
Avaliação do índice de soroproteína não-desnaturada como indicador de tratamento térmico para leite UHT e leite em pó

Assessment of whey protein nitrogen index as indicator of heat treatment for UHT milk and milk powder
Resumo
Durante o processamento térmico de produtos lácteos ocorrem diversas modificações químicas dentre as quais a desnaturação de soroproteínas é bastante evidente e estudada. Este fenômeno pode gerar gelificação em leite UHT e problemas de solubilização em leite em pó, dois importantes produtos lácteos amplamente difundidos no mercado nacional. O índice de soroproteína não-desnaturada (WPNI) pode ser uma ferramenta útil para avaliar o grau de severidade ao qual o leite está sendo submetido e, portanto, permite inferir sobre a ocorrência dos possíveis defeitos associados à desnaturação protéica. Neste estudo, verificou-se o teor de soroproteína não-desnaturada como indicador de tratamento térmico em leite submetido aos processamentos de ultrapasteurização e de secagem. As amostras comerciais de leite UHT e leite em pó analisadas apresentaram um intervalo de confiança de WPNI de (2,39±1,41) mg WPN.mL-1 e (2,63±1,38) mg WPN.mL-1, respectivamente. De acordo com a análise estatística de variância, todas as amostras avaliadas diferiram entre si com um p-valor<0,001; sendo que 90% das amostras de leite UHT e 67% para as amostras de leite em pó foram classificadas como submetidas a médio tratamento térmico. Os dados obtidos permitiram inferir sobre a severidade do tratamento térmico associado a cada tipo de produto analisado e foram capazes de demonstrar a falta de padronização dos processos de tratamento térmico nas amostras estudadas, fato este que pode ter como consequência o desenvolvimento de caracteristicas indesejáveis nos produtos ao longo do período de estocagem e comercialização.
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Abstract

During heat treatment of dairy products it is possible to occur several chemical modifications which whey protein denaturation is quite evident and studied. This phenomenon can cause gelation in UHT milk and some problems in reconstitution of milk powder, two major dairy products widely used in dairy foods and by consumer. The whey protein nitrogen index (WPNI) can be a useful tool to assessing the degree of severity that milk was submitted, and therefore inferred from the occurrence of possible defects associated with protein denaturation. This study presents the evaluation of the non-denaturated whey protein contents as a heat treatment indicator for ultrapasteurization and drying milk processing. Commercial samples of UHT milk and milk powder showed WPNI confidence interval of (2.39 ± 1.41) mg WPN.mL-1 and (2.63 ± 1.38) mg WPN.mL-1, respectively. According to the statistical analysis of variance, all samples differed with a p-value <0.001; and 90% of UHT milk and 67% milk powder samples were classified as medium heat treatment. It was possible to infer the severity of the heat treatment associated with each kind of product analyzed. The results were able to demonstrate the lack of standardization of heat treatment processes on the samples studied, a fact that may result in the growth of undesirable characteristics in the products during the storage or shelf-life.
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INTRODUÇÃO

Processos industriais como tratamento térmico, concentração e secagem do leite são aplicados e aprimorados pelas indústrias a fim de se reduzir custos com transporte, armazenamento, aumentar o período de vida útil dos produtos, minimizar impactos ambientais e, consequentemente, ampliar o mercado de exportação.
O leite em pó ocupa lugar de destaque na cadeia leiteira produtiva, visto sua grande aplicabilidade dietética e potencial de comércio, requerendo constantes inovações nas tecnologias e no controle de qualidade.
Desde 1972 o leite Longa Vida, como também é conhecido o leite UHT, tem se mantido como vetor de crescimento do mercado de leite fluído no Brasil. Atualmente, o produto está presente em 86% dos lares brasileiros e representa 76% do volume de leite fluido consumido. Com grande representatividade para a cadeia láctea, equivale, ainda, a aproximadamente 30% do destino do leite inspecionado captado no País (ABLV, 2014).

O tratamento térmico de produtos lácteos apresenta como finalidade a manutenção dos aspectos de saúde pública, promovendo eliminação de patógenos e a conservação do alimento, por meio da inativação de enzimas e microrganismos deteriorantes. No entanto, a aplicação do calor provoca alterações químicas reversíveis e irreversíveis que afetam diretamente o produto final. 
Durante o processo de ultrapasteurização, o leite é submetido a elevadas temperaturas por curtos períodos de tempo. Segundo Walstra e Jenness (1984), as principais modificações causadas pela aplicação do calor ao leite são: eliminação de gases; aumento na quantidade de fosfato coloidal e diminuição da concentração de cálcio iônico, isomerização da lactose, que sofre uma degradação parcial, formando lactulose e ácidos orgânicos; hidrólise dos ésteres fosfóricos, particularmente os da caseína; diminuição do pH do leite e aumento do valor de sua acidez; insolubilização de grande parte das soroproteínas devido à desnaturação; inativação de enzimas; reação entre as proteínas e a lactose, especialmente a reação de Maillard, tendo como conseqüência à diminuição da lisina disponível; formação de grupos sulfidrila livres e agregação das micelas de caseína

Fenômenos de desnaturação e agregação de soroproteínas e sua interação com caseínas durante o processamento térmico desempenham um importante papel nas propriedades funcionais do produto final (PATEL et al., 2007). O efeito destes fenômenos no leite em pó, assim como no leite UHT, depende da intensidade e do tempo do tratamento térmico aplicado. O leite em pó desnatado pode ser classificado quanto ao tipo de tratamento térmico em que é submetido de acordo com as especificações do American Dry Milk Institute (ADMI), apresentadas na Tabela 1 (PATEL et al., 2007; Perrone et al., 2008).

O grau de desnaturação de soroproteínas em leites tratados termicamente é usualmente indicado pelo índice de nitrogênio de soroproteína não-desnaturada (whey protein nitrogen index – WPNI) o qual é mensurado a partir do teor (em miligramas) de nitrogênio de soroproteínas não-desnaturadas (undenaturated whey protein nitrogen - WPN) por miligrama de pó ou mililitro de leite fluido (PATEL et al., 2007). Neste contexto, a fração protéica do soro de leite é frequentemente utilizada como um indicador para monitoramento dos efeitos do calor sob os produtos lácteos, uma vez que tais proteínas são diretamente afetadas.
Tabela 1: Classificação de leite tratado termicamente de acordo com o tipo de tratamento térmico (adaptado de PATEL et al., 2007; Perrone et al., 2008).
	Classificação do produto
	WPNI (mg WPN.mL-1 leite)
	Tratamento térmico

	Baixo tratamento
	≥ 6,0
	75°C / 20s

	Médio tratamento
	1,51 – 5,99
	85°C-105°C / 1 min. – 2 min.

	Alto tratamento
	< 1,50
	120°C-135°C / 2 min. – 3 min.

	Alto tratamento – estável ao aquecimento
	< 1,50
	125°C-135°C / 2 min. - 6 min.


Para produtos submetidos a médio tratamento térmico, a agregação protéica é caracterizada por interações entre as soroproteínas via grupos sulfidrilas, enquanto que, em produtos de alto tratamento térmico a agregação protéica resulta principalmente pela ocorrência de interações entre β-lactoglobulinas e κ-caseínas por meio de ligações dissulfídicas (RobinsoN, 1986). Tais interações aumentam o grau de hidrofobicidade do produto e podem interferir diretamente nas propriedades funcionais do mesmo.
Para leite em pó, a instantaneidade pode ser definida como a capacidade que o produto apresenta em se dissolver por completo em poucos segundos (Salazar, 1978). A reconstituição do produto depende de propriedades funcionais intrínsecas da partícula do pó, adquiridas ao longo do processamento e totalmente dependente deste. Tais propriedades são definidas como molhabilidade, penetrabilidade, dispersabilidade e solubilidade (PERRONE et al., 2008) e definem a aplicabilidade do produto final, como leite em pó para consumo direto e  leite em pó para formulações dietéticas como fabricação de sorvetes, chocolates, pães dentre outras (PATEL et al., 2007).
A falta de padronização dos produtos em relação às suas funcionalidades e aplicabilidades pode ser reduzida por modificações e adequações dos processos tecnológicos visando melhorar as características físicas e nutricionais dos mesmos. Neste sentido, a avaliação dos indicadores de tratamento térmico torna-se fundamental para diagnosticar o perfil do produto comercializado.

Este estudo teve como objetivo estimar o índice de nitrogênio de soroproteína não-desnaturada (WPNI) em amostras comerciais de leite em pó integral e leite UHT desnatado a fim de se obter informações a cerca da severidade do tratamento térmico as quais foram submetidas, permitindo inferir sobre seus aspectos nutricionais.
MATERIAL E MÉTODOS

Vinte e sete amostras de nove marcas comerciais de leite em pó integral, correspondentes a três lotes diferentes e sessenta amostras de vinte marcas de leite UHT desnatado, também oriundas de três lotes diferentes, foram coletadas e analisadas em triplicata quanto ao teor de WPNI, por método turbidimétrico (Kuramoto et al, 1959).
As amostras de leite em pó foram reconstituídas a 10% m/v de sólidos lácteos não gordurosos, sendo as amostras de leite desnatado UHT isentas desta etapa. Procedeu-se à precipitação da caseína por “salting out” empregando 10 mL de amostra reconstituída e 4 g de cloreto de sódio p.a., mantendo o sistema em banho termostático a 37°C durante trinta minutos. Após filtração do sistema, procedeu-se a acidificação de 1 mL do filtrado com duas gotas de solução de ácido clorídrico 10% v/v, em solução supersaturada de cloreto de sódio para produção de turbidez. A leitura da transmitância a 420 nm foi realizada em espectrofotômetro UV/Visível Thermo Scientific modelo Evolution 60S. O resultado de WPNI, expresso em miligrama de WPN por mL de produto, deu-se a partir da construção de uma curva analítica (transmitância vs. WPNI), com faixa de detecção de 0,63mg.g-1 a 7,86 mg.g-1. A curva analítica foi obtida por intermédio da combinação de padrões de leite em pó submetido a alto aquecimento (baixa concentração de WPN) e leite submetido a baixo aquecimento (elevada concentração de WPN) versus transmitância, de acordo com ADPI (2009).

Para a análise estatística descritiva e análise de variância (ANOVA) dos dados obtidos foi utilizado o software Prisma 5.0 (GraphPad,  CA,  USA).
RESULTADOS E DISCUSSÃO
A análise estatística descritiva referente ao teor de WPNI para as amostras de leite em pó e leite UHT analisadas está disposta na Tabela 2.
Tabela 2. Análise estatística descritiva do teor de WPNI das amostras de leite em pó (n=27) e leite UHT (n=60).
	Parâmetro
	Leite UHT
	Leite em Pó

	Intervalo de Confiança (mg WPN. mL-1 leite)
	(2,39 ± 1,41)
	(2,63 ± 1,38)

	Amplitude (mg WPN. mL-1 leite)
	4,91
	6,35

	Coeficiente de variação (%)
	49,4
	69,7


A média do teor de WPNI para ambos os produtos analisados mostrou-se bastante semelhante apesar de serem produtos submetidos a diferentes tratamentos térmicos. Como o processamento de leite em pó utiliza equipamentos a vácuo para a concentração prévia, a temperatura em que o produto é submetido tende a ser reduzida, fato este que pode corroborar para um maior teor de WPNI. 
Verificou-se amplitude mais elevada para o teor de WPNI em leite em pó, o que permite inferir sobre a ocorrência de falta de uniformidade do produto comercializado. Tal despadronização torna-se um fator desfavorável ao consumidor, o qual pode encontrar alterações no consumo direto do produto ou dificuldades no uso do mesmo em preparações dietéticas, devido às conseqüentes modificações em suas propriedades funcionais como molhabilidade, penetrabilidade, dispersabilidade e solubilidade (PERRONE et al., 2008). Além disso, modificações no valor nutricional do produto podem ocorrer, devido às modificações conformacionais das soroproteínas e perdas de aminoácidos como a lisina (VAN BOEKEL, 1998).
De acordo com Browning et al. (2001) e Elliott et al. (2005), períodos de aquecimento e resfriamento prolongados durante o tratamento térmico podem resultar em produtos similares àqueles submetidos ao processo de esterilização, visto os efeitos químicos e biológicos agregados durante estas duas etapas. Portanto, é de se esperar que danos provocados pelo calor durante o tratamento UHT sejam mais intensos em sistemas indiretos, quando comparado a sistemas diretos; uma vez que o dano causado depende do tempo de exposição do produto ao calor (MORTIER et al., 2000). Neste caso, variações no tipo de processamento UHT tende a gerar variações no teor de soroproteína desnaturada, visto que este fenômeno é dependente do tempo de exposição ao calor. Os resultados apresentados na Tabela 2 evidenciaram variação de, aproximadamente, 37 pontos percentuais no teor de WPNI das amostras de leite UHT analisadas, podendo esta variação estar associada ao emprego de diferentes tipos de troca de calor (indireto e direto) durante o processamento UHT, além de possíveis modificações das variáveis tempo/temperatura facilmente modificadas pela indústria.
A Tabela 3 mostra a análise de variância aplicada entre todas as amostras e entre os diferentes tratamentos térmicos avaliados (secagem e esterilização comercial). Pode-se observar variações significativas no teor de WPNI mesmo quando se avalia o mesmo tipo de processamento térmico, sugerindo a existência de falta de padronização de ambos tratamentos térmicos avaliados. Pode-se verificar ainda a classificação das amostras de acordo com a severidade do tratamento térmico aplicado.
Tabela 3. ANOVA do teor de WPNI entre leite em pó (n=27) e leite UHT (n=60) e classificação de acordo com o tratamento térmico. 
	Produtos
	ANOVA
	Baixo aquecimento
	Médio aquecimento
	Alto aquecimento

	Todas as amostras
	p<0,001
	3,5%
	82,7%
	13,8%

	Leite UHT
	p<0,001
	----
	90,0%
	10,0%

	Leite em pó
	p<0,001
	11,1%
	66,6%
	22,2%


A maioria das amostras de leite em pó e leite UHT se enquadraram na classificação de médio tratamento térmico. No entanto, nenhuma amostra de leite UHT e apenas 11% das amostras de leite em pó analisadas foram classificadas como baixo tratamento térmico (PATEL et al.,2007; PERRONE et al., 2008).
Para o processamento UHT o controle da exposição do produto ao calor é de grande importância para a manutenção não somente das características nutricionais do produto, mas também de suas funcionalidades. Silva (2004) verificou correlação positiva entre a taxa de sedimentação ao longo da estocagem do leite UHT e o nível de desnaturação protéica no produto. 

Estudos apontam que o efeito acumulativo das diversas etapas de aquecimento ao longo do processamento bem como variações nos parâmetros como fluxo do produto no equipamento ou eventual recirculação tendem a interferir no nível de desnaturação protéica (SILVA, 2004).

A desnaturação das soroproteínas é caracterizada pela agregação das moléculas, portanto, quanto mais severo o tratamento térmico maior o nível de agregação, fato este que pode intensificar a formação de sedimentos no produto final (RENNER e SCHMIDT, 1981). A ocorrência de sedimentos durante a estocagem do leite UHT é considerada um dos maiores problemas para as indústrias que o processam, uma vez que geram a necessidade de interrupções com maior freqüência para limpeza de equipamentos e tubulações além de reduzir a vida de prateleira e ocasionar rejeição do produto pelo consumidor. 

Para o leite em pó, de acordo com Patel et al. (2007), conforme o grau de desnaturação de soroproteína o produto tende a exibir propriedades funcionais diferentes pós-processamento e ao longo do período de estocagem. De acordo com Yazdanpanah e Langrish (2013) a partícula de leite em pó com elevados teores de desnaturação protéica tende a apresentar maior tendência à cristalização da lactose durante o período de estocagem, fato este que pode influenciar negativamente o processo de reconstituição do produto ou sua aplicação em fórmulas dietéticas. Murrieta-Pazos et al. (2011) sugere que a perda das funcionalidades do leite em pó tende a ser mais intensa quando o produto apresenta baixos teores de lipídios, visto a maior concentração de lactose e proteínas desnaturadas na superfície da partícula do pó.
Verifica-se desta forma, uma ocorrência de variações significativas no teor de WPNI para um mesmo tipo de processamento térmico e entre diferentes produtos, fato este que pode estar associado à falta de padronização das variáveis tempo e temperatura empregadas. 

Do ponto de vista nutricional, deseja-se que o tratamento térmico aplicado ao leite seja o menos severo possível, visto ser potencialmente capaz de ocasionar perdas de vitaminas, reação de escurecimento não-enzimático, interações e oxidações de nutrientes, alterações conformacionais nas proteínas e bloqueio de aminoácidos indispensáveis, como a lisina (DESROSIER, 1995; TOMÉ, 1995).
CONCLUSÃO
Os resultados do presente estudo sugerem que os tratamentos térmicos devam ser monitorizados quanto às modificações químicas, uma vez que estes apresentam particularidades e variações, tais como a temperatura e tempo de exposição. A metodologia utilizada é facilmente capaz de inferir sobre a severidade do tratamento térmico adotado e permite avaliar e classificar os produtos em termos de exposição prolongada ao calor.

De acordo com os dados coletados, esforços devem ser realizados para alcançar maior proporção de amostras de ambos os processamentos avaliados classificadas como baixo tratamento térmico visto que nesta classe espera-se a baixa ocorrência de modificações químicas e nutricionais, além de se otimizar o processamento e reduzir custos, principalmente quanto ao processamento UHT o qual apresentou percentual nulo de marcas se enquandrando na classificação baixo tratamento térmico.
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