6,87 + 0,03"9" C5 6,87 + 0,02"9"
6 6,30 + 0,08 C6 6,95+ 0,05"
7 6,44 +0,04* c7 6,86 + 0,049
8 6,59 + 0,05>%¢ C8 6,84 + 0,045%9"
9 6,58 + 0,05"° C9 6,78 + 0,06%%4"9"
10 6,89 + 0,03%"
11 6,84 + 0,03%"
12 6,87 + 0,04"9"
13 6,87 £0,029"
14 6,87 £ 0,00%"
15 6,95 + 0,03"
16 6,80 + 0,05%fen
17 6,92 + 0,03"

a-b-c-d-e-f-g-

Alguns ensaios obtiveram diferencas estatisticas significativas pelo Teste Tukey
entre os controles e 0s queijos com nanoestrutura e entre 0s préprios queijos do planejamento.
Essas diferencas podem estar relacionadas a presenca de bactérias oriundas do processo
produtivo, que diminuem o pH do meio, logo, em queijos com menores pH, pode se ter maior

proliferacdo desses microrganismos (SANGALETTI et al., 2009).

De forma geral, o pH ndo apresentou grande variagdo, se mantendo na faixa entre
6,30 a 6,95. Dias e colaboradores (2016) obtiveram variacdes de pH entre 54 e 6,7 para
gueijos artesanais tipo minas frescal. Sangaletti e colaboradores (2009) também avaliaram o
pH do queijo minas frescal, seguindo as normativas da legislacdo brasileira, encontrando
alteracbes numa faixa de 6,66 a 5,85 ao longo de um periodo de 30 dias de estocagem.
Similarmente, Dias e colaboradores (2016) também avaliaram diferentes amostras de queijo
tipo minas frescal artesanal e industrial seguindo as regulamentagdes brasileiras, encontrando
variacoes de pH entre 5,4 a 6,7 para 0s queijos artesanais. Nota-se que o pH encontrado para
0s queijos produzidos se enquadram nos parametros do Regulamento Técnico para producao

de queijo tipo minas frescal. Pelo grafico de Paretto (Apéndice — Figura A) nota-se que o pH
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ndo foi uma resposta com significancia estatistica para 0 DCCR aplicado. Dessa forma, a
nanoestrutura e o KCI ndo alteraram essa propriedade fisico quimica do queijo minas frescal,
visto que os valores dos queijos e dos controles ficaram préximos, sendo um fator positivo

para sua insercéo nos processos produtivos.

A Tabela 15 apresenta os sélidos solUveis totais dos queijos produzidos via DCCR com e

sem nanoestrutura de p-Ig.

Tabela 15. Propriedade fisico-quimica °Brix dos queijos com nanoestruturas de -lg com
diferentes concentracdes de NaCl e KCI, seguindo o DCCR e dos queijos controle isentos de
nanoestrutura de B-Ig

Ensaios DCCR °Brix Ensaios Controle °Brix
1 1,00 + 0,00° C1 0,84 + 0,06*"¢
2 0,97 + 0,06°¢ C2 0,87 + 0,062
3 1,00 + 0,00 C3 0,90 + 0,004
4 0,90 + 0,00"¢¢ C4 0,77 + 0,06*°
5 0,94 + 0,06°¢ C5 0,77 + 0,06*°
6 0,77 +0,06*° C6 0,87 + 0,06
7 0,74 + 0,06° C7 0,90 + 0,00"¢¢
8 0,90 + 0,00"¢¢ Cs8 0,87 + 0,06
9 0,77 +0,06%° C9 0,87 + 0,06
10 0,97 + 0,06%¢
11 0,97 + 0,06%¢
12 1,00 + 0,00°
13 0,94 + 0,06°¢
14 1,00 + 0,00°
15 0,94 + 0,06°¢
16 0,87 + 0,06
17 0,90 + 0,00"¢¢

#bcdniferentes sobrescritos diferem significativamente a p<0,05 de acordo com o teste de Tukey.

Os queijos apresentaram uma faixa de 0,74 a 1,00 °Brix, sendo que ndo houve
diferengas significativas entre os préprios ensaios do DCCR e entre 0s ensaios e 0s controles
pelo Teste Tukey. Similarmente, pelo Gréafico de Paretto (Apéndice — Figura B), o °Brix ndo
foi uma resposta com significancia estatistica para 0 DCCR aplicado. Nesse caso, o resultado
indica homogeneidade em relagéo ao teor de solidos nos queijos produzidos. Além disso, o
queijo minas frescal possui baixo teor de sélidos sollveis, visto que, apés a coagulacdo, onde
a gordura e as proteinas sdo concentradas na coalhada, os sélidos solUveis sdo removidos no
soro (DE PAULA et al.,2009).
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A Tabela 16 apresenta a acidez titulavel dos queijos produzidos via DCCR com e sem

nanoestrutura de p-Ig.

Tabela 16. Propriedade fisico-quimica acidez titulavel (%) dos queijos com nanoestruturas
de B-lIg com diferentes concentragdes de NaCl e KCI, seguindo o DCCR e dos queijos
controle isentos de nanoestrutura de B-1g

Ensaios DCCR Acidez Titulavel (%) Ensaios Controle  Acidez Titulavel (%0)

1 0,60 + 0,02° C1 1,12 + 0,03
2 0,58 + 0,00 c2 1,09 + 0,05%
3 0,58 + 0,07° C3 1,06 + 0,03°
4 0,66 + 0,04*° C4 1,13 + 0,03°
5 0,60 +0,02° C5 1,19 + 0,02
6 0,92 +0,02¢ C6 1,17 +0,08°"
7 0,83 + 0,03%¢ C7 1,09 + 0,00
8 0,70 + 0,03*" cs 1,09 + 0,08
9 0,79 + 0,03"¢ Cc9 1,17 +0,12°8"
10 0,60 + 0,02

11 0,70 + 0,02%P¢

12 0,68 + 0,01*°

13 0,70 + 0,032°¢

14 0,65 + 0,022

15 0,60 + 0,012

16 0,66 + 0,02*°

17 0,64 + 0,02

abedethyiferentes sobrescritos diferem significativamente a p<0,05 de acordo com o teste de Tukey.

Os queijos 6 e 7 do planejamento se diferenciaram estatisticamente dos demais, mas
sdo iguais entre si. Os outros sdo estatisticamente semelhantes pelo teste Tukey. Além disso,
pelo Grafico de Paretto (Apéndice — Figura C), a acidez titulavel ndo foi uma resposta com
significancia estatistica para 0 DCCR aplicado. Os queijos apresentaram teores reduzidos de
acido latico, sendo estes entre 0,58 a 0,92%. Segundo Cunha (2002), a acidez nos queijos se
relaciona a degradacdo dos residuos de lactose pela acdo de bactérias laticas. Essas bactérias
estdo presentes no queijo ou por fazerem parte do processo produtivo ou por resistirem ao
processo de pasteurizacdo ou por ocorréncia de contaminacao. Além disso, ainda nos tanques
de armazenamento do leite cru, pode haver a degradacdo da lactose pelas bactérias laticas,
refletindo no teor de acido latico. Sabe-se ainda que o sal nos queijos reduz a atividade de
agua via aprisionamento destas moléculas na rede proteica, e, consequentemente, auxiliam na
diminuicdo da proliferacdo de microrganismos (MELO FILHO; VASCONCELOQOS, 2016).

Como os queijos produzidos possuem concentracdes consideraveis da mistura de KCI e NaCl,
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se justifica o baixo teor de &cido latico, além de que, ndo foi adicionado fermento ou acido
l4tico na metodologia de produgdo. Ainda, nota-se que, pelo baixo valor dessa propriedade, o
processo de producdo dos queijos foi eficiente quanto a reduzir possiveis contaminagdes.

A diferenca estatistica ocorre entre os queijos do planejamento e os controles, 0s
quais apresentam maiores teores de &cido latico variando entre 1,09 e 1,19%. Este decréscimo
no teor de acido latico na presenca da nanoestrutura esta relacionado a diminuicdo do teor de
umidade, que € ocasionada pela adicdo na matriz do queijo de compostos de baixa massa
molecular (SOARES, 2013), que interferem nos processos de transferéncia de massa. Ao
diminuir a atividade de agua, ocorre a reducdo da proliferacdo de bactérias, logo, menos acido
latico é produzido. Assim, a adicdo das nanoestruturas se mostra uma alternativa promissora

também para 0 aumento da vida Util desse produto, que é altamente perecivel.

A Tabela 17 apresenta a condutividade elétrica (mS-cm™) dos queijos produzidos via

DCCR com e sem nanoestrutura de B-Ig.

Tabela 17. Propriedade fisico-quimica condutividade elétrica (mS-cm™) dos queijos com
nanoestruturas de B-lg com diferentes concentragdes de NaCl e KCI, seguindo o DCCR e dos
queijos controle isentos de nanoestrutura de B-lg

Ensaios DCCR Co(r::g _t(l;\r/]ﬁ?de Ensaios Controle Co(r:g; _té\:g?de
1 2,87 +0,099" C1 2,98 + 0,04™
2 1,31 + 0,04*° C2 1,39 + 0,12%P¢
3 3,84 + 0,04 C3 4,43 + 0,06'
4 2,28 +0,02° C4 2,68 +0,32M9"
5 2,43 +0,07%" C5 2,61+ 0,05"¢
6 2,91 +0,07%" C6 1,61 + 0,00°¢¢
7 1,28 + 0,08 C7 4,14 + 0,16
8 3,92 + 0,07 C8 4,41 +0,02'
9 2,82 +0,05%" C9 1,76 + 0,08°
10 2,41 + 0,09%

11 1,68 + 0,07°¢
12 3,34 + 0,07

13 3,28 + 0,03"
14 3,28 + 0,08

15 2,40 + 0,09%
16 2,40 + 0,09%
17 2,40 + 0,08%

abcdeteniikl piferentes sobrescritos diferem significativamente a p<0,05 de acordo com o teste de Tukey.
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Houve diferenca estatistica entre os ensaios do planejamento DCCR pelo teste
Tukey. Os queijos com maiores concentracdes de sal (ensaios 3, 8, 12 e 13) apresentaram
maior condutividade, sendo estas 3,84; 3,92; 3,34 e 3,38 mS-cm™. Enquanto os queijos com
menores concentracdes salinas (ensaios 2 e 7) apresentaram menor condutividade, sendo 1,31

e 1,28 mS-cm™.

A Figura 10 apresenta o Gréfico de Pareto para a condutividade elétrica dos queijos

com nanoestrutura de B-1g.

Figura 10. Gréfico de Pareto para condutividade elétrica do DCCR dos queijos com
nanoestrutura de B-Ig
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A concentracdo de KCI e NaCl séo significativos linearmente. Nota-se que o KCI é a
variavel com maior impacto no valor da condutividade, mesmo que tenha sido bem préximo
ao NaCl. Isso ocorre porque o KCI apresenta maior condutividade molar, em diluicdo infinita
em 4gua, que o NaCl, sendo 14,986 S.cm?mol™ e 12,645, respectivamente S.cm®mol™
(BALD et al., 2013).

A Tabela 18 representa a ANOVA do modelo apresentado para a condutividade
elétrica do queijo com nanoestrutura de p-1g.
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Tabela 18. ANOVA da variavel resposta condutividade elétrica do DCCR do queijo com
nanoestrutura de p-lg

Fator SS Df MS F P
(1)NaCl (L) 3,884171 3,884171 64,97663 0,000087
NaCl (Q) 0,063235 0,063235 1,05782 0,337934
(2) KCI (L) 5,215977 5,215977 87,25583 0,000033
KCI (Q) 0,065701 0,065701 1,09909 0,329309
(3)Nano b-Lg

(L)
Nano b-Lg

Q)
ILby2L  0,034760

1Lby3L  0,019405
2Lby3L  0,045904
Erro 0,418446

Total SS 9,746311 16
L (Linear); Q (Quadrética).

1
1
1
1

0,019915 1 0,019915 0,33314 0,581893

0,014005 1 0,014005 0,23429 0,643138

0,034760 0,58149 0,470641
0,019405 0,32461 0,586661
0,045904 0,76792 0,409924
0,059778

~N PR e

A ANOVA avalia o impacto de um ou mais fatores comparando com as médias das
variaveis de resposta em diferentes niveis dos fatores. Os modelos utilizados foram o linear e
quadratico. Logo, os maiores valores de F foram para o KCI e, portanto, é o grande
influenciador na obtencdo do valor da condutividade elétrica, sendo altos valores destes
prejudiciais para o processo, visto que o KCI gera gosto amargo nos queijos quando em
excesso (GUINEE; FOX, 2004). J& o valor de p mostra a confiabilidade do teste para a
varidvel resposta condutividade, quanto menor este valor menor a probabilidade dos
resultados serem algo ao acaso, neste caso, 0s valores de p foram pequenos, salientando a
confiabilidade do modelo. A relacdo entre 0 Feaculado € Frabelado € O que possibilita a analise de
significancia estatistica dos dados. Sendo assim obteve-se o valor de Fcaculago igual a 156,04 e
Fiabelado i1Qual a 3,79, como Feaculado > Frabelado, POde-se concluir que os dados sédo

estatisticamente significativos.

Entretanto, busca-se por regibes com menores valores de condutividade, que
implicam diretamente no menor teor de sal nos queijos para este trabalho, conforme pode ser
observado nas superficies de resposta apresentadas nas Figuras 11 (a; b; c). As superficies em
2D estdo no Apéndice (Figuras J, Ke L).



Resultados e Discussao 66

Figura 11. Superficie de resposta do DCCR de trés fatores com a variavel dependente

condutividade elétrica em funcdo da variavel codificada (a) concentracdo de NaCl e KClI; (b)
concentracéo de KCI e da nanoestrutura de B-lg; (c) concentragdo de NaCl e da nanoestrutura

de B-lg

(a)

R

(b)

SERMETENR
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(©)
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As superficies auxiliam na otimizacdo do processo, indicando quais variaveis podem
ser modificadas e os possiveis efeitos das varidveis na condutividade elétrica. Na Figura
11(a), os maiores valores de condutividade elétrica sdo justamente alcancados quando se
aplica os ensaios com maiores teores de KCI e NaCl. Neste trabalho, se busca valores
intermediarios de condutividade, visto que se almeja a reducdo do sédio e a0 mesmo tempo
entende-se a importancia dos sais nas propriedades fisico-quimicas dos queijos, como na

atividade de agua, na textura, sabor, aroma e preservacao.

Nas Figuras 11(b) e 11(c) observa-se 0 mesmo comportamento. Nota-se a regido
verde como a regido ideal de trabalho pelos menores valores de condutividade elétrica e
valores intermediarios para a nanoestrutura. Este € o ponto objetivo deste estudo, pois

apresenta concentracdo moderada de sal e da proteina.

Ha diferencas significativas pelo teste Tukey na condutividade elétrica dos queijos
do ensaio com os queijos controle (Tabela 17). O controle C3 apresenta uma condutividade
elétrica maior que os ensaios 3 e 8, apesar da mesma concentracdo de sal. O mesmo ocorre
para os controles C7 e C8 quando comparados aos ensaios 12 e 13. Assim, percebe-se que 0
uso da nanoestrutura atingiu o objetivo central deste trabalho que é reduzir o teor de sal no
gueijo minas frescal quando avaliada a condutividade elétrica dos queijos. Neste caso,
justamente como ja citado acima, ao adicionar um componente de baixa massa molecular a
massa de queijo, dificulta-se o processo de transferéncia de massa, logo, as moléculas de sal

podem ter ficado retidas entre as moléculas de nanoestrutura, diminuindo a condutividade.
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5.4. Andlise do Perfil de Textura do Queijo

5.4.1. Anaélise de Firmeza

A Tabela 19 apresenta a firmeza lateral e superior dos queijos do DCCR e dos

queijos controle.

Tabela 19. Perfil médio de textura instrumental a partir da analise de firmeza, lateral e
superior dos queijos com nanoestruturas de -lg com diferentes concentrac6es de NaCl e KCl,
seguindo o DCCR e dos queijos controle isentos de nanoestrutura de B-Ig

Ensaios Firmeza Firmeza Ensaios Firmeza Firmeza
DCCR Lateral (N) Superior (N)  Controle  Lateral (N) Superior (N)
1 2,79+0,05¢ 331+0,16"9"" C1 1,41 +0,23*"¢ 1,89 + 0,08
2 2,10+0,10% 2,68 +0,19% C2 1,70 £ 0,22°%% 1,92 +0,05%¢
3 2,83+0,09"  303+0,11%" C3 1,01 +£0,05° 1,57 +0,13*"¢
4 3,08 +0,279" 3,71 + 0,399k C4 1,12+0,1*® 1,17 +0,03*"
5 2,64 +0,33%"9  337+0,15%"" C5 1,46 +0,18*>¢ 1,82 +0,14"¢
6 2,54 +0,38%" 3,05+ 0,08%"9" C6 1,73+ 0,07%% 1,64 +0,27*"¢
7 2,34+0,22%"  3,25+0,31%"" C7 0,95 + 0,08° 1,09 + 0,14
8 2,47 +0,14°*" 3,15+ 0,33%"9N! C8 1,70 + 0,05 1,84 +0,09"¢¢
9 2,39+0,15%" 2,49 +0,04%¢ C9 1,28 +0,09**¢ 1,45+ 0,07*"¢
10 2,62 +0,28%" 3,09+ 0,06°"9"
11 2,44 £0,17*" 3,04 £0,21°"9
12 3,57 +0,05" 4,07 +0,12¢
13 3,12+0,30%" 3,90 + 0,35
14 3,75+ 0,27 3,79 + 0,42"k
15 3,09 + 0,20%" 4,16 + 0,20
16 3,11 +0,15%" 3,74 + 0,34k
17 2,78 +0,04" 3,17 +0,27%"eN

abcdetohiik hiferentes sobrescritos diferem significativamente a p<0,05 de acordo com o teste de Tukey para a

variavel resposta Firmeza Superior e variavel resposta Firmeza Lateral.

A firmeza é uma medida importante na analise dos queijos, pois, esta diretamente
relacionada ao sensorial e a qualidade final do produto. No geral, ndo houve diferenca
significativa entre os ensaios do planejamento DCCR, com excecdo dos ensaios 2 e 14 da
Firmeza Lateral, que se diferenciaram. Os ensaios 12 e 15 da Firmeza Superior também se
diferenciaram estatisticamente dos demais, mas sd@o semelhantes entre si. O grafico de Pareto
(Apéndice — Figuras D e E) demonstra que os valores de firmeza ndo foram variaveis
interferentes no modelo. Este fato indica que, mesmo com a adigdo de nanoestrutura e

variacdo das concentracOes de sais, 0s ensaios mantiveram uma homogeneidade de firmeza,
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sendo um ponto positivo, uma vez que alteracBes drasticas dessa propriedade do queijo

poderiam levar a ndo aceitacdo pelo consumidor.

E importante ressaltar que nio foram observadas mudangas de firmeza em ensaios
com maiores concentracdes de KCI em relacdo a NaCl. Alguns estudos na literatura relatam
alteracdes neste parametro, quando a substituicdo do sodio pelo potéssio ocorre acima de
75%, pois, se pode aumentar a prote6lise no produto final, alterando diretamente a cadeia
proteica, afetando a densidade da matriz, que da estrutura e firmeza aos queijos,
principalmente, em queijos maturados (SOARES, 2013). Segundo Fang e colaboradores
(2016), queijos com maior quantidade de agua, sdo mais suaves e possuem menor firmeza; ja
0s queijos com baixa umidade, possuem maior volume proteico e firmeza (FANG et al.,
2016).

Neste caso, 0 ensaio 11 do DCCR, que ¢ isento de NaCl, a firmeza apresentou
resultados satisfatdrios, semelhante a outros autores que aplicaram a substituicdo do NaCl por
KCI, para algumas variedades de queijo, como Minas Padrdo, Mucarela, Halloumi, Feta
(BUENO COSTA et al., 2018; CHAVHAN et al., 2015; KATSIARI et al, 1997,1998;
KAMLEH et al., 2012). Acredita-se ainda que as diferencas que podem haver entre os ensaios
de textura de queijos de diferentes trabalhos se deve ao proprio método de fabricacdo do
produto, como por exemplo, a temperatura de coagulacdo, o tempo de mexedura e as
concentracdes de matéria-prima (CARVALHO et al., 2007).

Houve diferenca significativa entre 0s queijos com e sem nanoestrutura, pelo teste
Tukey. Os queijos sem nanoestrutura apresentaram menor firmeza (0,86 a 1,80 N) tanto
superior quanto lateral, quando comparado aos queijos com nanoestrutura (2,14 a 4,34 N).
Este resultado corrobora com as propriedades técnico-funcionais de espuma e emulsdo da
nanoestrutura de B-lg. Assim, a nanoestrutura foi capaz de melhorar a firmeza do queijo,
provavelmente, pela nanoestrutura ter cadeia proteica mais flexivel que melhora as interacoes
e extensOes na interface liquido-ar, o que potencializa a gelificacdo e a textura do queijo
(MISHRA; MANN; JOSHI, 2001).
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5.4.2. Anadlise Instrumental do Perfil de Textura (TPA)

A Tabela 20 e 21 apresenta a TPA dos queijos com ¢ sem nanoestrutura B-1g,

respectivamente.

Tabela 20. Anélise Instrumental de Textura dos queijos com diferentes concentracGes de
nanoestruturas de B-lg, NaCl e KCI, seguindo o DCCR, em fungéo das variaveis de resposta
Coesividade, Adesividade (g.s), Elasticidade, Mastigabilidade (N), Dureza (N)

Ensaio  Coesividade Adesividade Elasticidade Mastigabilidade Dureza
(9:5) (N) (N)
1 0,6934 -3,7875 0,7779 46,2424 85,7281
2 0,7300 -5,5016 0,8258 43,4630 72,0925
3 0,7781 -0,7022 0,8283 41,7737 64,8172
4 0,7474 -3,1866 0,7950 39,6590 66,7449
5 0,7916 -2,0746 0,8038 36,0204 76,1360
6 0,6341 -10,0612 0,7711 33,7630 69,0546
7 0,6581 -4,3749 0,7720 43,7702 86,1450
8 0,7126 -1,6851 0,7763 53,2121 96,1853
9 0,7468 -1,9391 0,7863 55,9334 95,2504
10 0,7259 -2,1943 0,8019 38,8408 73,8437
11 0,7203 -37,2442 0,8325 55,6475 92,7955
12 0,7873 -3,1688 0,8465 50,2940 75,4590
13 0,7648 -0,1119 0,8094 43,8309 70,8047
14 0,6155 -9,6918 0,8091 53,7861 98,0011
15 0,7426 -2,7544 0,7920 52,8128 89,7937
16 0,7718 -1,5678 0,7631 51,3175 87,1355
17 0,8125 -2,2523 0,8108 44,7319 66,8180
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Tabela 21. Analise Instrumental de Textura dos queijos controle — isentos da nanoestrutura
de B-1g, em funcdo das variaveis de resposta Coesividade, Adesividade (g.s), Elasticidade,
Mastigabilidade (N), Dureza (N)

Ensaio Coesividade Adesividade Elasticidade Mastigabilidade Dureza
(9:5) (N) (N)
1 0,7377 -2,2837 0,8244 49,5975 81,5498
2 0,4875 -7,9372 0,7868 35,3535 92,1619
3 0,4701 -3,7003 0,8215 35,4188 91,7287
4 0,5214 -1,5479 0,7928 29,9542 72,4634
5 0,5356 -15,1146 0,7662 34,0250 84,8416
6 0,6077 -23,8696 0,8208 45,0100 90,2445
7 0,5745 -4,0059 0,7448 35,9423 78,5201
8 0,6191 -4,4257 0,7968 54,4398 114,7814
9 0,4664 -6,8780 0,8728 62,6258 153,845

A TPA simula as compressdes realizadas em um pedaco de gueijo ao ser mastigado,
gerando um perfil de forca por tempo que determina as propriedades mecéanicas
(GUNASEKARAN; AK, 2003).

Os queijos sdo materiais viscoelasticos, porém, varios fatores interferentes no
processo produtivo podem alterar sua composicéo fisico-quimica, e, por consequéncia, alterar
sua textura, como os teores de proteina, agua, gordura, concentracdes salinas e pH (NETO,
2006).

A variavel resposta coesividade se relaciona com a deformacdo suportada pelo
material antes de sofrer a ruptura proveniente da mastigacdo, ou seja, representa o quanto a
massa se mantém unida na boca durante este processo (MOREIRA, 2018). O gréfico de
Pareto do Apéndice (Figura F) demonstra que os valores de coesividade ndo foram
interferentes no DCCR. Este fato indica que, mesmo com a adi¢do de nanoestrutura e variagdo
das concentragOes de sais, 0s ensaios mantiveram uma homogeneidade, com valores entre
0,6155 a 0,8125, sendo um ponto positivo, uma vez que alteracfes drasticas nesta propriedade
poderiam levar a modifica¢do do produto final.

Estes valores corroboram com a literatura, visto que Piazzon-Gomes e colaboradores
(2010) obtiveram 0,6272 de coesividade para o queijo minas frescal; e Diamantino (2013)
obteve 0,87 de coesividade para o queijo minas frescal tradicional com leite integral. Bueno
Costa e colaboradores (2018) produziram queijo coalho com a proporcéo 1:1 de NaCl e KCl e

encontraram valores de coesividade na faixa de 0,81; Borges e colaboradores (2019),
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alcancaram o valor de 0,67 para coesividade na producédo de queijo tipo minas frescal a partir

de leite de ovelha.

Ao se comparar 0s queijos com nanoestrutura de B-lg com os queijos controle,
observa-se que, para a mesma concentracdo de sal, 0s queijos com nanoestrutura conseguiram
manter maior coesividade. Por exemplo, os ensaios 2 e 7 do DCCR apresentaram media de
coesividade de 0,6941, ja o controle C2, que possui a mesma propor¢do de NaCl e KClI,
apresentou 0,4875. O mesmo ocorre com 0s ensaios 3 e 8, quando comparados ao controle
C3. Assim, acredita-se que a nanoestrutura de B-lg tenha sido capaz de manter os niveis de

calcio na massa do queijo, diminuindo a prote6lise e mantendo os valores de coesividade.

A variavel resposta elasticidade se relaciona com a capacidade do material retornar a
posicdo original apds sofrer uma compressao (MOREIRA, 2018). O gréafico de Pareto do
Apéndice (Figura H) demonstra que os valores de elasticidade ndo foram interferentes no
planejamento experimental DCCR. Os pardmetros elasticidade e coesividade se relacionam, ja
que quanto mais elastico for o queijo, maior serd sua resisténcia a ruptura, logo, sua
coesividade (SOARES, 2013).

Os valores de elasticidade dos ensaios do DCCR se mantiveram entre 0,7631 e
0,8465. Estes valores corroboram com a literatura, visto que Piazzon-Gomes e colaboradores
(2010) obtiveram 0,9175 de elasticidade para o queijo minas frescal tradicional e Diamantino
(2013) 0,89 de elasticidade para o queijo minas frescal tradicional com leite integral.

O ensaio 12, que apresenta maior concentracdo de NaCl, foi o ensaio com maior
elasticidade (0,8465), sendo que o esperado é que fosse o menor valor, visto que elevados
teores de NaCl podem causar aumento da dilatacdo da rede proteica, pois, mais agua fica
retida entre as moléculas salinas, reduzindo a elasticidade do queijo, tornando-o0 mais
quebradico (SOARES, 2013). A &gua quando se liga a caseina, funciona como plasticizante,
ou seja, um lubrificante da rede proteica, o que confere a matriz proteica menor elasticidade,
tornando-a mais susceptivel a ruptura e menos firme (KIKUCHI, 2008). Provavelmente, o
NaCl ndo esta livre para fazer essa dilatacdo da rede proteica do queijo, mas sim encapsulado
na nanoestrutura de B-lg, o que interfere nos processos de transferéncia de massa, podendo
diminuir a atividade de 4gua e, consequentemente, o teor de umidade, mantendo os valores de
elasticidade. Além de que, como comprovado neste trabalho, a nanoestrutura possui

capacidade de estabilizagdo de emulsdo, que também interfere neste pardmetro. O mesmo
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comportamento pode ser observado ao comparar o queijo 12 do DCCR com o queijo 7 do
controle. Nota-se, que, no controle, que é isento de nanoestrutura, o valor de elasticidade deste

queijo com maior teor de NaCl € menor que os demais.

Nota-se que para todos os ensaios do DCCR obteve-se valores altos de dureza e,
consequentemente, de mastigabilidade e ambos ndo foram interferentes no planejamento
experimental DCCR (Apéndice — Figuras G e I) . Piazzon-Gomes e colaboradores (2010)
encontraram dureza em torno de 15 N para o queijo Minas frescal adicionado de extrato
soltvel de soja. Queiroga e colaboradores (2013) estudaram as propriedades de textura de
gueijo Coalho produzido com leite de diferentes espécies e obtiveram, para 0 queijo
produzido com leite de vaca, valores de dureza de aproximadamente 20 N. J& Bueno Costa e
colaboradores (2018) encontraram valores de dureza em torno de 39,86 N para queijo coalho
composto de 1:1 de NaCl e KCI. Estes resultados podem ser justificados pelo fato do queijo
minas frescal ser altamente heterogéneo, com diferencas em seu processo produtivo e
parametros operacionais, seja por pequenos, médios ou grandes produtores (OLIVEIRA et al.,
2017). Sendo assim, esses parametros da textura sdo influenciados por fatores como a
composicdo do leite utilizado, os niveis de umidade e gordura, as concentraces salinas

aplicadas, a presenca de fermento latico ou ndo e o tipo de coagulante (SOARES, 2013).

Os queijos controle também apresentaram valores semelhantes para essas variaveis
respostas. O ensaio 13 do DCCR possui a mesma concentracdo salina do controle C8 e
apresentou menor dureza. Logo, observa-se a interferéncia da nanoestrutura de B-lIg na

atenuacdo da textura do queijo.

A variavel resposta Adesividade se relaciona a forca necessaria para retirar o queijo
do palato engquanto ocorre a mastigacdo (MOREIRA, 2018). Para esta resposta houve

interferéncia estatistica no DCCR, conforme Figura 12.
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Figura 12. Grafico de Pareto para adesividade do DCCR dos queijos com nanoestrutura de B-
lg

{1)NaCI(L) E
NaCl{Q) f

b
Nano b-1g{Q) §

p=.05

O NaCl é a varidvel com maior impacto na adesividade. Isso ocorre porque o sddio
interfere diretamente na dissolucdo de célcio, ocasionando interferéncias na matriz proteica,
principalmente, na caseina (FELICIO et al., 2016). O sodio realiza troca catidnica com ions
célcio insollveis na matriz proteica (NAGYOVA et al., 2014), assim, sua aplicagdo no
processo produtivo favorece a peptizagdo da cadeia proteica, dispersdo e hidratacdo das
proteinas, além da emulsificacdo e estabilizacdo da gordura (HOFFMANN et al., 2012),
sendo fatores que afetam diretamente a textura do produto (FERRAO et al., 2016).

A Tabela 22 representa a ANOVA do modelo apresentado para a adesividade do

queijo com nanoestrutura de p-Ig.

Os maiores valores de F foram para o NaCl e, portanto, € o grande influenciador na
adesividade, corroborando com o Grafico de Pareto. Ja o valor de p mostra a confiabilidade
do teste para a variavel resposta adesividade, quanto menor este valor menor a probabilidade
dos resultados serem algo ao acaso, neste caso, os valores de p foram pequenos, salientando a
confiabilidade do modelo. A relagdo entre 0 Fcarculado © Frabelado € O que possibilita a anélise de
significancia estatistica dos dados. Sendo assim obteve-se o valor de Feajculado igual a 14,51 e
Fiabelado i1gual a 2,66, como Feaculado > Frabelado, POde-se concluir que os dados sao

estatisticamente significativos.



Tabela 22. ANOVA da variével resposta adesividade do DCCR do queijo com nanoestrutura

de B-lg

Fator SS Df MS F P
(NaCl (L) 395572 1 3955718 7,688133 0,027585
NaCl (Q) 292,821 1 292,8207 5691114 0,048481
2)KCI(L) 15981 1 159806 0,310591 0,594681
KCI (Q) 1290 1 12900 0,025071 0,878661
(S)N*S‘(rl‘_o)b"‘g 0746 1 07457 0014493 0,907558
Na”(‘z;)""g 10158 1 19.1583 0372351 0,561005
1L by 2L 5629 1 56291 0109404 0,750504
1Lby3L 11594 1 11,5940 0,225335 0,649457
2L by 3L 3661 1 36607 0071147 0797360

Erro 360166 7 51,4523

Total SS 9,746311 16

L (Linear); Q (Quadrética).

Entretanto, busca-se por regibes com valores intermedidrios de adesividade, que
implicam diretamente nas caracteristicas do queijo minas frescal ideal, que deve ser imido,
com cor branca, com massa homogénea e que apresente maciez (OLIVEIRA et al., 2017).
Pode-se observar as superficies de resposta nas Figuras 13 (a; b; c). As superficies em 2D

estdo no Apéndice (Figuras M, N e O).

Os valores intermediarios de adesividade sdo justamente alcan¢ados quando se aplica
0s ensaios com concentracdes salinas também intermediarias (Figura 14(a)). Nas Figuras
14(b) e (c), observa-se 0 mesmo comportamento. Nota-se a regido amarela, como a regido
ideal de trabalho, onde se tem valores intermediarios de adesividade, sais e nanoestrutura.
Este € o ponto objetivo deste estudo, pois apresenta concentracdo moderada de sal e da

proteina.
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Figura 13. Superficie de resposta do DCCR de trés fatores com a variavel dependente
adesividade em funcdo da varidvel codificada (a) concentracdo de NaCl e KCI; (b)
concentracdo de KCI e da nanoestrutura de B-lg; (c) concentracdo de NaCl e da nanoestrutura

de B-lg
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Ainda é possivel observar que o ensaio 11, que é isento de NaCl e possui somente
KCI, foi o ensaio que apresentou maior valor de adesividade, afetando negativamente a
textura do queijo. Este resultado corrobora com Alvarenga e colaboradores (2008), que ao
estudar a substituicdo do NaCl pelo KCI, notou que elevadas porcentagens de substituicéo,
acima de 75%, gerava o endurecimento da massa do queijo. Tal fato pode ocorrer devido ao
retardamento da protedlise da caseina, que se relaciona diretamente com a interacdo sédio e
calcio e ao aumento do efeito de desidratacdo nos queijos com a reducdo do NaCl (AYYASH;
SHAH, 2010; SOARES, 2013).

Ao se comparar 0S queijos com e sem nanoestrutura, nota-se este mesmo
comportamento, visto que o controle C6, composto somente por KCI também apresentou o
maior adesividade. Além disso, observa-se novamente a atuacdo da nanoestrutura de B-Ig
como um composto de baixa massa molecular, interferente nos processos de transferéncia de
massa, consequentemente, na retencdo de sal e agua, visto que comparando 0s controles com
os ensaios DCCR com a mesma concentracdo salinas, os ensaios do DCCR apresentaram
valores menores de adesividade. Assim, a nanoestrutura comprova mais uma vez suas
propriedades técnico-funcionais de estabilizagdo de espuma e emulséo, tornando a massa de

queijo firme, porém, com suavidade.

Ainda é valido ressaltar que, visualmente e durante a manipulacdo dos queijos
controles, era possivel observar que os ensaios com maior concentracdo salina eram mais

quebradicos, o que condiz com a literatura, que traz que, queijos com teores de sodio
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medianos apresentam textura firme; os com baixos teores de s6dio sd0 mais cremosos e 0S
com excesso de sadio ficam duros e quebradicos (GUINEE; FOX, 2004). Porém, 0s queijos
com nanoestrutura, mesmo em maiores concentragdes salinas, mantiveram-se firmes e néo
quebradicos, provavelmente pelo encapsulamento do NaCl. Logo, a adicdo da nanoestrutura
de B-lg trouxe modificacBes positivas para o produto, demonstrando o potencial da
reducéo/substituicdo do NaCl sem alterar a textura do queijo tipo minas frescal e ainda

mantendo-o com niveis reduzidos de 4cido latico.

A escolha do ponto central como melhor ensaio se deve a significancia estatistica da
condutividade e adesividade. Os ensaios 2 e 7, com 1% de sal, s&o os com menores teores de
sal, mas, sabe-se que o paladar pode ndo agradar aos consumidores, conforme relatado por
Bueno Costa e colaboradores (2018). Logo, o ponto central, que apresenta 2,5% de sal, sendo
50% NaCl e 50% KCl e 7,5 mg-kg™ de nanoestrutura se mostra uma alternativa viavel, visto
que apresentaram valores reduzidos de condutividade ao se compararem com o controle, pH,
solidos sollveis e acido latico dentro do esperado e textura firme. Assim, esse foi 0 ensaio

utilizado para a producéo dos queijos com bioativos.

Portanto, foi possivel realizar a substitui¢cdo parcial do NaCl pelo KCI e a adi¢do da
nanoestrutura sem trazer alteracfes significativas para as propriedades fisico-quimicas e de
textura do queijo minas frescal. E importante ressaltar, a importancia desses resultados como
uma tecnologia inovadora, visto que ndo ha, até o momento, relatos na literatura de adi¢do de
nanoestruturas de B-lg na matriz do queijo minas frescal. Além disso, os queijos produzidos
apresentam aspectos que se enquadram dentro da legislacdo brasileira para producéo de queijo
tipo minas frescal, visto que foi produzido com os ingredientes obrigatérios: leite e coalho;
com os ingredientes adicionais: cloreto de célcio e cloreto de sddio; apresentando coloracdo
branca, sem crosta, com odor suave e caracteristico e textura firme (BRASIL, 2004). Para
total regulamentacéo, faz-se necessaria a analise microbiologica, defini¢do do teor de umidade

e de gordura e anélise sensorial.
5.5. Anélises Fisico-quimicas e de Textura dos Queijos com Encapsulados

A Tabela 23 apresenta as propriedades fisico-quimicas dos queijos produzidos com

nanoencapsulados de quercetina; vitamina B2 e dos queijos controle — isentos de bioativos.
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Tabela 23. Andlises fisico-quimicas dos queijos com nanoencapsulados de quercetina; de
vitamina B, e controle — isento de bioativo, em funcao de pH, sélidos sollveis totais (°Brix),
acidez titulavel (%), condutividade (mS-cm™)

Acidez Condutividade
Titulavel (%) (mS-cm™)
Quercetina 6,45 +0,13° 0,90 +0,0° 0,61 £ 0,052 2,43 +0,05°
VitaminaB, 6,63+0,14** 0,90 + 0,0 0,62 +0,01° 2,40 +0,05°
Controle 6,89+ 0,03° 0,94 + 0,04 0,62 +0,02° 2,41 +0,02°

Ensaio pH °Brix

b Diferentes sobrescritos diferem significativamente a p<0,05 de acordo com o teste de Tukey para a variavel
resposta pH, °Brix, Acidez Titulavel e Condutividade.

N&o houve diferencas estatisticas significativas no pH entre o controle e 0s queijos
produzidos com bioativos. O pH se manteve na faixa entre 6,45 a 6,89, valores proximos ao
pH encontrado por Dias e colaboradores (2016) ao avaliaram queijos artesanais tipo Minas
Frescal (5,4 € 6,7).

Similarmente, os queijos ndo apresentaram diferencas significativas de solidos
sollveis entre os queijos com bioativos e o controle, indicando a homogeneidade em relacéo

ao teor de solidos nos queijos produzidos.

Os queijos sdo estatisticamente semelhantes em relacdo a acidez titulavel pelo teste
Tukey. Foi possivel manter baixo o valor dessa propriedade, mesmo com a adi¢do dos
bioativos, 0 que esta relacionado a diminuicdo do teor de umidade, que é ocasionada pela
adicdo na matriz do queijo de compostos de baixa massa molecular (SOARES, 2013), que
interferem nos processos de transferéncia de massa, como é o caso da nanoestrutura. Além
disso, indica que o processo produtivo foi eficiente quanto a reduzir possiveis fontes de
contaminacdo, que podem gerar o aumento do teor de &cido latico via fermentacdo de
bactérias laticas (CUNHA, 2002).

No parametro de condutividade, ocorreu o esperado, visto que 0s trés ensaios
possuem a mesma concentracdo salina, logo, ndo apresentaram diferencas estatisticas pelo
teste Tukey. Neste caso, mesmo a nanoestrutura estando conjugada com o bioativo, foi um
importante componente de baixa massa molecular adicionado a massa de queijo, dificultando
0 processo de transferéncia de massa e, provavelmente, retendo com a mesma eficiéncia, as

moléculas de sal na sua rede proteica.
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Portanto, foi possivel realizar a adicdo dos bioativos na nanoestrutura e, entdo,
adiciona-la ao queijo minas frescal, sem trazer alteracdes significativas para as propriedades
fisico-quimicas, sendo um ponto favordvel a aceitacdo pelo consumidor deste produto

funcionalmente melhorado.

A Tabela 24 apresenta a firmeza lateral e superior dos queijos produzidos com

encapsulados de quercetina; vitamina B2 e dos queijos controle — isentos de bioativos.

Tabela 24. Perfil médio de textura instrumental a partir da analise de firmeza lateral e
superior (N) dos queijos com nanoencapsulados de quercetina; de vitamina B, e controle —
isento de bioativo

Firmeza Lateral Firmeza Superior

Ensaio (N) (N)
Quercetina 2,30 + 0,20*" 2,77 +0,15°
Vitamina B, 2,10+ 0,17 2,32+0,17°
Controle 2,68 + 0,08" 3,21 +0,15°

#b¢ Diferentes sobrescritos diferem significativamente a p<0,05 de acordo com o teste de Tukey para a variavel
resposta Firmeza Superior e varidvel resposta Firmeza Lateral.

O ensaio com a presenca da quercetina é igual estatisticamente ao controle para a
firmeza lateral, que se difere da vitamina B,. Ja em relacdo a firmeza vertical, 0s ensaios sao
diferentes estatisticamente. A diferenca pode ter se dado pela alteracdo das interacbes da
nanoestrutura na interface liquido-ar do queijo, o que alterou o processo de gelificacdo e,
consequentemente, de firmeza do produto (MISHRA; MANN; JOSHI, 2001).

A Tabela 25 apresenta a TPA dos queijos produzidos com encapsulados de

quercetina; vitamina B2 e dos queijos controle — isentos de bioativos.

Tabela 25. Analise Instrumental de Textura dos queijos com nanoencapsulados de
quercetina; de vitamina B, e controle — isento de bioativo, em funcéo das variaveis de
resposta Coesividade, Adesividade (g.s), Elasticidade, Mastigabilidade (N), Dureza (N)

Ensaio Coesividade Adesividade Elasticidade Mastigabilidade Dureza
(9-5) (N) (N)
+
Quercetina 0,58 £0,10°  -8,09 + 4,08 0,81 +0,03° 31,44 + 3,26*° 6;'22{
Vitamina a -16,17 + a a 69,27 +
+ + +
B, 0,60 £ 0,01 13.83° 0,79 £ 0,02 33,07+1,84 4.64°
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12,27 *

Controle 0,78 +0,05° -2,17+0,09° 0,81 % 0,00° 39,86 + 4,45" 4.86°

b Diferentes sobrescritos diferem significativamente a p<0,05 de acordo com o teste de Tukey para a variavel
resposta.

Ao inserir 0 bioativo na nanoestrutura de B-lg e aplica-la no processo produtivo do
queijo minas frescal, ndo houve alteracbes significativas, pelo teste Tukey, em suas
propriedades mecanicas, quando comparado ao controle, contendo somente a nanoestrutura. A
diferenca estatistica ocorreu no parametro de coesividade. O encapsulado pode ter alterado a
interacdo da nanoestrutura com a rede proteica do leite, conseguindo manter os niveis de
calcio na massa do queijo, diminuindo a protedlise e mantendo os valores mais elevados de

coesividade.

No geral, este fato indica que, mesmo com a adicdo de bioativo na nanoestrutura, 0s
ensaios mantiveram uma homogeneidade de firmeza e textura, sendo um ponto positivo, uma
vez que alteracBes drasticas poderiam levar a ndo aceitacdo pelo consumidor, visto que sdo

medidas diretamente relacionadas ao sensorial e a qualidade final do produto.

Portanto, foi possivel realizar a adicdo da nanoestrutura com bioativos na matriz do
queijo, sem trazer alteracdes significativas para as propriedades fisico-quimicas e de textura,
sendo um forte ponto de inovacdo, visto que ndo ha, até este momento, na literatura, estudos
de melhoria funcional deste alimento, aplicando a nanoestrutura de B-lg com bioativo. Além
disso, se mostra uma alternativa viavel de aplicacdo, visto que 0s queijos com bioativos
mantiveram valores reduzidos de condutividade e de acido latico; pH e solidos soltveis dentro

do esperado e textura firme.

6. CONCLUSOES

Foi possivel obter a nanoestrutura de B-lactoglobulina com tamanho médio de 109,95
nm ao submeté-la a0 método de aquecimento por 60 min a 100°C em 50 mmol-L™* de NaCl.
Esta nanoestrutura foi estavel por 60 dias ao ser armazenada a 4°C, apresentou melhores
incrementos de volume de espuma e maior estabilidade de espuma e emulsdo que a proteina
em sua forma nativa e foi eficiente na encapsulacdo de quercetina (96,5%) e vitamina B2
(36,39%). Somado a isso, foi possivel produzir, pela primeira vez na literatura até o presente
momento, o queijo minas frescal com 2,5% de sal, sendo 50% NaCl e 50% KCl e 7,5 mg-kg™
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de nanoestrutura de B-lg sem alterar as propriedades fisico-quimicas e de textura do queijo,
apresentando um produto com melhorias funcionais para a saude do consumidor, visto que
apresenta menores teores de sodio e foram aplicadas nanoestruturas contendo quercetina ou
vitamina B, encapsuladas. Portanto, a tecnologia proposta por esse trabalho se apresenta,
pelos resultados obtidos até aqui, como um potencial promissor de aplica¢do da nanoestrutura
de B-lg na industria de alimentos, especialmente, laticinios e producdo de queijo, no que tange

a melhoria da textura e funcionalidade do alimento.
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(A) Gréfico de Pareto para pH do DCCR dos queijos com nanoestrutura de B-Ig
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(D) Grafico de Paretto para Firmeza Superior do DCCR dos queijos com nanoestrutura de
B-lg
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(G) Grafico de Paretto para Dureza do DCCR dos queijos com nanoestrutura de B-1g
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(J) Superficie de resposta 2D do DCCR de trés fatores com a variavel dependente a

condutividade elétrica em funcdo das variaveis codificadas concentracdo de NaCl e

KCI
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(K) Superficie de resposta 2D do DCCR de trés fatores com a variavel dependente a
condutividade elétrica em funcdo das variaveis codificadas concentracdo de KCI e
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Nano b-lg

(L) Superficie de resposta 2D do DCCR de trés fatores com a variavel dependente

condutividade elétrica em funcdo das variaveis codificadas concentragdo de NaCl e

nanoestrutura de B-1g
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(M) Superficie de resposta 2D do DCCR de trés fatores com a varidvel dependente

adesividade em funcdo das variaveis codificadas concentracdao de NaCl e KCI
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Nano b-lg

(N) Superficie de resposta 2D do DCCR de trés fatores com a variavel dependente
adesividade em funcdo das varidveis codificadas concentra¢do de KCI e nanoestrutura

de B-Ig
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