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Resumo

O hexametafosfato de sodio, da sigla em inglés, SHMP, é comumente utilizado para controlar a acidez, estabilizar e
retardar a gelatinizacdo de produtos l4cteos e na fusdo de queijos na fabricacdo de queijos fundidos. Este sal dissocia
as micelas de caseina presentes no leite, sequestrando ions de calcio. Em estudos anteriores, 0 SHMP, se mostrou o
mais eficiente em dissociar as micelas de caseina, em comparacdo a outros sequestrantes de calcio. Varia¢cdes na
temperatura e no pH, afetam o equilibrio mineral-proteina e interacfes eletrostaticas, levando a desestruturagéo das
micelas de caseina. Visto que a turbidez de uma suspensdo coloidal, como o das micelas de caseina no leite, esta
relacionada ao tamanho e as propriedades de espalhamento das particulas dispersas, espera-se que as dissocia¢fes das
micelas de caseina reduzam a turbidez do leite. Esta revisdo descreve as estratégias recentemente desenvolvidas para
superar desafios relacionados a turbidez do leite, utilizando SHMP, mas ndo apresenta sua utilizacdo na industria
queijeira (fundidos). A otimizacdo das melhores condi¢Bes de pH, temperatura e concentracdo de SHMP, podem
trazer uma nova metodologia para o desenvolvimento de bebidas translicidas e superar problemas de solubilidade de
leites concentrados com alto teor proteico.

Palavras-chave: Hexametafosfato de sédio; Turbidez do leite; Dissociagdo de micelas de caseina.

Abstract

Sodium hexametaphosphate (SHMP) is commonly used to control acidity, stabilize and retard gelatinization of dairy
products and in the melting of cheeses in the manufacture of processed cheeses. This salt dissociates the casein
micelles present in milk, sequestering calcium ions. In previous studies, SHMP was shown to be the most efficient in
dissociating casein micelles compared to other calcium scavengers. Variations in temperature and pH affect the
mineral-protein balance and electrostatic interactions, leading to the disruption of casein micelles. Since the turbidity
of a colloidal suspension, such as that of casein micelles in milk, is related to the size and spreading properties of the
dispersed particles, dissociations of casein micelles are expected to reduce the turbidity of milk. This review describes
recently developed strategies to overcome challenges related to milk turbidity using SHMP, but does not present their
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use in the cheese industry (melters). Optimization of the best conditions of pH, temperature and concentration of
SHMP, can bring a new methodology for the development of translucent beverages and overcome solubility problems
of concentrated milks with high protein content.

Keywords: Sodium hexametaphosphate; Milk turbidity; Dissociation of casein micelles.

Resumen

El hexametafosfato de sodio (SHMP) se utiliza habitualmente para controlar la acidez, estabilizar y retrasar la
gelatinizacion en los productos lacteos y en el fundido de quesos en la fabricacion de quesos procesados. Esta sal
disocia las micelas de caseina presentes en la leche, secuestrando los iones de calcio. En estudios anteriores, el SHMP,
demostr6 ser mas eficiente en la disociacién de las micelas de caseina en comparacién con otros secuestradores de
calcio. Las variaciones de la temperatura y el pH afectan al equilibrio mineral-proteico y a las interacciones
electrostaticas, lo que provoca la ruptura de las micelas de caseina. Dado que la turbidez de una suspension coloidal,
como la de las micelas de caseina en la leche, esta relacionada con el tamafio y las propiedades de dispersion de las
particulas dispersas, se espera que las disociaciones de las micelas de caseina reduzcan la turbidez de la leche. Esta
revision describe las estrategias desarrolladas recientemente para superar los retos relacionados con la turbidez de la
leche mediante el uso de SHMP, pero no presenta su uso en la industria del queso (fundidores). La optimizacién de las
mejores condiciones de pH, temperatura y concentracién de SHMP, puede aportar una nueva metodologia para el
desarrollo de bebidas translicidas y superar los problemas de solubilidad de las leches concentradas con alto
contenido en proteinas.

Palabras clave: Hexametafosfato de sodio; Turbidez de la leche; Disociacion de las micelas de caseina.

1. Introducéo

As caseinas representam cerca de 80% das proteinas totais presentes no leite cru. Estas caseinas formam uma
suspensdo coloidal, denominada de micelas de caseina. Ao longo dos anos, o interesse da industria alimenticia pelas micelas de
caseina aumentou significativamente a fabricacdo de queijos, iogurtes e 0s processos de esterilizagdo como a pasteurizacao e
UHT (Ultra-High Temperature) s6 sdo possiveis devido a estrutura de micela que as caseinas se organizam (Glantz et al.,
2010; de Kruif et al., 2012).

Sais sequestrantes de calcio como citratos, fosfatos e hexametafosfatos sdo utilizados para melhorar a estabilidade
térmica, melhorar textura de queijos e iogurtes, retardar o envelhecimento de gelificagdo em produtos lacteos, entre outras
funcbes. O hexametafosfato de sédio (SHMP) € um exemplo de sal sequestrante de calcio muito eficiente frente a outros sais
monofosfatos ou citratos. Este sal possui potencial para se ligar até trés 4&tomos de célcio pois suas seis moléculas de fosfato
distribuidas homogeneamente permitem que este sal interaja diretamente com residuos de aminoacido da caseina por
interagdes eletrostaticas. O SHMP provoca repulsdes eletrostaticas nas micelas e assim ocorre dissociagdes da k-caseina (De
Kort et al., 2011; Anema, 2015).

Primeiramente, os sais sequestram o calcio da fase aquosa, 0 que muda o ambiente eletrostatico, e também induzem a
liberacdo de célcio do interior (dos chamados “hanoclusters”) das micelas, mudando assim o equilibrio salino (Power et al.,
2020). Isso é utilizado por exemplo, na industria de queijos fundidos para solubilizar o caseinato de célcio e permetir a sua
fusdo, hidratacdo e emulsificacdo da gordura presente. Os efeitos dos sais fundentes (também chamados de emulsificantes) sdo
dependentes da concentracdo, pH e temperatura adotados.

Outra abordagem importante para manipular as propriedades das micelas de caseina sdo as modificagdes no pH,
temperatura, pressdo e concentracdo do leite. Tais manipulacdes modificam a extensdo das interacdes eletrostaticas,
hidrofobicas e covalentes das micelas provocando a dissociagdo da k-caseina. Essa dissociacdo induz diversas mudancgas
fisicas uma vez, que varias propriedades funcionais de lacteos como solubilidade, estabilidade ao calor e as propriedades
emulsificantes estdo relacionadas ao tamanho das particulas de caseina (Ramchandran et al., 2017).

A compreensdo das condi¢cdes que causam a maior dissociacdo nas micelas de caseina pode melhorar e ampliar a
utilizacdo de diversos produtos lacteos (Ronadheera et al., 2019). Dissociar micelas de caseina pelas altera¢cdes no pH,

temperatura e adi¢do de hexametafosfato de sodio, sdo métodos bem conhecidos para reduzir a turbidez do leite, mas ainda ha
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muito a ser estudado sobre as propriedades fisico-quimicas e funcionais do leite quando submetido a diferentes condicoes de

concentragéo do sal sequestrante de célcio, pH e temperatura.

2. Metodologia

Para o desenvolvimento deste artigo de revisdo, inicialmente foram definidos os tépicos de estudo os quais seriam
relevantes para se alcancar o objetivo do manuscrito que é fornecer a compreenséo sobre as propriedades funcionais do leite
devido as associacdes e dissociacdes das micelas de caseina provocadas pela adi¢cédo de hexametafosfato de sédio, bem como as
alteragdes no pH e temperatura.

Dessa forma, foi realizada uma pesquisa bibliografica nas principais bases de dados visando uma revisdo sobre as
estratégias recentemente desenvolvidas para superar os desafios relacionados a turbidez, solubilidade de concentrados
proteicos de leite e estabilidade do leite longa vida (UHT). Apos a pesquisa, as informagdes foram organizadas de acordo com

uma sequéncia que construisse uma narrativa légica e coerente que levasse ao entendimento do tema central.

3. Micelas de Caseina

As micelas de caseina presentes no leite sdo essenciais para o desenvolvimento de recém-nascidos pois elas séo o
veiculo transportador de fosfato e célcio necessarios para crescimento ésseo de neonatos (de Kruif, 2014). As micelas de
caseina, resultam das associa¢des de caseinas (os1, sz, B € K) junto com 7-8% em massa seca de fosfato de célcio e dgua (cerca
de 3-4 g por caseina). Suas propriedades chaperonas previnem a formacéo de fibrilas amiloides, enquanto a B- e o- caseina
protegem a K-caseina da auto agregacdo para formar fibrilas, elas proprias sdo protegidas pela K-caseina da inducdo de
precipitagdo por fons de calcio, sendo uma estrutura ideal para levar quantidade necessaria de fosfato e célcio a recém-nascidos
(Holt et al., 2013; Bouchoux et al., 2015; Ingham et al., 2016; de Kruif, 2014).

Através de microscopia atdmica, microscopia eletrénica de varredura e técnicas de espalhamento de luz, foi possivel
obter uma visdo detalhada da superficie da micela (esférica e rugosa) e do seu tamanho hidrodindmico médio (cerca de 150-
200 nm). A K-caseina se concentra principalmente na superficie micelar, ela impede que a micela forme uma rede de
agregados, pois parte do macro peptideo (residuo 106-169) da proteina, parece se estender na superficie micelar formando uma
camada pilosa, estimulada de 5-10 nm de espessura, de tal modo que ndo permitem a aproximacdo de uma micela da outra por
impedimento estérico. Além do impedimento estérico, a agregacéo é evitada por repulsdes eletrostaticas, residuos de aspartil e
glutamil e moléculas de acido neuraminico presentes na k-caseina que estdo ionizados no pH natural do leite e geram uma
carga de -20mV (Dalgleish et al., 2012; Silva et al., 2019).

Muito se sabe sobre as micelas de caseina: o seu tamanho médio e da polidispersdo, do conteldo de proteinas,
minerais e agua presente. Mas ainda ha duvidas sobre a distribui¢do interna da matéria da micela. A estrutura interna das
micelas de caseina é composta por varios elementos que estdo em equilibrio complexo em seu ambiente e as interacGes intra e
intermoleculares das moléculas podem variar de acordo com esse ambiente. O processo de montagem que leva na célula em
lactacdo ndo pode ser totalmente reproduzido in vitro. Estes fatos tornam a micela um objeto dindmico e complexo que ndo é
facil de identificar no seu estado nativo (de Kruif, 2014; Bouchoux et al., 2015). Os primeiros estudos de microscopia
eletronica de transmissdo (TEM) deram créditos ao primeiro modelo das micelas, da década de 60, e até hoje ha controvérsias
do modelo real das micelas de caseina.

Entretanto, trabalhos realizados pelo grupo do Professor Harte em Pennsylvania (Trejo et al., 2011) mostram
claramente que a micela tem canais no seu interior, 0 que evidencia a quantidade de d4gua que elas possuem, o que permite sua

compressdo e expulsdo de &gua da mesma, por exemplo na tecnologia de fabricacdo de queijos, justificando a proposta para o
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chamado modelo de esponja da micela (se¢do 2.3). Essa expulsdo ¢ limitada porque existem zonas “duras” e diferentes planos

ou niveis internos, resistentes a compressao devido a ndcleos de calcio e fosfato (Nogueira et al, 2021; Bouchoux et al., 2015).

3.1 Modelo de submicelas

Neste modelo, foi sugerido que as micelas de caseina eram constituidas de subunidades denominadas de submicelas
de tamanho médio de 20 nm. Sendo o nucleo dessas submicelas hidrofébico e a superficie hidrofilica, as interacfes
hidrofébicas e o fosfato de calcio coloidal (FCC) mantém as submicelas unidas. A existéncia das submicelas foi apoiada pela
molécula de caseinato de s6dio que possui raio médio de 10 nm e seu subcrescimento quando é adicionado célcio. (Silva et al.,
2019; Dalgleish, 2011; Waugh, 1958). Utilizando a técnica crio-TEM, McMahon & McManus (1998) observaram que se
existir submicelas elas devem ser menores que 20 nm, conforme dito anteriormente e menos densa do que assumido, de tal

forma que na microscopia essas submicelas aparecem como proteina individual.

3.2 Modelo de nanoclusters

Segundo o modelo de nanoclusters, residuos de fosfoseril das as1 as2 € B-caseina se ligam e estabilizam pequenos
dominios de fosfato de calcio, denominados de nanoclusters. Este modelo foi sugerido apds observarem que fosfopeptideos de
a- e B-caseina conseguem estabilizar o fosfato de calcio em concentragdes que eles precipitariam.

Os nanoclusters tem raio de 2-3 nm e sdo envoltos por aproximadamente 50 cadeias de fosfopeptideos. Esses
nanoclusters sdo dispersos em uma matriz de proteina homogénea se ligando as caseinas mais fosforiladas. As caudas dos
nanoclusters se associam a outras proteinas através de intera¢fes hidrofébicas, eletrostaticas, ligacdo de hidrogénio, entre
outras interacdes fracas, levando a auto associa¢do das micelas. Dado que a k-caseina possui poucos centros foforilados, ela
ndo pode participar da formacgdo de nanoclusters, estando portando disponivel para depositar na superficie da micela, sendo um
agente terminal das unidades basicas. Se fosse dessa forma, as micelas teriam uma sub-estrutura homogénea ao invés de uma
distribuicdo de fosfato de calcio dentro das subunidades (Kruif et al., 2012; Dalgleish et al., 2012; Silva et al., 2019).

3.3 Modelo esponja

Este modelo esponja foi sugerido ao utilizar técnicas de raio-X a baixo angulo (SAXS) e o espalhamento de néutrons
a baixo angulo (SANS). Bouchoux et al., (2010), utilizou essas técnicas em amostras de concentracdo constante de micelas de
caseina e observaram que sua organizacdo interna se compreendia em trés principais niveis hierdrquicos: (1) o da propria
micela de caseina, com dimensdo a 100 nm; (I1) um nivel no interior da micela, que pode ser comprimido de 40 a 10 nm; (I11)
os nucleos de FCC, de 4 a 5 nm, distribuidos no interior da micela.

Ingham et al., (2016) propds uma nova interpretacdo do modelo matematico usado para ajustar os dados de
espalhamento de luz. Ele relatou as trés regides hierdrquicas, como descrita por Bouchoux et al., (2010), mas observou uma
nova regido (IV) de imogeneidades de proteina de aproximadamente 2 nm, como ja havia sido hipotetizada por Kruif (2014).
Essas imogeneidades podem corresponder a aglomerados formados por interagbes hidrofébicas de caseina localmente mais

densas e também pode ter contribuicdo de uma coroa proteica das proteinas de fésforo adsorvido aos nanoclusters.

4. ModificagOes nas Estruturas das Micelas de Caseina

A temperatura é um fator importante nas modificacfes da estrutura das micelas de caseina. A resisténcia do leite a
coagulacdo durante o aquecimento é chamada de estabilidade ao calor. Apesar do leite apresentar uma certa estabilidade ao
calor, o aquecimento por varios minutos acima de 120 °C modifica a estrutura e composi¢do do fosfato de calcio micelar

original para uma forma mais insollvel e estas mudancas tornam-se parcialmente irreversiveis (Sinaga et al., 2016). Outras
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mudangas irreversiveis que ocorrem durante o aquecimento sdo a hidrolise de residuos de fosfoserina, degradacédo da lactose e
liberagdo de k- caseina da micela. A coagulagéo se torna visivel quando grandes agregados sdo produzidos ou quando um gel é
formado (Hart, 2013).

O pH é um outro fator importante, ele afeta a estrutura micelar modificando as cargas de proteina (ou seja, a repulséo
eletrostatica entre caseinas), a concentracdo de ions de calcio livres na fase sérica e a quantidade de FCC na micela de caseina
(de Kort, 2012). Em pH 5,2, parte do calcio e quase todo fosfato inorganico presente no FCC é solubilizado. Como o FCC atua
como uma “ponte” para conectar as caseinas, a perda do fosfato de calcio micelar serd acompanhada pelo encolhimento das
micelas e colapso da camada peluda da k-caseina, o que diminui a repulsdo entre as micelas. Sem essa camada peluda da k-
caseina, os aglomerados tornam-se mais densos e as a- e B-caseina precipitam com ions de calcio (Sinaga et al., 2017; Culler et
al., 2017). Em meio alcalino, ha aumento das cargas negativas devido a desprotonacao de grupos de aminoacidos (Wolfschoon
Pombo et al., 2012), fortalecendo forgas repulsivas entre as micelas de caseina. O aumento da carga negativa favorece as
ligacBes de hidrogénio das proteinas com a &gua, observando em pH 6,8 a 8,5 um maior tamanho de micelas de caseina e uma
menor turbidez (Gonzalez-Jordan et al., 2015).

Além da temperatura e pH, as estruturas das micelas de caseina também sdo afetadas pela adicdo de sais
sequestrantes. O principal impacto da adi¢do de sequestrante é no equilibrio mineral-proteina, levando a uma diminui¢do de
fons de célcio livres. A complexagdo destes sais aos ions de calcio compromete suas interagdes eletrostaticas com a k-caseina,

podendo ocasionar a dissociagcdo micelar.

4.1 Sais sequestrantes de calcio

Os sais sequestrantes de célcio induzem vérias mudancas fisicas nas micelas de caseina. A ligacdo do célcio através da
adicdo de sais sequestrantes, altera sua distribui¢do entre as fases coloidal e sérica. Em altas concentragdes, esses sais
sequestrantes trocam os ions de calcio presente nos nanoclusters por ions de sddio (Figura 1). A troca de ions divalentes por
monovalentes leva a abertura da estrutura proteica e exposi¢do de grupos hidrofilicos capazes de ligar a agua livre,
promovendo hidratacdo, inchamento, solubilizacdo e dispersdo da caseina (Awad, 2002).

Sais sequestrantes de célcio, como polifosfato de cadeia longa, sdo essenciais para a fabricacdo de queijo processado.
Além da capacidade de troca idnica, esses sais ajudam na emulsdo de sistema multifasico, pois conforme sua concentragéo,
eles conseguem desestruturar as micelas de caseina. Essa capacidade emulsificante pode ser atribuida as atividades na

superficie, quanto maior a superficie disponivel da caseina melhor serd a emulsédo (Lazzaro et al., 2017).

Figura 1. Reacgdo quimica nas micelas de caseina com a adicéo de altas concentragdes de sais sequestrantes de célcio (NaA);

A- Anion: fosfato, polifosfato, citratos, etc.

0
HO—p-0=Ca" “Nat :
0 M Nea —— + P
— ::P _,P—O
Ser HO "0 0=} OH HO Caa
0 O-ge

Fonte: Adaptado de Fox et al. (2004).
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Uma vez que o calcio tem a capacidade de reticular as caseinas, conforme postulado em todos os modelos descritos na
literatura, pode ser benéfico remover esse calcio da micela de caseina, a fim de dissociar pelo menos parcialmente as micelas
de caseina, e assim, aprimorar e desenvolver ingredientes lacteos (Xu et al., 2016).

Ao examinar diversos sais sequestrantes de célcio, 0 SHMP teve a maior capacidade de dissociar micelas de caseinas.
Em baixas concentracdes (como 0,1%), formou-se complexos com o célcio e caseina sollveis. Em concentracdes mais altas de
SHMP (>0,5%), o célcio e fosfato ligados a caseina foram liberados do complexo, resultando na dispersdo das micelas de

caseina (Mizuno & Lucey, 2005).

5. Hexametafosfato de Sodio

O hexametafosfato de s6dio (SHMP) é um sal de polifosfato com cadeia longa (Sais de Graham). Os sais de Graham
sdo obtidos pelo resfriamento rapido de NaH,PO4, Na;HPO. ou uma mistura dos dois, fundidos entre 600 a 800 °C, com
formula geral Nan+2PnOsne1. O grau de polimerizagdo n (nimero médio de &tomos de fosforo por cadeia) depende das
condicGes de obtencdo do sal: tempo, temperatura de aquecimento e pressdo (Lima et al., 2010).

O SHMP é um aditivo alimentar registrado como INS n°® E452 (i). Sua estrutura consiste principalmente em cadeias
lineares, mas uma pequena parte do composto é ciclica (Figura 2) (Gao et al., 2010) e algumas de suas propriedades fisico-

guimicas importantes podem ser vistas na Tabela 1.

Figura 2. Representacdo esquematica da estrutura do hexametafosfato de sodio (a) forma ciclica (b) forma linear.

—Na+ 0
WY
wil 4 " R
N Ng HO —P——0 —P—0 —P—0—P—0 —P—0—P—0H
S T
Yot 0 3 0 a o & o
A) 7% ofp\/ B)
0 Na O_Na+

Fonte: Gao et al. (2010).

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas importantes do hexametafosfato de sédio.

Parametros Dados
Férmula Na(n+2)PnOzn+1) — n~13
Massa molecular (g/mol) =1390
Teor de P20s (%) 66,5 — 68,0
Teor de Na (g) 234
Fluoretos (ppm) <50
Chumbo (ppm) <4
Arsénio (ppm) <3
pH (em 1 % de solug&o) 6,772
Substancias insoltveis (%) <01
Densidade aparente (kg/mq) 500-1000

Fonte: ICL, EP-022 - Rev. 07.
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O SHMP ¢ frequentemente utilizado em laticinios para melhorar propriedades funcionais de diversos produtos lacteos
como controle de acidez, aumento do shelf-life de diversos produtos UHT, atraso do mecanismo de gelificacdo (Anema, 2015),
bem como influenciar na estabilidade a coagulagdo (UHT) de bebidas lacteas adicionadas de hidrocoloides (Pandalaneni et al.,
2018).

No leite, 0 SHMP consegue se ligar simultaneamente ao célcio na fase sérica e ao célcio de nanoclusters dentro de
micelas de caseina. (de Kort et al.,, 2011). A sua natureza altamente anidnica, com suas seis cargas distribuidas
homogeneamente permitem que o SHMP se oriente ao longo de sitios carregados de outros polieletrélitos de cadeia longa,
presentes nas caseinas (de Kort, 2012; Mizuno & Lucey, 2007).

O mecanismo das interagdes do SHMP e as micelas de caseina ainda néo é totalmente compreendido. Mas acredita-se
que os fons de calcio estejam envolvidos nas ligagdes cruzadas do SHMP, pois quando a solugdo é submetida a tratamento
térmicos ha a diminuicdo da viscosidade, aumento do potencial zeta e atividade de ifons de célcio. Mudangas no ponto
isoelétrico mostraram que o SHMP também pode se ligar a caseina mesmo na auséncia de calcio. Em pH neutro, aminoacidos
como a arginina, histidina, lisina e grupos a-NH. terminal s3o carregados positivamente. Caseinas (especialmente a os2) SA0

ricas em lisina, podendo entéo ser o principal ponto de ligagdes para moléculas de SHMP (de Kort, 2012).

6. Estrutura das Micelas de Caseina Durante o Processamento

O comportamento das micelas durante o processamento depende quase inteiramente da estrutura e das propriedades
da superficie micelar. Ou seja, diferentes processamentos causam diferentes alteragdes na estrutura da superficie. 1sso pode

afetar a estabilidade da micela e consequentemente, alterar as caracteristicas dos produtos lacteos.

6.1 Adicao de hexametafosfato de sodio

Culler et al. (2017) propds um modelo a fim de determinar o efeito que diversos sais (citrato, fosfato, polifosfato)
tinham sobre a integridade das micelas de caseina, a partir da turbidez das amostras em diferentes valores de pH e
concentracdo de sal (a concentragdo liminar minima (C*) para causar o maximo de dissociagdo das micelas de caseina). Como
relatado anteriormente, o SHMP foi o sal que causou maior dissociacdo com a menor concentragdo (C*=0,33 mM). Essa
concentracdo liminar minima, ndo foi afetada pelo pH como a dos outros sais, nos quais as amostras se tornaram mais turvas a
medida que o pH diminuiu, o que sugere que 0 SHMP ¢ capaz de dissociar micelas de caseina mesmo na auséncia de calcio
(Culler et al., 2017; Anema, 2015).

As dissociacOes das micelas de caseina sdo induzidas conforme a concentragdo de SHMP é adicionado a solugdo. De
Kort (2012) analisou a variacdo do tamanho de particula das micelas de caseina quando a concentracdo de SHMP variou de 0 a
100 mEq.L1. A concentracdo limite, na qual particulas menores foram detectadas, foi de 25 mEq.L™* de SHMP. O pico de
distribuicdo comegou a mudar para particulas com menores didmetros a partir de 30 mEq.L™?, atingindo valores abaixo de 10
nm acima de 50 mEg.L*

A diminuicdo da distribuicdo do tamanho de particula é acompanhada da reducdo de espalhamento da luz (turbidez).
A turbidez de uma suspensdo coloidal esta associada ao tamanho e as propriedades de espalhamento das particulas dispersas
(Anema, 2015), portanto as agregacgdes e dissociagcdes das micelas de caseinas podem ser examinadas indiretamente pela
medida de turbidez. Com aumento do pH e da concentragcdo de SHMP, a atividade do ion de calcio é reduzida e essa reducdo é

acompanhada pela diminuicéo da turbidez, conforme a Tabela 2 (de Kort, 2012).
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Tabela 2. Variagdo da turbidez conforme variagdo pH e concentracdo de SHMP.

Concentracéo de Atividade do ion . o .
SHMP (mEq L) p clcio (mmol) Turbidez a 700 nm Viscosidade mPa.s Potencial Zeta mV
6,70 1,13+0,59 2,08+0,35 6,04+1,77 -25,85+2,06
15 7,00 0,72+0,07 1,79+0,19 14+4,48 -24,70+0,78
7,30 0,41+0,07 0,75%0,45 115+34,3 -31,33+1,91
6,70 0,30+0,09 0,11+0,01 141+42,3 -33,16+£2,8
60 7,00 0,21+0,05 0,13+0,01 331,62,9 -37,9343,39
7,30 0,14+0,06 0,09+0,03 593+179 -43,0040,76

Fonte: de Kort et al. (2012). *mEq L* = mmol L ou mM.

Apesar de ser muito eficiente em dissociar as micelas de caseina, a adigdo de altas concentrac6es de SHMP acarreta
em um aumento da viscosidade da solugdo. A quelacdo do célcio o desloca para a fase sérica e reduz a proporcao de célcio
presente no FCC micelar, gerando assim repulsGes eletrostaticas dentro da micela, que juntamente com a perda das ligac6es
cruzadas das proteinas mediadas pelo FCC, geram um inchago nas micelas, ocasionando dissocia¢des de caseina da micela. De
Kort et al., (2011) afirmaram que a dissociacdo da micela de caseina pode estar diretamente relacionada a um aumento na
viscosidade.

Estudos posteriores mostraram que essa viscosidade pode ser reduzida pela enzima transglutaminase (TGase), se a (S)
amostra (s) foi (rem) previamente assim tratada (s). Com a adicéo prévia da TGase, é possivel reduzir a viscosidade 3838 mPa
s para 991 mPa s para amostras com 25 mM SHMP e 3212 mPa s para 162 mPa s para amostras com 12,5 mM de SHMP. A
TGase reticula a proteina de caseina evitando que a k-caseina se dissocie da micela; a reticulacdo mediada por TGase também
pode potencialmente impedir o acesso de SHMP ao FCC dentro da micela de caseina diminuindo, portanto, a viscosidade da

solucéo (Power et al., 2020).

6.2 Alteracdo no pH e na temperatura

As dissociacbes das micelas de caseina sdo também marcadamente dependentes da temperatura e do pH. Em
temperaturas de 5°C, interagBes hidrofdbicas intermoleculares sdo minimas, parte significativa da 3-caseina dissocia-se da
estrutura micelar, e mesmo no pH natural do leite (ao redor de 6,7), € notavel uma reducdo da turbidez (1 =15-25). Nesta
mesma temperatura, ao reduzir o pH das amostras de leite para 5,5, ocorre a solubilizacdo do FCC, a maioria das interacdes
hidrofébicas e covalentes que mantinham a estrutura micelar sdo perdidas com a solubilizacdo do FCC, ocasionando uma
turbidez minima (0 = 10-15). Essa turbidez minima também é observada em pH 7,5; a maior carga negativa nas proteinas leva
a uma maior hidratacdo das micelas de caseina (Orlien et al., 2010).

Ao aquecer amostras de leite desnatado, de 20 °C a 70°C, no pH natural do leite ndo hd mudangas significativas na
turbidez, o que sugere que o aquecimento nessa faixa de temperatura ndo causa ruptura na estrutura basica das micelas. Nessa
mesma faixa de temperatura em pH <6,3 é notério um aumento da turbidez da solugéo, visto que as caseinas apresentam mais
agregacdo com a reducdo do pH. O aumento do pH, para pH< 6,9, acarreta liberacdo de uma quantidade significativa de e a-
caseina para o0 soro e uma maior hidratacdo das micelas, resultando na diminuicdo da turbidez nas amostras em toda faixa de
temperatura (Anema & Li, 2003; Dalgleish, 2012; Anema, 2015). A turbidez mais baixa de amostras analisadas foi para o pH
7,5 proximos a 60 °C, segundo Anema (2015).

Alteragdes nas micelas de caseina foram marcadamente afetados pelo pH no aquecimento. A pH em torno de 6,50-
6,55, 0 tamanho da micela da caseina aumentou acentuadamente durante as fases iniciais de aquecimento, e o tamanho do

planalto em aquecimento prolongado. O aumento maximo do tamanho foi de 30-35 nm. Em contraste, a pH elevado (6,7),
8
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alteragBes muito menores em tamanho foram observadas no aquecimento e 0 aumento maximo no tamanho foi de apenas 10
nm.

A partir de 70 °C, as proteinas do soro do leite a-lactalbumina (a-lac) e B-lactoglobulina (B-1g) comecam a desnaturar,
e juntamente com a K-caseina, formam complexo (s) através de ligagdes de dissulfetos, com tamanho de particulas variando de
30-10 nm. A medida que o pH é aumentado, a carga de superficie da micela e, em particular, a carga sobre os “fios” de
macropeptidios vdo aumentar. Isto fara com que os fios se estendam mais longe da superficie da micela e, portanto, pode,
através de cargas e possivelmente repulsfes estéricas, reduzir a propensdo de interacfes entre as proteinas desnaturadas do soro
de leite e a micela de caseina (Anema & Li, 2003).

Com a integridade da micela afetada, as B-caseina e a-caseina sdo dissociadas das micelas e precipitadas por ions de

célcio, resultando em um aumento linear da turbidez das amostras (Anema & Klostermeyer, 1997).

7. Solubilidade de Leites Concentrados

Os concentrados proteicos de leite, como proteinas do soro do leite, Whey Protein como é comercialmente vendido,
vém sendo procurados com frequéncia, principalmente por atletas que os utiliza para a manutencdo de dietas que necessitam de
altos valores diarios de proteina.

A dissociacdo das micelas de caseina em estruturas menores, facilita uma melhor reidratacdo de pds de leites proteicos
concentrados. O ajuste do pH para 6 antes da ultra filtracdo (UF) do leite destinada a concentragdo para a fabricacdo de po,
melhorou a solubilidade do mesmo de 80% para 95% (Eshpari et al., 2014).

McCarthy et al. (2017) relataram que a adigdo de hexametafosfato de sodio antes da UF, melhorou a solubilidade de
81,4% para 99,5 % ap0s a reidratacdo, porém a viscosidade da solu¢do aumentou significativamente.

Em leite de bufalo destinado a secagem, o problema com solubilidade é ainda maior do que com o leite bovino, pois o
leite bubalino possui maior concentracéo de calcio e micelas de caseina. Na fabricacéo de leite em pd, a adi¢éo de trifosfato de
sodio e hexametafosfato de sodio ao leite de bufala antes da secagem do pé (MPC60), por spray drying, melhorou visivelmente

a solubilidade do pé resultante, passando de 67 % das amostras do controle a 81 % (Shinde et al., 2021).

8. Considerac0es Finais

A importancia e o impacto de uma melhor compreensédo das propriedades fisico-quimicas e funcionais das micelas de
caseina com a adicdo de hexametafosfato de sodio em diferentes condi¢bes de concentracdo, pH e temperatura foram
revisados.

A elucidacdo dessas propriedades, bem como a otimizagéo das condi¢des que levam a maior dissociagdo das micelas
de caseina, podem levar ao desenvolvimento de um produto proteico transldcido, uma vez que a responsavel pela cor branca ou
turva no leite s@o as micelas de caseina.

Um entendimento melhor de como ocorrem as dissociagBes e associacfes das micelas de caseina sdo cruciais para
ampliacdo e inovacdes de produtos lacteos. Assim, acdes simples e inovadoras como a adi¢do de sais sequestrantes de célcio,
bem como alteragGes no pH e na temperatura no processamento, podem aumentar a solubilidade, estabilidade térmica e outras
propriedades funcionais. Essas alteragdes podem ser adotadas facilmente pelas industrias sem alterar significativamente suas
linhas de produgéo.

Desenvolvimentos futuros nesta linha de pesquisa incluem o estudo das propriedades fisico-quimicas e funcionais do
leite quando submetido a diferentes condi¢fes de concentracdo do sal sequestrante de célcio, pH e temperatura, além do
desenvolvimento de novas metodologias para bebidas translicidas e superar problemas de solubilidade de leites concentrados

com alto teor proteico.
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