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RESUMO

GOMES, Jaqueline Vieira Piovezana, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2019. Concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de curcuma
desenvolvido por secagem em leito de espuma e spray drying: aspectos nutricionais e
tecnolégicos. Orientadora: Ceres Mattos Della Lucia. Coorientadores: talo Tuler Perrone,
Mateus da Silva Junqueira, Eliana Carla Gomes de Souza e Helena Maria Pinheiro
Sant'Ana.

Os concentrados proteicos de soro (WPC) vém sendo utilizados por atletas, praticantes de
atividades fisicas e pessoas fisicamente ativas pelo seu alto valor bioldgico e velocidade de
digestdo e absorcao. Esses produtos podem ser, ainda, adicionados de outros ingredientes,
como a curcuma (Curcuma longa L.), por exemplo, visando a elevar suas caracteristicas
nutricionais, devido ao potencial antioxidante e nutricional desta especiaria. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi desenvolver um concentrado proteico de soro de leite (WPC)
adicionado de extrato de curcuma (Curcuma longa L.) a partir de dois métodos de
secagem: leito de espuma (CWPC-LE) e spray drying (CWPC-SD) e caracteriza-lo quanto
ao seu potencial tecnoldgico e nutricional. Foi realizada a analise sensorial do CWPC-SD
contendo duas diferentes concentracdes de curcumina (3,6 mg e 7,2 mg), com e sem aroma
artificial de abacaxi, por meio dos testes de preferéncia e¢ de aceitagdo em dias nao
consecutivos. A amostra que obteve maior aceitagdo (3,6 mg de curcumina com aroma
artificial de abacaxi) foi utilizada para dar sequéncia ao experimento, sendo desta forma
desenvolvido o CWPC nos dois métodos de secagem (spray drying e leito de espuma). Em
ambos os produtos, foram realizadas as seguintes analises: vitamina C, riboflavina e
carotenoides por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; compostos fendlicos totais,
utilizando-se o reagente Folin-Ciocalteu; capacidade antioxidante, pelo método do radical
DPPH-1,1-difenil-2-picrilhidrazila; e curcumina, por espectrofotometria. As analises de
composicao centesimal (segundo a Association of Olfficial Analytical Chemists - AOAC
(2012)) e elementos quimicos (por calorimetria, fotometria de chama, turbidimetria e
espectrometria de emissdo Optica em plasma indutivamente acoplado, dependendo do
elemento) foram realizadas apenas no CWPC-SD por este ter apresentado menores perdas
nutricionais. O CWPC-SD e o CWPC-LE foram analisados quanto as suas caracteristicas
tecnologicas. A andlise da morfologia e da distribuicdo do tamanho de particulas foram
realizadas por meio de microscopia eletronica de varredura e por analisador de difragdo a
laser acoplado ao mddulo de andlise liquida. A colorimetria foi avaliada conforme a escala

CIELa*b*. Os espectros Raman foram obtidos por espectrometro FT-Raman. O balango

Xiv



energético dos dois métodos de secagem foi realizado por meio da andlise do tempo de
secagem e das temperaturas de entrada e saida do ar. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados (DBC). A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro
Wilk. Para comparar a concentracdo de vitaminas e compostos bioativos nos dois CWPC
desenvolvidos, os dados foram analisados por ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet (o =
0,05). Os dados foram analisados com auxilio do software estatistico SPSS, versdo 20.0. A
amostra contendo a menor concentragao de curcumina, com aroma artificial de abacaxi, foi
a mais preferida e mais bem aceita pelos voluntarios. Nao houve perdas de vitamina C nos
produtos desenvolvidos (p>0,05). Nao foram detectados carotenoides e riboflavina nas
amostras. O aumento da capacidade antioxidante total foi observado em ambos os produtos
(CWPC-SD e CWPC-LE) (p<0,05). Menores perdas de compostos fenolicos (57,14 %) e
curcumina (24,13 %) foram observadas no CWPC-SD. O CWPC-SD apresentou
composi¢do centesimal caracteristica de WPC, com 52,01 % de lactose, 33,8 % de
proteinas, 3,63 % de lipidios ¢ 7,93 % de cinzas. Os minerais potassio (266,5 mg/100 g),
calcio (310 mg/100 g) e fosforo (1025 mg/100 g) se destacaram no CWPC-SD e ndo foram
encontrados metais pesados nessa amostras. A adi¢do do extrato de circuma nao alterou a
morfologia do WPC. A distribui¢do do tamanho das particulas no WPC ¢ CWPC-SD
indica que a adi¢do de extrato de curcuma ao retentado ndo modificou a estrutura dos pos.
De acordo com a analise colorimétrica, o CWPC apresentou direcionamento para a
coloracdo amarela. As isotermas de sor¢do do WPC e do CWPC indicam que ambos
absorvem a mesma magnitude de d4gua quando expostos a diferentes umidades relativas do
ar. A presenga de curcumina no CWPC modificou o espectro Raman do WPC, sem perda
do estado amorfo da lactose. De acordo com o balango energético, a produgao do CWPC-
SD foi mais eficiente, apresentando menor atividade de 4gua e menor tempo de secagem.
Em conclusdao, o CWPC-SD desenvolvido pode ser considerado fonte de potassio e célcio,
boa fonte de fosforo e excelente fonte de vitamina C. Em relacdo aos macronutrientes, ¢
boa fonte de carboidratos, boa fonte de proteinas para homens e excelente fonte para
mulheres. O CWPC-SD preservou as caracteristicas morfologicas, estruturais e o estado
amorfo da lactose, portanto, a curcumina foi encapsulada. Desta forma, dentre os métodos
de secagem estudados, o que melhor preservou as caracteristicas nutricionais €

tecnologicas do CWPC desenvolvido foi o spray drying.

XV



ABSTRACT

GOMES, Jaqueline Vieira Piovezana, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2019. Whey protein concentrate added with turmeric extract developed by foam mat
drying and spray drying: nutritional and technological aspects. Advisor: Ceres Mattos
Della Lucia. Co-advisors: ftalo Tuler Perrone, Mateus da Silva Junqueira, Eliana Carla
Gomes de Souza and Helena Maria Pinheiro Sant'Ana.

Whey protein concentrate (WPC) have been used by athletes, physical activity
practitioners and physically active people because of its high biological value and speed of
digestion and absorption. This product can also be mixed with other ingredients such as
turmeric (Curcuma longa L.), for example, aiming to increase its nutritional
characteristics, due to the antioxidant and nutritional potential of this spice. Therefore, the
objective of this work was to develop a whey protein concentrate (WPC) added with
turmeric extract (Curcuma longa L.) from two drying methods: foam mat drying (TWPC-
SD) and spray drying (TWPC-FMD) and characterize it regarding to its technological and
nutritional potential.Sensory analysis of TWPC-SD containing two different concentrations
of curcumin (3.6 mg and 7.2 mg), with and without artificial pineapple aroma, was carried
out using preference and acceptance tests on non-consecutive days. The most accepted
sample (3.6 mg of curcumin with artificial pineapple aroma) was used to follow the
experiment, and CWPC was developed in the two drying methods (foam mat drying and
spray drying). In both products, the following analyzes were carried out: vitamin C,
riboflavin and carotenoids by high performance liquid chromatography, total phenolic
compounds, using Folin-Ciocalteu reagent; antioxidant capacity, by DPPH - 1.1-diphenyl-
2-picrylhydrazyl radical method; and curcumin, by spectrophotometry. Chemical
composition (according to the Association of Official Analytical Chemists — AOAC
(2012)) and chemical elements (by calorimetry, flame photometry, turbidimetry and optical
emission spectrometry, depending on the element) were carried out only in the TWPC-SD
because it showed lower nutritional losses. TWPC-FMD and TWPC-SD were analyzed for
their technological characteristics. The analyses of the morphology and particle size
distribution of the developed products were performed by scanning electron microscopy
and by laser diffraction analyzer coupled to the liquid analysis module. Colorimetry was
evaluated according to CIELa*b* scale. Raman spectra were obtained by FT-Raman
spectrometer, and the energy balance of the two drying methods was performed by analysis
of drying time and air inlet and outlet temperatures. Experimental design was in

randomized blocks. The normality of the data was evaluated by Shapiro Wilk test. In order
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to compare the concentration of vitamins and bioactive compounds in the TWPCs
developed, data were analyzed by ANOVA, followed by Dunnet's test (o = 0.05). Data
were analyzed using statistical software SPSS, version 20.0. The sample containing the
lowest concentration of curcumin, with artificial pineapple aroma, was the most preferred
and most accepted by the volunteers. There were no losses of vitamin C in the developed
products (p>0.05). No carotenoids and riboflavin were detected in the samples. The
increase in total antioxidant capacity was observed in both products (TWPC-SD and
TWPC-FMD) (p<0.05). Lower losses of phenolic compounds (57.14 %) and curcumin
(24.13 %) were observed in TWPC-SD. The TWPC-SD showed a characteristic WPC
centesimal composition, with 52.01 % lactose, 33.8 % protein, 3.63% lipids and 7.93 %
ashes. Potassium (266.5 mg/100 g), calcium (310 mg/100 g) and phosphorus (1025 mg/100
g) were prominent in TWPC-SD and no heavy metals were found in this sample. The
addition of turmeric extract did not alter the WPC morphology. The distribution of particle
size in WPC and TWPC-SD indicates that addition of turmeric extract to the retentate did
not modify the structure of the powders. According to the colorimetric analysis, the TWPC
showed a yellow color orientation. The sorption isotherms of WPC and TWPC indicate
that they both absorb the same magnitude of water when exposed to different relative air
humidity. The presence of curcumin in TWPC modified the Raman spectrum of WPC,
without loss of the lactose amorphous state. According to the energy balance, the TWPC-
SD production was more efficient, presenting lower water activity and shorter drying time.
In conclusion, TWPC-SD can be considered a source of potassium and calcium, a good
source of phosphorus and an excellent source of vitamin C. In relation to macronutrients, it
is a good source of carbohydrates, a good source of protein for men and an excellent
source for women. TWPC-SD showed to preserve the morphological, structural and
amorphous lactose characteristics, therefore curcumin was encapsulated. Thus, between the
drying methods studied, spray drying was the one that best preserved the nutritional and
technological characteristics of TWPC.
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1. INTRODUCAO GERAL

Nas ultimas décadas, pesquisas t€ém demonstrado a qualidade nutricional das
proteinas soltveis do soro do leite, derivadas da fabricagdo de queijos, as quais tém sido
utilizadas na industria de alimentos para a produ¢do de uma vasta gama de produtos com
valor agregado, voltados tanto para a nutricdo clinica, quanto para a nutri¢do esportiva.
Como exemplo, destacam-se os concentrados proteicos de soro de leite (WPC), também
conhecidos como whey protein (MARSHALL, 2004; FOOD INGREDIENTS BRASIL,
2017).

O WPC vem sendo utilizado por atletas, praticantes de atividades fisicas e pessoas
fisicamente ativas. Evidéncias sustentam a teoria de que as proteinas do leite, incluindo as
proteinas do soro, além de seu alto valor biologico, possuem peptideos bioativos que atuam
como agentes antimicrobianos, anti-hipertensivos, reguladores da funcdo imune, assim
como fatores de crescimento (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2017).

O exercicio fisico induz a inflamagdo, aumenta as espécies reativas de oxigénio
(EROs) e prejudica os sistemas de defesa antioxidante no musculo esquelético e no sangue
de acordo com sua intensidade e duragao (DAVIS et al., 2007; BANERIJEE et al., 2013). O
exercicio agudo exaustivo também esta relacionado com a ocorréncia de dano muscular,
dor muscular de inicio tardio, lesdo hepatica (HUANG et al., 2013) e renal (WU et al.,
2012; LIN et al., 2013), além de suprimir transitoriamente a fun¢do imunoldgica e
aumentar o risco de infec¢do oportunista (SHAW et al., 2017). O aumento da ingestdo de
antioxidantes na dieta ¢ uma das formas de se evitar tais danos (CLARKSON;
THOMPSON, 2000; PETERNELJ; COOMBES, 2011).

A clircuma ¢ uma planta origindria do sudeste da Asia, mais precisamente das
florestas tropicais da India, e esta distribuida em regides tropicais e subtropicais por todo o
mundo. Varios estudos relatam as propriedades terapéuticas de seus rizomas, com efeitos
antimicrobiano, antifingico, inseticida, antiinflamatério e propriedades antioxidantes
(KHATTAK et al., 2005; SINGH et al., 2010; KITA et al., 2016). Seu rizoma tem sido
muito utilizado na industria alimenticia como corante, aromatizante € como ingrediente no
preparo de temperos, laticinios e pratos prontos (CHEISON; KULOZIK, 2017; TEBA et
al., 2017; BACENETT]I et al., 2018).

O WPC ¢ um produto que possui propriedades nutricionais e funcionais quando
utilizado como ingrediente em alimentos. H4 o interesse no uso destas proteinas como

biopolimeros para aumentar a vida de prateleira de moléculas sensiveis e direcionar a



liberagdo de substancias bioativas/nutricionais para o organismo principalmente devido a
sua alta solubilidade, absorcdo de agua, gelatinizacdo e capacidade emulsificante sob
condi¢des de aquecimento relativamente moderadas e sem a necessidade de produtos
quimicos, sendo um tipo de veiculo natural para componentes bioativos (hidrofobicos e
hidrofilicos) (ALVES et al., 2014; TEBA et al., 2017; BACENETTI et al., 2018).

Como a curcumina (principal componente fitoquimico da circuma) ¢ sensivel as
condigdes alcalinas, tratamento térmico, luz, ions metdlicos, enzimas, oxigénio e acido
ascorbico, o seu encapsulamento vem sendo realizado com a finalidade de melhorar a
solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade, de forma a exibir a sua acao bioldgica
(DAR et al., 2017, MOHAJERI et al., 2017). Entretanto, ndo foram encontrados estudos
que desenvolveram e avaliaram o potencial tecnologico e nutricional de um WPC
acrescido deste composto.

A secagem de alimentos ou desidratagdo ¢ um método no qual ha a aplicacao de
calor sob condi¢des controladas para remover, por evaporagdo, a maior parte da agua
normalmente presente em um alimento (GIROTO; PAWLOWSKY, 2001; CHONG;
LAW, 2011). Dentre os métodos de secagem, destaca-se a secagem leito de espuma e
spray drying.

A secagem por spray drying, conhecida também como pulverizagdo ou atomizagao,
¢ um processo de transformagao de um fluido em um produto seco em uma unica operagao
com pouco efeito sobre a qualidade, sendo apresentado como um método comum para o
encapsulamento na industria de alimentos (RE, 1998; BEGUM; DEKA, 2017). Em
contrapartida, na secagem em leito de espuma, conhecida também como foam-mat drying,
alimentos liquidos s3o transformados em po6 utilizando agentes emulsificantes, com
vantagens de ser um método simples, com menor custo operacional, além de possibilitar o
uso de temperaturas mais baixas durante a secagem (BERISTAIN et al., 1991; FRANCIS,
2000).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo desenvolver e investigar o
potencial tecnoldgico e nutricional de um concentrado proteico de soro de leite adicionado

de extrato de ciircuma por meio de dois métodos de secagem.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Soro de Leite

2.1.1 Composicao

A composicdo do soro de leite varia de maneira substancial, dependendo da
variedade do queijo produzido, dos processos tecnolégicos empregados e do tipo de leite
utilizado na produgdo de queijo ou de caseina. A maior parte da agua contida no leite faz
parte do soro, onde também se encontram compostos como lactose, proteinas soluveis, sais
minerais e gordura.

O soro de leite é constituido basicamente de agua (93-94%); lactose (4,5-5,0%);
proteinas (0,8-1,0%); gorduras (0,3-0,5%); sais minerais (0,6-1,0%) como calcio (Ca),
sodio (Na), magnésio (Mg), potassio (K) e fosforo (P) e outros em quantidades reduzidas,
por exemplo, flaor (F), iodo (I), cobre (Cu), zinco (Zn) e ferro (Fe); maioria das vitaminas
presentes no leite (e soliveis em 4gua), como a vitamina Bj,, a vitamina Bg, acido
pantoténico, riboflavina, tiamina, vitamina C e retinol, além de acido latico, acido citrico e
compostos nitrogenados ndo-proteicos (ureia e acido urico) (CARVALHO, 2013).

Dentre todos estes componentes, a lactose e proteinas sdo os mais importantes para
a industria de alimentos. A lactose ¢ um tipo de carboidrato de baixo poder adogante,
muito utilizada na industria alimenticia e como material energético para varios processos
biotecnoldgicos, principalmente na industria farmacéutica. A porgdo proteica contém f3-
lactoglobulina  (55-65%), a-lactalbumina (15-25%), proteose-peptona (10-20%),
imunoglobulinas (10-15%), albumina do soro bovino (5-6%), caseinas soluveis (1-2%), €
proteinas em menores quantidades (< 0,5%) como lactoferrina, lactolina, glicoproteina,
transferrina de sangue e enzimas (SILVA et al., 2004).

A B-lactoglobulina possibilita a inclusdo de compostos lipofilicos desejaveis como
tocoferol e vitamina A em produtos com baixo teor de gordura, porque possui varios
pontos de ligacdo para minerais, vitaminas lipossoliveis e lipidios. Ja a a-lactalbumina
pode ser usada em formulas infantis devido a sua estrutura e composi¢do serem
semelhantes a da proteina do leite humano. A a-lactalbumina, a B-lactoglobulina, a
albumina e as imunoglobulinas podem ser utilizadas em formulagdes para dietas de
controle de peso e em bebidas lacteas a base de frutas para praticantes de atividade fisica

(PINTO, 2010).



A composicdo média de aminoacidos ¢ de 4,9 mg de alanina, 2,4 mg de arginina,
3,8 mg de asparagina, 10,7 mg de acido aspartico, 1,7 mg de cisteina, 3,4 mg de glutamina,
15,4 mg de acido glutamico, 1,7 mg de glicina, 1,7 mg de histidina, 4,7 mg de isoleucina,
11,8 mg de leucina, 9,5 mg de lisina, 3,1 mg de metionina, 3,0 mg de fenilalanina, 4,2 mg
de prolina, 3,9 mg de serina, 4,6 mg de treonina, 1,3 mg de triptofano, 3,4 mg de tirosina e
4,7 mg de valina por grama de proteina. Os aminoacidos de cadeia ramificada perfazem
21,2% e todos os aminoacidos essenciais constituem 42,7%. Esses valores estao acima da
média quando comparados aqueles de outras fontes proteicas, conferindo as proteinas do
soro importantes propriedades nutricionais (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2017).

A composi¢do do soro de leite pode mudar, de acordo com o tipo de queijo
produzido, variedade do leite (bovino, caprino ou ovino), periodo do ano, alimentacao dos
animais, estdgio de lactacdo, qualidade do processamento industrial do leite para a
obtencao de queijos e, por fim, do tipo de soro obtido (CORTEZ, 2013).

Existem dois tipos de soro, o soro doce, que é proveniente da coagulacio
enzimadtica do leite, em pH 6,2-6,4 por meio da adi¢do de enzimas (microbiana, vegetal ou
animal), como por exemplo, a renina (produto dos queijos Minas frescal, Cheddar e
Emmental, por exemplo), que é a mais utilizada. O outro tipo de soro ¢ o acido, que ¢
obtido da produgdo do queijo fresco (Petit Suisse, Ricota, Cottage), apos coagulacio acida
do leite por meio da adi¢@o de acidos (4cido latico, acético ou citrico) ou fermento lacteo,
seguido pelo aquecimento da coalhada (SILVA et al., 2004; CORTEZ, 2013). O primeiro
apresenta maior quantidade de peptideos e aminoacidos livres, € € mais rico em lactose; ja
o segundo possui mais célcio e fosforo, devido a solubilizacdo do complexo calcio-fosforo
das micelas de caseina em pH acido (PINTO, 2010). A determinacdo do pH do soro de
leite ¢ de suma importancia para definir qual tipo de soro busca-se utilizar, o doce ou o

acido.

2.1.2 Propriedades fisiologicas, nutricionais e funcionais

As principais fungdes bioldgicas das proteinas do soro do leite bovino sdo
estudadas em diferentes modelos experimentais (animais, humanos e in vitro) e incluem:
reparagao celular, constru¢do e reparacdo de musculos e ossos, geracdo de energia,
essencial para quem pratica atividades fisicas, além de outros beneficios que estao ligados
a processos metabdlicos do corpo, como atividade imunoestimulante, atividade

antioxidante, tratamento de doengas gastrointestinais ¢ modulagdo do epitélio intestinal,



além de atividade antimicrobiana e antiviral (TSENG et al., 2010; CHALE et al., 2013;
KERASIOTI et al., 2014; TAHAVORGAR et al., 2014; NGUYEN et al., 2016).

As proteinas do leite constituem ingredientes dos mais valorizados pelas suas
excelentes propriedades nutritivas, tecnologicas e funcionais. Estas propriedades derivam
da composi¢do dos aminoacidos que atendem a maioria das exigéncias fisiologicas do ser
humano (HUFFMAN, 1996; SGARBIERI, 2005).

Sob o ponto de vista nutricional, as proteinas do soro de leite sdo consideradas
levemente superior comparado a caseina, visto que aquele possui alto conteudo de
aminoacidos essenciais, especialmente lisina, treonina, triptofano, fenilalanina e tirosina e
a presenga da proteina superior lactalbumina. Em contrapartida, a caseina possui
quantidade limitada dos aminoacidos sulfurados (metionina e cistina) (LIU et al., 2000;
PELUZIO; BATISTA, 2008).

A qualidade nutricional de uma proteina depende do padrdo e concentracdo de
aminoacidos essenciais (PELUZIO; BATISTA, 2008). As proteinas do soro s3o utilizadas
em diversos produtos alimenticios, como leite desproteinizado, queijos, ricota, doce de
leite, bebidas lacteas, entre outros, pelo seu alto valor nutricional e por conferir excelentes
propriedades funcionais, nutricionais e aromaticas a esses produtos (VIOTTO;
MACHADO, 2007; SILVA et al., 2010).

Na fabricagdo do queijo, em torno de 85 a 95% do volume do leite utilizado resulta
em soro de leite, originado apds a separacdo da coagulacdo das micelas de caseinas, de cor
amarelo-esverdeada, com sabor ligeiramente acido ou doce (SMITHERS, 2008; PAGNO
etal., 2009; BALD et al., 2014).

2.1.3 Aplicacoes do soro de leite na industria

O soro de leite foi descoberto ha cerca de 3 mil anos, quando estdmagos de
bezerros foram utilizados para armazenar e transportar leite, tendo como resultado a
transformagdo do leite em coalho por meio da a¢do natural da enzima quimosina presente
nestes 6rgaos (SMITHERS, 2008). Este produto ¢ comumente utilizado na alimentacao
animal, evaporacdo e secagem, desmineralizacdo, extracdo e refino de lactose, bem como
ultrafiltracio (CARDI, 2007; SILVA et al.,, 2010). Sendo assim, a identificagdo de
alternativas para o aproveitamento adequado do soro de leite ¢ de fundamental importancia
em funcdo de sua qualidade nutricional, do volume produzido e de seu poder poluente

(GIROTO e PAWLOWSKY, 2001).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814614000879?via%3Dihub#!

Os requerimentos para diminuir a poluicdo ambiental e a necessidade do uso de
nutrientes disponiveis para a alimentacdo da populacdo humana tém feito da utilizagdo do
soro de leite uma necessidade inexoravel (SANTOS; FONSECA, 2001; BIEGER;
RINALDI, 2009).

Ao longo dos anos, este produto tem sido cada vez mais utilizado na industria de
alimentos para a fabricagao de ricota, bebida lactea, producdo de soro em po, separacdo das
proteinas e lactose, com posterior secagem e a producao de concentrado proteico de soro
de leite (WPC). Estas, por sua vez, constituem formas de valorizagao deste derivado lacteo.
Tal valorizagdo e reutilizacdo do soro de leite contribuem com a preservagdo do meio
ambiente e agregam valor aos produtos obtidos, proporcionando maior eficiéncia
econdmica nas empresas (GIROTO; PAWLOWSKY, 2001).

Como as proteinas do soro de leite representam apenas 10% dos sélidos totais do
soro, varios processos (por exemplo, DI-diafiltracdo, permuta idnica e ultracentrifugagao)
foram desenvolvidos para recuperar proteinas de soro de leite em uma forma mais
concentrada. Os diferentes produtos de soro de leite sdo categorizados com base na sua
concentragdo de proteina, como concentrado de proteina de soro de leite (WPC) contendo
de 30 a 85% de proteina; e proteina de soro de leite isolada (WPI) contendo > 90% de
proteina (FOEGEDING et al., 2011).

2.1.4 Processo de separacio por membranas

Os processos de separagdo por membranas utilizam como barreira seletiva
membranas sintéticas e, por meio deste processo, ¢ possivel separar, concentrar e purificar
substancias (HABERT, 2006). Consistem em operagdes que utilizam membranas no
fracionamento de misturas, solugdes e suspensdes abrangendo espécies de tamanho e
natureza quimica diferentes e sdo amplamente utilizadas na industria de alimentos em
aplicacdes que envolvem desde tratamento de efluentes, até a concentragao, purificagdo e
fracionamento de componentes de uma solugdo (BALDASSO, 2008).

Algumas outras aplicacdes na industria de alimentos podem ser -citadas:
concentragdo de leite, concentracdo das proteinas do soro, clarificagdo e concentracdo de
sucos de frutas, recuperagdo de efluentes gerados no processamento de alimentos,
desmineralizacdo de agua para caldeiras, entre outros (HABERT, 2006; AZEVEDO,
2015).



Dentre as industrias alimenticias, a industria de laticinios apresentou maior
introducdo das tecnologias de membrana, tais como microfiltracdo, ultrafiltragdo,
nanofiltragdo e osmose reversa (CARVALHO; MAUBOIS, 2010). O processamento de
soro de leite representa um dos primeiros campos de aplicagdo desta tecnologia na
industria de lacteos (BALDASSO, 2008). O mecanismo de separacdo ocorre devido a
influéncia de alguns parametros, como: composi¢do da membrana, configuragdo do
equipamento, superficie da membrana, classificagdo da membrana, temperatura, pressao e
condi¢do de escoamento do fluido (HABERT, 2006).

A ultrafiltragdo (UF) ¢ utilizada para a retencdo de macromoléculas e coloides
presentes em uma solu¢do. As membranas utilizadas apresentam poros de diametro na
faixa entre 0,01 ¢ 0,1 um. Como os poros das membranas de ultrafiltragao sao menores, ¢
necessaria maior forga motriz para obtengdo de fluxos permeados elevados. Por isso, as
diferencas de pressdo através da membrana variam na faixa de 2 a 10 bar (HABERT,
2006). As membranas comerciais de UF sdo especificadas por meio da sua massa molar de
corte, que ¢ definida como a massa molar para a qual a membrana apresenta retencao igual
ou maior a 90%, cuja unidade mais utilizada ¢ o Dalton (Da).

Durante a UF, a fragdo proteica do leite ¢ retida pelas membranas, sendo esta fragao
conhecida como retentado ou concentrado. Nesse processo, a lactose permeia pelas
membranas, constituindo a fracdo conhecida como permeado (YEE; WILEY; BAO, 2007;
CATARINO et al.,, 2013). O retentado ¢ utilizado, na industria de laticinios, para
concentracdo de proteinas do soro de leite, para obtengdo de WPC e WPI e de algumas

fragdes concentradas, como P-lactoglobulina e a-lactoalbumina (POULIOT, 2008).

2.1.5 Concentrado proteico de soro de leite e atividade fisica

O WPC vem sendo estudado e inserido na alimentagdo de atletas e fisiculturistas
por conter grandes quantidades de aminoécidos de cadeia ramificada que intensificam a
hipertrofia. Tais aminoacidos atuam como fonte de energia muscular durante o estresse
metabolico e estimulam, portanto, a sintese proteica, reduzindo o catabolismo proteico
muscular e prevenindo o estresse metabolico dos 6rgaos (HARAGUCHI et al., 2006;
FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2017).

O primeiro trabalho que relacionou os efeitos das proteinas do soro com o
desempenho fisico foi desenvolvido por Lands et al. (1999). Esses autores compararam o

efeito de um suplemento a base de proteinas concentradas do soro (WPC) e da caseina
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(placebo) sobre o desempenho fisico de adultos jovens. Apos 12 semanas de tratamento
com a administragdo de 20 g/dia de WPC, foi constatado que o grupo suplementado com
WPC apresentou aumento de 35,5% na concentracdo de glutationa, um antioxidante
dependente da concentracao intracelular do aminodacido cisteina para ser sintetizado. Neste
estudo, comprovou-se que a suplementagdo com WPC permitiu aos voluntarios o aumento
da poténcia e da quantidade de trabalho em testes de velocidade. De acordo com os
pesquisadores, esse efeito pode ser associado a alta concentragdo de cisteina das proteinas
do soro do leite, o que resultou no aumento da concentracao de glutationa e subsequente
reducdo da disfungdo muscular causada pelos agentes oxidantes.

O musculo esquelético é suscetivel a lesdo pelas espécies reativas de oxigénio
(EROs), mesmo em condicdes fisioldgicas, como o exercicio (NIKOLAIDIS et al., 2008).
Estudos demonstram que o musculo esquelético, submetido a uma carga isolada de
trabalho exaustivo, produz aumento da peroxidagdo lipidica e estimula a atividade de
diversas enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase, a superdxido dismutase e a
catalase. O exercicio exaustivo pode impor um estresse oxidativo grave no musculo
esquelético, sendo o sistema das enzimas antioxidantes importante para lidar com a lesao
muscular mediada pelas EROs (UCHIY AMA et al., 2006; NIKOLAIDIS, 2008).

Outra caracteristica benéfica do WPC no metabolismo das proteinas ¢ a velocidade
da sua digestdo, estando relacionada ao fato de as proteinas do soro nao se coagularem no
pH 4cido do estdmago. Com isso, sdo digeridas mais rapidamente quando comparadas as
caseinas, que se coagulam no pH do estdmago, retardando sua digestdo. Dessa forma, por
promoverem rapida absor¢do e aumento nas concentragcdes plasmaticas de aminoacidos, os
WPCs estimulam maior sintese proteica pos-prandial, sendo vantajosa sua ingestdo apos o
exercicio fisico (BOIRIE, 1997).

Embora os resultados das pesquisas apontem os beneficios do soro de leite, sdao

necessarios mais estudos que possam reforcar os seus beneficios em longo prazo.

2.2 Carcuma

2.2.1 Botanica da curcuma (Curcuma Longa L.)

A Curcuma longa L., da familia Zingiberaceae, conhecida como agafrao-da-terra,
circuma, turmérico, acafrao-da-india, acafroa e gengibre amarelo, ¢ uma planta originaria

da India e cultivada em todo o mundo tropical para uso medicinal e condimentar. No
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mercado internacional ¢ considerada uma preciosa especiaria por compor os famosos

temperos orientais (DUARTE et al., 1989).

Figura 1. A) Planta da Curcuma longa L.; B) Rizoma da Curcuma.

Fonte: A) Altevir Zardinello; B) arquivo pessoal.

A planta apresenta folhas grandes de coloragdo verde, oblongo-lanceoladas e
obliquo nervadas, que exalam um odor agradavel quando contusas. Em condic¢des de clima
e solo favoraveis, a parte aérea da planta atinge, em média, 120 a 150 cm de altura (Figura
1). Possui peciolos tdo compridos quanto os limbos que, reunidos em sua base, formam o
pseudocaule. O rizoma principal ou central ¢ piriforme, arredondado ou ovoide, com
ramificagdes secundarias laterais, compridas e tuberizadas (Figura 1) (BERNI et al., 2014).
O cultivo do acafrdo no Brasil ¢ mais expressivo na regido Centro-Oeste, no municipio de
Mara Rosa-Goias (PINHEIRO et al., 2003).

Segundo Govindarajan (1980) a curcuma ¢ facilmente reconhecida pela
inflorescéncia em espiga formada por bracteas amarelo claras dispostas em espiral que
compdem os cachos. A floragdo ocorre geralmente 180 dias ap6s o plantio. Produz rizomas
pungentes que, quando processados, denominam-se popularmente de agafrdo, uma
especiaria popular utilizada na elaborag¢do de curries, com aromas e coloragdo tipicos. De
cultivo facil, a circuma ¢ uma cultura que ndo exige muitos tratos, desenvolvendo-se bem
em temperaturas que variam de 20 a 30 °C, em condic¢des tropicais e amplas altitudes

(GOVINDARAJAN, 1980).
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2.2.2 Composicao da cliircuma

A composi¢do quimica dos rizomas de circuma ¢ influenciada por fatores como
planta matriz, tipo de solo, clima, adubagdo, disponibilidade hidrica, época de colheita
(primeiro ou segundo ciclo), tempo de armazenamento, dentre outros (OLIVEIRA et al.,
1992; SCARTEZZINI & SPERONI, 2000).

De acordo com a literatura, a crcuma cultivada no Brasil possui alta umidade (74-
82 g/100g), presenca de amido (35,3 - 39,9 g/100g) e, em menor concentragdo, proteinas
(7,01-11,68 g/100g), lipidios (7,20-8,51 g/100g), cinzas (6,44-7,81 g/100g) e fibras (5,5-
7,22 g/100g) em base seca do rizoma. Tem-se ainda a oleorresina, que sdo os pigmentos
curcuminoides (4,41 mg/100g) e os 6leos essenciais (3,07 mg/100g), relativos aos valores
encontrados em base seca do rizoma (SOUZA,; GLORIA 1998; CECILIO-FILHO et al.,
2000).

A oleorresina ¢ um produto altamente viscoso, de cor marrom-alaranjada.
Apresenta aroma caracteristico da circuma in natura, pungente e de sabor amargo. A
fungdo predominante € colorir. E largamente utilizada em picles, maionese, mostarda,
revestimento de filé de peixe congelado, produtos carneos, massas alimenticias, sucos,
gelatinas, queijos e manteiga (RUSIG; MARTINS, 1992).

Duas fragdes principais compdem a oleorresina de circuma (Figura 2): uma ¢ a
fracdo fixa, que contém os pigmentos responsaveis pela cor amarela (curcuminoides, teor
de 30 a 55 %); outra ¢ a fracdo volatil composta pelo 6leo essencial (sesquiterpenos, teor
de 15 e 25 %), o restante ¢ material graxo e/ou resinoso (PEREIRA; STRINGHETA,
1998).

Em relagdo aos pigmentos curcuminoides, o rizoma da ciircuma pode apresentar de
4 a 8 mg/100 g. Foi observado que o maior tempo do rizoma no solo aumenta o teor dos
pigmentos curcuminoides (GOVINDARAIJAN, 1980). Os trés pigmentos curcuminoides
encontrados na clUrcuma s3o analogos estruturalmente, e pertencem a classe
diferoluilmetano (C;H»00O¢). S@o eles: curcumina, 1,7-bis-(hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-
heptadieno-3,5-diona, a qual possui dois grupos metoxila (OCH3); a desmetoxicurcumina,
que possui apenas um, € a bisdesmetoxicurcumina, que ndo possui nenhum (Figura 3).
Estes pigmentos estdo presentes em concentragdes que variam de 4 a 6 mg/100 g para
curcumina; de 4 a 3 mg/100 g para desmetoxicurcumina, ¢ de 3 a 2 mg/100 g para a

bisdesmetoxicurcumina (RUSIG; MARTINS, 1992).
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Oleorresina de
Curcuma

Fragao Volatil Fragao Fixa
(sesquiterpenos- Aroma) (Curcuminoides-Cor)

Figura 2. Divisdo da oleorresina de clircuma em fracao volatil e fixa.

A curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina (Figura 3) apresentam
absor¢des maximas no espectro do ultravioleta, nos comprimentos de onda de 429, 424,
419 nm e 524nm. O espectro de fluorescéncia apresenta excitagdo a 434 nm e emissdo a
524 nm (SOUZA, 1993; LARA, 1984; PERET-ALMEIDA et al., 2005).

A curcumina (diferuloilmetano) ¢ o principal componente fendlico do agafrdao ou
circuma. E constituida por duas moléculas de acido feralico ligadas por uma ponte de

metileno formando um B-dicetona (PEREIRA; STRINGHETA, 1998).

Desmetoxicurcumina

M H
O@W:I\GH///CH\\C//S\\Q /g\\ /If:j/o

o
Bisdesmetoxicurcumina

Figura 3. Estrutura quimica dos pigmentos curcuminoides.

A curcumina ¢ insoltvel em dgua, pouco soltvel em éter, e altamente soltivel em
alcoois metilicos e etilicos (SHEHZAD et al., 2017, ORSOLIN; NEPOMUCENO, 2009).
Apresenta alta estabilidade em diferentes valores de pH, principalmente em pH 4cido do

estomago (ALONSO, 2016).
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2.2.3 Propriedades fisiologicas, nutricionais e funcionais

Além de ser conhecida por suas propriedades corantes e flavorizantes, a curcuma
tem sido utilizada ha 6.000 anos pela medicina Ayurveda, tradicional na India, a qual
emprega substancias naturais. E usualmente utilizada no tratamento de doencas da pele,
disturbios estomacais, doengas do figado e em resfriados com comprometimento das vias
nasais (AMMON; WAHL, 1991). Ainda na medicina indiana, a curcuma tem sido utilizada
como antiinflamatodrio, antiartritico, regulador das fungdes biliares e redutor dos niveis de
LDL-colesterol (DUKE, 1997; CECILIO-FILHO et al., 2000). Por meio de estudos
desenvolvidos utilizando extratos do rizoma da ctircuma, foram identificadas atividades
antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatéria e anticancerigena (GOVINDARAJAN,
1980; RAMIREZ-TORTOSA et al., 1998; LEE et al., 2003).

Nas ultimas quatro décadas, a curcumina vem sendo estudada devido as suas
inimeras atividades farmacologicas, dentre elas, a sua acdo antidiarreica, diurética,
antiescorbutica, antiespasmodica, hepatoprotetora (GRANDI, 2014), anti-HIV,
antiparasitdria, inibidora da carcinogénese (ARAUJO; LEON, 2001), anti-inflamatoria,
antibacteriana, antiviral, antifingica e antitumoral (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009),
além de suas propriedades anticonvulsivantes (ALONSO, 2016), antiartritica, redutora dos
niveis de colesterol (ALMEIDA, 2006), sedativa, acao no sistema imune (YU et al., 2002),
antioxidante e neuroprotetora (KIM et al., 2014).

A curcumina possui muitos alvos moleculares diferentes, o que torna dificil a
determinagdo de sua fun¢do bioquimica. Todavia, existe um consenso de que os objetivos
clinicos mais importantes da curcumina sdo a modulacdo dos fatores de transcri¢do e dos
genes de sinalizacdo celular envolvidos na resposta inflamatoria (DI PIERRO et al., 2013),
exercendo agdes pleiotropicas inibitorias e/ou estimulatdrias nas vias de sinalizagdo celular
(JURENKA, 2009).

O uso da curcumina como suplemento ja foi aprovado em diversos paises, como
Africa do Sul, India, Nepal, Estados Unidos, Coreia, Japao, China, Turquia e Tailandia.
Virias formulagdes de curcumina ja foram desenvolvidas, como liofilizada, comprimido,
capsulas, encapsulada em lipossomas, emulsdes e nanoparticulas; todos na tentativa de
aumentar sua biodisponibilidade e, assim, melhorar seu rendimento como fungdo

farmacoldgica (ASAKI et al., 2011; SUZUKI, 2015).
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2.2.4 Curcumina e atividade fisica

Estratégias que possam melhorar a aptidao fisica e o rendimento em praticantes de
exercicio vém sendo cada vez mais estudadas (SOUZA et al., 2005). Da mesma forma,
buscam-se solugdes para reducdo do estresse oxidativo, da dor tardia e das respostas
inflamatoérias decorrentes do exercicio fisico muito intenso e/ou prolongado (NICOL et al.,
2015). A suplementagdo com antioxidantes vem sendo indicada para melhora do
desempenho e aumento do rendimento durante o exercicio, bem como para a diminui¢ao
da dor tardia e do tempo de recuperagdo muscular (SUREDA et al., 2014).

Recentemente, a curcumina passou a ser estudada no meio esportivo devido ao seu
potencial antioxidante e antiinflamatdrio. Esse pigmento estd relacionado com varios alvos
moleculares, dentre eles o fator nuclear kappa B (NF-kB), que esta envolvido na regulagao
da proteolise e inflamag¢ao do musculo, e sua inibi¢do poderia resultar em efeito protetor ao
musculo (FARIA, 2016).

A curcumina age inibindo a via do NF-kB. Os estimulos extracelulares que ativam
a cascata de formacdo do NF-kB dependem das espécies reativas de oxigénio (EROs)
decorrentes de lesdes, processos inflamatorios e estresse oxidativo (LIU et al., 2016).
Hamidie et al. (2015) examinaram os efeitos da combinag@o de treinamento de resisténcia,
associado a curcumina e observaram como resultado o aumento da fosforilagao de proteina
quinase ativada por adenosina monofosfato, a relagdo nicotinamida adenina dinucleotideo
oxidada / nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida, aumento da expressao de sirtuina-1
e a desacetilacdo de receptores ativados por proliferadores de peroxissoma coativador 1
alfa. Além disso, o tratamento com curcumina e o exercicio também aumentaram os niveis
de adenosina monofosfato ciclico, que sdo responsdveis por regular varias fungdes
celulares, incluindo apoptose, biogé€nese mitocondrial, inflamacdo, metabolismo de
glicose/lipidios, autofagia e adaptagdes ao estresse celular, por meio da desacetilacao das

proteinas-alvo (KITADA; KOYA, 2013).

2.2.5 Aspectos toxicologicos

Em 1990, estudiosos pertencentes ao Joint Expert Commitee in Food Additives
(JECFA) da World Health Organization (WHO, 2004) chegaram a conclusdo de que a
curcuma ¢ mais especificamente um alimento do que um aditivo por seu valor nutricional,

portanto, ndo ¢ apropriado designar-lhe uma ingestdo diaria aceitavel (IDA) (SOUZA,
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1993). Para a curcumina, estabeleceu-se uma IDA de 0,1 mg/kg de peso corpdreo e, para a
oleoresina, de 0 a 0,3 mg/kg de peso. Entretanto, no encontro realizado em 1995, foi
estabelecida uma IDA temporaria de 0 a 1 mg de curcumina/kg de peso, que foi estendida
até o encontro de 2001, sendo valida até o ano de 2003. De acordo com a WHO (2004), a
IDA atual passa a ser de 0 a 3 mg/kg de peso corpdreo para a curcumina; ja a circuma e a
oleoresina nao possuem uma IDA especificada.

A toxicidade oral aguda da clircuma ¢ baixa; por exemplo, a dose oral letal de 50%
de oleoresina de curcuma, para ratos esta acima de 10 g/kg de peso corporal (HALLAGAN
et al., 1995). Em outro estudo realizado em trés geracdes de ratos, observou-se que, ao se
administrar 500 mg/kg de peso corporal de curcuma e 60 mg/kg do extrato alcoolico da
mesma, ndo houve interferéncia na reproducdo dos animais (BHAVANISHANKAR;
MURTY, 1987).

2.3 Secagem de alimentos

A desidratacao de produtos alimenticios ¢ um processo amplamente utilizado para
melhorar a estabilidade dos alimentos por meio da redugdo da atividade de agua do
produto, com consequente redugdo da atividade microbioldgica e minimizacdo de algumas
alteragoes fisicas e quimicas durante o armazenamento. Além disso, a massa ¢ volume de
alimentos desidratados sdo menores, o que facilita e diminui os custos de transporte e
armazenamento (CRUZ, 2013).

Dentre os métodos existentes para desidratacdo de alimentos, a secagem ¢ uma das
técnicas mais amplamente utilizadas (VISHWANATHA et al., 2010). Em relacdo aos
produtos em pd obtidos com o emprego de secagem, Rajkumar et al. (2007) reportaram
que os poés de polpas de frutas e hortalicas apresentam funcionalidade desejada e sao
estaveis ao longo de um maior tempo de armazenamento, oferecendo varias vantagens
sobre outras formas de transformacdo de produtos como polpas, sucos e concentrados
devido as possibilidades de uso em formulagdes inovadoras. Por exemplo, pds de frutas e
hortalicas podem ser usados como um substituto conveniente para sucos concentrados e
como ingredientes estaveis para bebidas saudaveis, alimentos para bebés, molhos,
confeitos, iogurtes, sorvetes, barras de cereais, dentre outros. Por sua vez, estes produtos
atendem a crescente demanda mundial por produtos com caracteristicas mais proximas ao

natural pelas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética (CAPARINO et al., 2012).
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2.3.1 Secagem em leito de espuma

A secagem em leito de espuma, processo desenvolvido em 1959, na California,
Estados Unidos, ¢ definida como um método de secagem simples em relagdo a preparagdo
da amostra ¢ ao uso de secadores tradicionais (UBOLDI, 1971; FALADE; OKOCHA,
2012).

E uma técnica que promove a secagem de alimentos liquidos, tais como sucos, e
vem sendo muito utilizada também para alimentos pastosos como purés ou polpas de frutas
e hortalicas (MARQUES, 2009). No Brasil, at¢ 0 momento, o método ¢ denominado leito
de espuma, secagem em leito de espuma e secagem em camada de espuma. Nesse método,
um concentrado liquido ou semiliquido sob a forma de uma espuma estabilizada
(preparada pela adicdo de um estabilizador e um gds num misturador continuo) ¢
submetido a desidratagdo em uma fina camada de espuma (0,1 a 0,5 milimetros)
(FURTADO et al., 2010) em temperaturas relativamente baixas (menores ou iguais a 70
°C) (CRUZ, 2013), at¢ um teor de umidade que impeca o crescimento de micro-
organismos ¢ minimize rea¢des quimicas e/ou enzimaticas. O produto desidratado ¢ moido
e convertido em p6 (KADAM et al., 2010).

Diversos estudos tém sido conduzidos a fim de caracterizar os produtos obtidos por
meio de secagem em leito de espuma e determinar as melhores condi¢des de operagdo
(temperatura de secagem, tipo e concentragdo de estabilizantes) (RAJKUMAR et al., 2007;
THUWAPANICHAYANAN et al., 2008; MARQUES, 2009; FURTADO et al., 2010;
CRUZ, 2013).

Durante a caracterizagdo da espuma de jenipapo com diferentes aditivos visando a
secagem em camada de espuma, Pinto (2009) constatou que o Emustab® é o aditivo que,
nas concentragdes usadas, se apresenta como o melhor estabilizante neste tipo de secagem.
Por estar na forma de pasta, este emulsificante apresenta facilidade de incorporacgdo e
mistura com a polpa, diferente de outros agentes como carboximetilcelulose e gliceril
monoesterato que, para serem eficazes, devem ser misturados em agua quente para dar
uma dispersao sob a forma de uma rigida suspensao sem particulas visiveis (SANKAT e
CASTAING, 2004).

De Paula (2015) obteve soro de leite em po utilizando trés métodos de secagem de
alimentos nas seguintes temperaturas: secagem em leito de espuma (40, 50, 60, 70 e 80
°C), spray drying (55, 60, 65, 70 e 75 °C) e liofilizagdo (-80 °C). Mediante os testes

realizados sobre o percentual ideal de agente emulsificante a ser utilizado para a obtengdo
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do soro de leite em p6 seco em leito de espuma, foi observado que a 8% de agente
emulsificante houve maior estabilidade da espuma e obtengao do po.

Vieira et al. (2007) relataram, ainda, que ha a possibilidade da manutengdo do
material em temperatura ambiente, sem despesas inerentes a conservacao a frio,
possibilidade de formulagdo com outros produtos e baixa relagdo volume/massa, com

consequente economia em custos de embalagem e espago de armazenamento.

2.3.2 Secagem por atomizac¢ao (spray drying)

A secagem pelo método spray drying envolve a atomizagao de alimentos em um
spray de goticulas que sdo colocadas em contato com o ar quente em uma camara de
secagem. Existem trés modelos de equipamentos, sendo classificados pelo fluxo de troca
de energia na forma de calor. Sdo eles: correntes paralelas, fluxo em contra corrente ou
fluxo combinado. As particulas do produto sao produzidas por um atomizador centrifugo
ou por um bico atomizador (MASTERS, 2002).

E um processo de transformacgéo de um fluido em um produto seco em uma unica
operagdao com pouco efeito sobre a qualidade, sendo apresentado como um método comum
para o encapsulamento na industria de alimentos (RE, 1998; BEGUM; DEKA, 2017).

Esta técnica de secagem, conhecida também como pulverizagdo ou atomizagao,
destaca-se como uma das técnicas de microencapsulacio mais utilizadas devido a
disponibilidade, capacidade de aplicagdo de multiplos agentes encapsuladores, reten¢do de
compostos volateis e estabilidade final do produto (SANTOS et al., 2005).

Na industria de laticinios, a secagem em spray dryer € largamente empregada para
a producdo de ingredientes lacteos com custos de processamento comercialmente viaveis,
apresentando custo de evaporacdo dez vezes inferior ao processo de liofilizacao
(SCHUCK, 2013).

A secagem por spray drying ¢ um método bem conhecido e adequado para a
desidratacdo de alimentos liquidos e semissolidos, como bebidas, café, leite e iogurte. Esta
secagem tem sido intimamente associada a industria de laticinios. No entanto, a tecnologia
vem sendo expandida para outros grupos de produtos, que podem ser secos por meio deste
método, como: os produtos biotecnologicos, quimicos, alimentos e produtos farmacéuticos

(XIN; MUJUMDAR, 2009).
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Em relagdo aos efeitos de tecnologia, o tempo de residéncia médio do produto na
camara de secagem ¢ ligeiramente modificado pelas mudangas na configura¢do do spray
dryer. No entanto, quando se utiliza o sistema de leito fluidizado como uma etapa adicional
do processo de secagem, o tempo de residéncia € superior devido a maior retengao do
produto, enquanto que o retorno de finos para a camara de secagem diminui o tempo de
residéncia (PERRONE et al., 2013). Esse fato esta atribuido a melhor aglomeragao das
particulas, o que reduz a permanéncia dos finos no secador, que descreve estatisticamente
o tempo/temperatura em que o produto ¢ submetido durante a secagem. Estes atributos
podem ser acessados por meio de modelagem ou de medicdo, e possibilita descrever o
historico de tempo/temperatura do produto, incluindo os efeitos dos tratamentos anteriores
a secagem pela medida da distribui¢do do tempo de residéncia durante a concentragdo por
evaporacao, e estabelecer novas correlagdes com as mudangas nos constituintes e com as
propriedades do p6 (JEANTET et al., 2008).

As experiéncias de um estudo (SCHUCK et al., 2008) mostram que a temperatura
do ar de saida do spray dryer nem sempre ¢ o melhor pardmetro que afeta o teor de
umidade de lacteos em po6. A umidade relativa do ar na saida pode ser o atributo chave para
otimizar o teor de umidade e atividade de agua nos pds lacteos.

Foi demonstrado que um termo-higrometro pode ser usado para evitar a aderéncia e
para controlar o teor de 4dgua e atividade de agua em lacteos desidratados. Quando a
diferen¢a entre a umidade relativa do ar determinada pelo termo-higrometro e os valores
calculados ¢ inferior a 2 g de agua por kg de ar seco, ndo ocorre a aderéncia dos pds as
paredes do spray dryer, independentemente do lacteo concentrado utilizado. As variagdes
na umidade absoluta e relativa do ar de saida da camara, resultantes de mudangas na
umidade absoluta do ar de entrada, conteudo de sélidos totais do concentrado, da taxa de
cristalizacdo e da temperatura do ar de saida podem ser rapidamente determinadas pelo
termo-higrometro, antes que essas variagoes afetem a umidade, a atividade de dgua e, por
consequéncia, a adesdo das particulas do produto desidratado no spray dryer (SCHUCK et
al., 2005).

A secagem por spray drying apresenta as seguintes vantagens: baixo custo
operacional, bom rendimento e, dependendo da amostra, apresenta rapida solubilidade,
fornecendo um produto com cépsula pequena e com boa estabilidade, além de ser capaz de
proteger os compostos antioxidantes da luz, evitando a degradagao por radicais livres (RE,

1998; BEGUM; DEKA, 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um concentrado proteico de soro de leite (WPC) adicionado de extrato
de carcuma (Curcuma longa L.) a partir de dois métodos de secagem (secagem em leito de

espuma e spray drying) e caracteriza-lo quanto ao seu potencial tecnologico e nutricional.

3.2 Objetivos especificos

v Obter o extrato de clircuma por meio de extragdo alcoolica;

v Quantificar a concentragdo de curcumina no extrato de curcuma por
espectrofotometria;

v Obter um concentrado proteico de soro de leite (WPC) adicionado de extrato de

curcuma a partir dos métodos de secagem por leito de espuma e spray drying;
v Avaliar a aceitagdo do produto desenvolvido;

v Determinar a ocorréncia, concentracdo e estabilidade de vitamina C (4acido
ascorbico), carotenoides (a-caroteno, B-caroteno e licopeno), curcumina e riboflavina na
amostra controle (soro fluido acrescido de extrato de curcuma e aroma de abacaxi) € nos

produtos obtidos apos a secagem pelos dois métodos;

v Determinar a concentracdo e a estabilidade de compostos fendlicos totais e
capacidade antioxidante na amostra controle (soro fluido acrescido de extrato de circuma e

aroma de abacaxi) e nos produtos obtidos apds a secagem pelos dois métodos;

v Determinar cinzas, umidade, proteinas, lipidios, carboidratos do produto obtido da

secagem que apresentar menores perdas de compostos bioativos;

v Investigar a ocorréncia, concentragdo e estabilidade de minerais (Ca, P, K, Mg, Cu,
Mn, Fe, Zn, Cr, Na, Ni, Pb, Cd) no produto obtido da secagem que apresentar menores

perdas de compostos bioativos;

28



v Estimar o potencial de contribui¢do do concentrado proteico de soro de leite
adicionado de extrato de circuma, quanto ao atendimento as recomendacdes de nutrientes

para adultos na faixa etaria de 19 a 59 anos de idade;

v Caracterizar os aspectos tecnologicos dos produtos desenvolvidos (morfologia,
distribuicao do tamanho de particulas, cor, espectros Raman e o gasto energético).
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4. METODOLOGIA GERAL

4.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido em trés departamentos da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), Campus Vigosa, ¢ no Departamento de Quimica da Universidade Federal

de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil:

Departamento de Nutricao e Satide (DNS/UFV):
= Laboratério de Analise de Vitaminas: analises de vitaminas, carotenoides,
fenolicos totais, curcumina e capacidade antioxidante;
= Laboratdrio de Andlise de Alimentos: analise da composi¢ao centesimal;
= Laboratério de Desenvolvimento de Novos Produtos: coc¢ao da ciircuma.

= Laboratdrio de Andlise Sensorial: Andlise sensorial dos produtos obtidos.

Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA/UFV):
INOVALEITE: desenvolvimento dos produtos.

Departamento de Solos (DPS/UFV):

Laboratorio de Solos Florestais e de Absor¢ao Atomica: analise de minerais.

Departamento de Quimica (UFJF):
QUIMTEC/NEEM: microscopia eletronica de varredura, distribui¢do do tamanho

de particula, analise colorimétrica, espectroscopia Raman.

Instituto de Laticinios Candido Tostes da EPAMIG (Juiz de
Fora- MG): Laboratorio de Pesquisas Fisico Quimicas: composi¢do centesimal do

concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de curcuma.

4.2 Matéria-prima

4.2.1 Carcuma

A curcuma (Curcuma longa L.) foi adquirida de produtores rurais da cidade de

Vigosa, MG. A coleta das amostras se deu por diferentes pés, para obtengdo de uma
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amostra representativa, sendo utilizado apenas o rizoma para condugdo deste estudo. A
coleta da curcuma foi realizada no habitat natural deste rizoma e o periodo de coleta se deu
no més de dezembro de 2017.

As amostras foram transportadas ao Laboratorio de Vitaminas do DNS/UFV em
sacos plasticos sob a prote¢do da luz solar e artificial. No laboratério, os rizomas foram
selecionados, higienizados, descascados e acondicionados em sacos plasticos de polietileno
na quantidade aproximada de 250 g. As embalagens foram lacradas, identificadas e
armazenadas em freezer (-18°C £1°C) até o momento de sua utilizagdo. Durante todo este
processo, as amostras foram mantidas sob protecdo da luz solar e artificial, com a

utilizagdo de vidrarias ambar, papel aluminio e cortinas do tipo “blackout”.

4.2.2. Soro de leite

O soro de queijo Minas frescal foi adquirido e ultrafiltrado (ultrafiltrador, GEA®)
no laticinio Sérvulo em Senador Firmino — MG,. Foi utilizado um fator de concentragao de

5,25. A amostra foi dividida em quatro porgoes:

1) Armazenada em freezer a -18 °C = 1°C (soro fluido), para andlises nutricionais;

2) Utilizada no estudo piloto, por meio da secagem em spray drying (andlise
sensorial);

3) Desenvolvimento do WPC adicionado de extrato de ciircuma por meio da secagem
em spray drying;

4) Desenvolvimento do WPC adicionado de extrato de curcuma por meio da secagem

em leito de espuma.

4.2.3 Extrato de curcuma

O método de extragdo e analise baseou-se na NBR 13624 (LARA, 1984) que tem
como principio a extracdo da curcumina com etanol, diluicdo e leitura espectrofotométrica,
descrita a seguir.

A carcuma (higienizada e descascada) foi colocada em uma panela doméstica, e
sobre ela foi adicionada dgua (quantidade suficiente para cobrir a amostra). A circuma foi
cozida por 20 minutos, marcados a partir do momento em que a agua entrou em ebuli¢do.
Finalizada a cocg¢do, o conteudo da panela foi colocado em um recipiente até que estivesse

em temperatura ambiente.
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Posteriormente, com o auxilio de um mixer vertical (Black&Decker® SB40),
triturou-se a curcuma cozida, sendo adicionado, aos poucos, alcool 70% para a extragdo da
curcumina (quantidade suficiente para triturar a amostra). A mistura triturada foi tampada
com papel aluminio, e deixada em repouso por 4 horas.

Transcorrido esse periodo, a mistura (ciircuma, agua e alcool) foi centrifugada
(Multi-purpose”™ centrifuge, NF 1200/1200R) a 6000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
foi transferido e filtrado a vacuo em funil de Biichner com papel de filtro e o alcool foi
evaporado a 70°C + 1°C por 20 minutos, em evaporador rotativo (QUIMIS® modelo
Q344.1) acoplado a bomba de vacuo (TECNAL® modelo TE058). O extrato foi
armazenado em frasco &mbar em freezer a -18°C £ 1°C para sua utilizagdo na produgdo do
concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de ctircuma (CWPC) e para as
analises nutricionais e tecnoldgicas. O extrato foi utilizado uma semana apds o seu preparo
para o desenvolvimento dos CWPC. J& para a realizagdo das analises nutricionais e

tecnologicas, 0 mesmo permaneceu em freezer por mais 30 dias.

4.3 Desenvolvimento de um concentrado proteico de soro de leite adicionado de

extrato de ciurcuma (CWPC) por meio de dois métodos de secagem: leito de espuma e

spray drying
4.3.1 Estudo piloto

4.3.1.1 Desenvolvimento de CWPC por spray drying com duas diferentes dosagens de
curcumina

Inicialmente, buscaram-se na literatura dosagens recomendadas de curcumina e
possiveis efeitos e riscos de toxicidade. De acordo com a WHO (2004), a ingestdo didria
adequada (IDA) para este composto varia entre 0 a 3 mg/kg de peso corporeo.

O estudo piloto foi necessario, visto que nao era conhecido o comportamento do
extrato de curcuma adicionado ao WPC na secagem por spray drying, método este
escolhido por ser o mais empregado para a producdo industrial de whey protein e pelo
menor custo operacional.

Foram desenvolvidas e testadas duas formulagdes de WPC: uma com adigao de 7,2
mg e outra com adi¢do de 3,6 mg de curcumina (por¢do de 30 g de whey protein). Era de
interesse verificar se, no CWPC, o sabor pungente e amargo da circuma prejudicaria a

aceitacdao do produto, e se este sabor seria perceptivel a ponto de influenciar na escolha do
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individuo. Para aumentar a aceitagdo, foram desenvolvidos CWPCs com e sem aroma
artificial de abacaxi. Para cada 3 g de CWPC foi acrescido 1 g do aroma artificial em po
sabor abacaxi (composi¢do: acucar, amido de milho, acidulante, aromatizante artificial,
corantes artificiais: amarelo tartrazina e amarelo crepusculo). A quantidade de aroma foi
calculada de acordo com as orientacdes da embalagem do produto.

Para o calculo da quantidade de extrato de circuma a ser adicionada ao WPC,
considerou-se a média da ingestao didria aceitavel (IDA) de curcumina de 0-3 mg/kg de
peso corporal/dia (WHO, 2004). A escolha do aroma artificial de abacaxi baseou-se na
coloracdo amarelada apresentada pelo CWPC desenvolvido.

O soro fluido concentrado adicionado do extrato de circuma foi seco em spray
drying (GEA®, modelo Minor Production), com temperatura do ar de entrada de 180 °C +
1 °C e temperatura do ar de saida 85 °C £ 2 °C. O processo foi realizado na Universidade

Federal de Vicosa - MG (INOVALEITE — Departamento de Tecnologia de Alimentos).

4.3.1.2 Analise sensorial

Foi realizada a analise sensorial de 4 formulagdes de CWPCs (adicionados de 7,2 e
3,6 mg de curcumina) obtidas da secagem spray drying com e sem aroma artificial de
abacaxi, no Laboratério de Analise Sensorial do Departamento de Nutricao e Saude/UFV.

Os voluntarios foram recrutados por meio de cartazes fixados no Departamento do
Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude, Campus da Universidade Federal de Vigosa e
em academias da cidade de Vicosa, Minas Gerais e também por meio eletronico. Como
critério de inclusdo, foram recrutados individuos de 18 a 59 anos, de ambos os sexos, ndo
intolerantes a lactose, ndo alérgicos a proteina do leite de vaca e consumidores habituais de
whey protein.

Os voluntarios foram posicionados em cabines individuais, onde receberam uma
ficha de avaliagao e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que foi assinado,
atestando a aceitagio em participar do estudo (APENDICE 1).

As amostras foram diluidas em 4gua (3 g de CWPC em 30 mL de agua filtrada) e
apresentadas em copos descartaveis de 50 mL, de forma simultanea, codificadas com
algarismos aleatorios de trés digitos, em temperatura refrigerada. Junto as amostras, foi
servido um copo de dgua mineral para a limpeza das papilas gustativas entre a andlise de

cada formulagao de produto.

33



As quatro amostras foram avaliadas quanto a preferéncia (CARNEIRO; MINIM,
2006) (APENDICE 2) e quanto a aceitagdo, em dias ndo consecutivos. A avaliagdo da
aceitagdo foi realizada apenas com a amostra mais preferida pelos voluntarios, por meio de
uma escala hedonica de nove pontos (APENDICE 3), ancorada nos extremos nos termos
“Gostei extremamente” e “Desgostei extremamente”(REIS; MINIM, 2006).

Ap6s avaliacdo dos resultados da analise sensorial, prosseguiu-se o experimento
com a amostra contendo 3,6 mg de curcumina com aroma artificial de abacaxi, visto ter
sido esta a amostra mais preferida pelos voluntarios e com boa aceitacao (média de 6,13
pontos, localizando-se entre os termos heddnicos ‘“gostei ligeiramente” e “gostei

moderadamente”).
4.3.1.3 Aspectos éticos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

da Universidade Federal de Vigosa, MG (Parecer n° 2.568.251) (ANEXO 1).

4.3.2 Desenvolvimento do CWPC por meio de dois métodos de secagem

A atividade de dgua (a,) foi monitorada durante as secagens do CWPC pelos dois
métodos, a 25 °C, por meio de thermohigrometro Aqualab (Decagon” 3TE, Decagon
Devices Inc., USA). Durante a secagem em leito de espuma, a a,, foi medida a cada hora
até o valor final de a,= 0,20 = 0,1. Na secagem por spray drying, a medida de a,, foi
realizada apenas no final do processo, visto que o método ndo permite acesso a amostra
sem que seja desligado o equipamento (PERRONE et al., 2013).

Além disso, para que fosse possivel a comparagdo entre os dois métodos de
secagem, a sonda do termohigrometro HygroPalm22-A (Rotronic”, Bassersdorf, Suica) foi
posicionada nos dois secadores utilizados nos dois métodos de secagem para monitorar a
temperatura (°C), umidade relativa (%) e a umidade absoluta no ar de entrada e saida (kg

de 4dgua /kg de ar seco), de acordo com Schuck et al. (2005).

4.3.2.1 Desenvolvimento de CWPC por spray drying (CWPC-SD)

O procedimento de secagem foi conduzido em spray dryer modelo MSDi 1.0
(Labmaq® do Brasil) equipado com um bico de pulverizagio de 1 mm de didmetro. As

taxas de ar e de fluxo de produto, bem como a temperatura do ar foram definidas mediante
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testes iniciais, seguindo a metodologia proposta por Perrone et al. (2013). Em um béquer
de plastico, foi pesado o retentado, sendo adicionado a ele o extrato de curcuma (3,6 mg
curcumina para uma porg¢ao de 30 g de CWPC), sendo considerado um rendimento de 6 a
6,5 %, em média, depois de seco (MOREIRA et al., 2017).

A vazio utilizada na secagem foi de 1 kg/h, sendo a amostra seca a 45 °C. Apds
este periodo de secagem, o material seco foi removido do equipamento com auxilio de
espatulas de plastico. Em seguida, foi acrescido o aroma artificial em p6 de abacaxi. O po
obtido foi armazenado em embalagens plasticas, envolvidas com papel aluminio e

armazenadas em freezer a -18 °C = 1 °C.
4.3.2.2 Desenvolvimento de CWPC por secagem em leito de espuma (CWPC-LE)

Inicialmente, pesou-se o retentado, sendo adicionado a ele o extrato de curcuma
(3,6 mg curcumina para uma por¢ao de 30 g de CWPC), sendo considerado um rendimento
de 6 a 6,5 %, em média, depois de seco (MOREIRA et al., 2017). Em seguida adicionou-se
8% do agente emulsificante (composto por 20 % de carboidratos e 26 % lipidios) em
relacdo ao peso do soro de leite fluido (DE PAULA, 2015). Com o auxilio de uma
batedeira doméstica (Philips Wallita®), a mistura foi homogeneizada por 20 minutos, na
velocidade maxima, até a obtengdo de uma espuma consistente.

A espuma obtida foi disposta em bandejas de aluminio cobertas com papel
manteiga, e colocada em desidratador de alimentos modelo PD-15 (Polidryer®) com
circulacao de ar, na temperatura de 70 °C (CRUZ, 2013). As bandejas foram mantidas no
equipamento até o momento em que toda a espuma fosse convertida em p6 (9 horas, em
média). Neste momento, o material seco foi removido das bandejas com auxilio de
espatulas de plastico. Em seguida, foi acrescido, para cada 3 g de CWPC, 1 g do aroma
artificial em pd de abacaxi. O pé foi armazenado em embalagens plasticas, as quais foram

envolvidas com papel aluminio e armazenadas em freezer a -18 °C + 1°C.
4.4 Analise de vitaminas e compostos bioativos

As andlises foram realizadas nas seguintes amostras: CWPC-SD, CWPC-LE e
controle (mistura do soro de leite fluido, acrescido do extrato de circuma e do aroma
artificial de abacaxi na mesma quantidade adicionada nos CWPCs desenvolvidos). As
analises foram realizadas nas seguintes amostras: curcuma, soro de leite fluido, extrato de

curcuma e dos CWPCs obtidos pelos dois métodos de secagem. A curcumina nao foi
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analisada no soro fluido, visto que este ndo sofreu adi¢do de extrato de clircuma, e a
riboflavina ndo foi analisada na clircuma, visto que esta ndo ¢ fonte desta vitamina.

As analises foram realizadas com as amostras em base umida, visto que os
concentrados proteicos de soro de leite foram redissolvidos em agua destilada de acordo
com a umidade inicial do soro fluido (89 %), em quadruplicatas.

Durante todas as analises quimicas, as amostras foram mantidas sob protecao da luz
solar e artificial, com a utilizacdo de vidrarias ambar, papel aluminio e cortinas do tipo

“blackout”.

4.4.1 Vitamina C (acido ascérbico)

As condigdes utilizadas para extra¢dao do acido ascorbico (AA) foram as otimizadas
por Campos et al. (2009). Foram pesados 5 g das amostras em base umida (4,45 g de dgua
e 0,55 g de amostra em pd), aos quais foram adicionados 15 mL de solugdo extratora
(acido metafosforico 3%, acido acético 8%, acido sulfurico 0,3 mol/L ¢ EDTA ImM). A
mistura foi homogeneizada em microtriturator (IKA® T18 basic Ultra Turrax”™) durante 5
minutos. Apds homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas (Multi-purpose®™
centrifuge, NF 1200/1200R, 14000 rpm) a 4.000 rpm (1.789 g) por 15 minutos. O
sobrenadante foi transferido e filtrado a vacuo em funil de Biichner com papel de filtro. Em
seguida, o filtrado foi transferido para um baldo volumétrico, sendo o volume completado
para 25 mL com agua ultrapura.

Para andlise do AA, as condigdes cromatograficas foram as seguintes: sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplado a detector de arranjo de diodos
(DAD) (Shimadzu® SOD-M10 AVP), com comprimento de onda ajustado para 245 nm;
coluna cromatografica C-18 Synergi Hydro 250 x 4,6 mm, 4um; fluxo da fase movel
(1mM NaH,PO,4, ImM EDTA, pH 3,00) de 1,0 mL/ min.; tempo de corrida de 7 minutos e
volume de injecdo de 10 pL. A identificagdo do AA foi realizada comparando-se os tempos
de retengiio obtidos para o padrdo (Proquimios”, Brasil) e para as amostras, analisados sob
as mesmas condigdes.

A quantificacao foi realizada por padronizacao externa, utilizando curvas analiticas
construidas a partir da inje¢do, em duplicata, de seis diferentes concentracdes de solucdes

padrdo. O 4cido ascorbico foi expresso em mg/100 g de amostra.
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4.4.2 Carotenoides

Os carotenoides foram extraidos por meio da metodologia proposta por Rodriguez-
Amaya (2001). Foram utilizados 3 g das amostras em base imida (2,67 g de dgua destilada
e 0,33g das amostras em po), os quais foram homogeneizados em 20 mL de acetona
resfriada, com o auxilio de um microtriturador (IKA® T18 basic Ultra Turrax”™) por 2
minutos. A suspensdo obtida foi filtrada a vacuo em funil de Biichner com papel de filtro,
mantendo o residuo no tubo de extragdo. Em seguida, o procedimento de extragdo foi
repetido por mais duas vezes adicionando-se 20 mL de acetona resfriada ao residuo, com
posterior homogeneizacao e filtragdo a vacuo.

Posteriormente, foi realizada a particdo dos carotenoides da acetona para o éter de
petroleo. O filtrado foi transferido, em trés fragdes, para um funil de separagdo contendo
50 mL de éter de petroleo resfriado. Apds a transferéncia de cada fragdo, foram
adicionados aproximadamente 100 mL de &agua destilada para a separacdo de fases
(carotenoides - éter de petroleo e acetona-agua), sendo a fase inferior (acetona-agua)
descartada. Foi acrescentado sulfato de sédio anidro ao extrato etéreo para remogao de
qualquer residuo de dgua. Em seguida, o extrato foi concentrado em evaporador rotativo
(QUIMIS®™ modelo Q344.1) acoplado & bomba de vacuo (TECNAL® modelo TE058) a 35
+ 2 °C. Posteriormente foram redissolvidos os carotenoides em quantidade conhecida de
éter de petroleo (25 mL, baldo volumétrico). O armazenamento foi em frascos de vidro
ambar identificados.

As andlises de carotenoides foram realizadas de acordo com o proposto por
Pinheiro-Sant'Ana et al. (1998) por CLAE-DAD a 450 nm. Para a pré-analise, foi pipetada
uma fracdo do extrato etéreo em um frasco ambar, que foi seco sob fluxo de nitrogénio.
Em seguida o extrato seco foi retomado em 2 mL de acetona grau HPLC. Este extrato foi
filtrado em unidades filtrantes (0,45um, Millipore®, Brasil), sendo injetados 30 uL na
coluna cromatografica.

Foi utilizada coluna cromatografica Phenomenex® Gemini (250 x 4 mm i.d., 5um)
munida de coluna de guarda Phenomenex® ODS (C18), (4 mm x 3 mm); fase movel
composta por metanol: acetato de etila: acetonitrila (80:10:10); eluicdo isocratica; fluxo da
fase movel de 2,0 mL/min. O tempo de corrida foi de 12 minutos.

A identificagdo dos carotenoides foi realizada pela comparacao dos tempos de
retengdo de padrdes auténticos (Sigma®) e amostras, e dos espectros de absorcao dos

padrdes e picos de interesse nas amostras, obtidos pelo DAD, analisados sob as mesmas
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condi¢des. A quantificacdo foi realizada por padroniza¢do externa, utilizando curvas
analiticas construidas a partir da inje¢do, em duplicata, de seis diferentes concentragdes de

solucdes padrao. Os carotenoides foram expressos em mg/100 g de amostra.

4.4.3 Curcumina

A curcumina foi extraida por meio da metodologia da NBR 13624 (LARA, 1984).
Em baldes volumétricos de 100 mL, foram adicionados 0,10 g das seguintes amostras:
curcuma in natura, extrato de circuma e CWPCs obtidos pelos dois métodos de secagem
(0,089 g agua destilada e 0,011 g de amostra em po). Nos baldes foram adicionados, ainda,
60 mL de acido acético glacial. Os baldes foram tampados com papel aluminio e colocados
em banho metabolico (DUBNOFE® modelo MA-093) (180 rpm), em temperatura a 90 °C
durante 1 hora sob agitacdo. Em seguida, foram adicionados 2 g de acido boérico e 2 g de
acido oxalico, sendo os baldes mantidos em banho metabolico por mais 10 minutos. Em
seguida, foram retirados, sendo deixados em repouso até atingirem a temperatura ambiente.
Posteriormente, seus volumes foram completados com éacido acético glacial e foi realizada
a homogeneizagdo. Destes baldes, foram retirados 5 mL e transferido para baldes
volumétricos de 50 mL, sendo seus volumes completados com 4cido acético glacial.

A absorbancia foi medida em espectrofotometro Evolution 60S, Thermo
Scientific®, EUA em comprimento de onda de 540 nm, tendo como branco o 4cido acético
e os demais reagentes sem adi¢do da amostra.

Para a construgdo da curva padrdo de curcumina, foi dissolvido 0,10 g do padrao
curcumina (Sigma-Aldrich®) em 4cido acético glacial, em baldo de 1000 mL, com auxilio
de calor. Desta solucao, foram pipetados 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10; 15; 20 ¢ 25 mL em baldes de
100 mL, e seus volumes foram completados com acido acético glacial. As absorbancias

foram lidas para a construgdo da curva padrao.

4.4.4 Riboflavina

A determinacdo de riboflavina foi realizada segundo o método proposto por
Bianchini e Penteado (2000), com modificagdes. Utilizou-se uma solucdo de dacido
tricloacético (TCA) em uma concentragdo final de 8 % (20 mL de soro de leite fluido e 20
mL de solugdo de TCA 16 %). Para as amostras em p6 de CWPC secos via spray dryer e

pela secagem em leito de espuma foi realizada a dilui¢do com base na umidade do soro de
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leite fluido (17,8 g de dgua destilada e 2,2 g de amostra em p6). O material foi filtrado a
vacuo em funil de Biichner utilizando-se papel de filtro e neutralizado vagarosamente com
NaOH 10 % até pH 6,0-6,5, utilizando-se pipeta e agitagdo magnética.

O volume do extrato foi completado para 100 mL com agua ultrapura, usando balao
volumétrico e, em seguida, transferido para um frasco de vidro ambar e mantido sob
refrigeragdo (6 = 2 °C), até o momento das andlises por CLAE. Anteriormente a inje¢do, o
material foi filtrado em unidades filtrantes com 0,45 um de porosidade.

As condi¢des cromatograficas utilizadas foram: CLAE, munido de bomba de alta
pressdo (LC-10AD VP; Shimadzu®, injetor automatico com al¢a de amostragem de 50 pL;
detector de fluorescéncia (SPD-10AV, Shimadzu®), operando em comprimento de onda de
excitago igual a 456 nm e de emissdo igual a 525 nm; coluna C18 VP-ODS Shim-Pack®,
5 um, 150 x 4,6 mm; fase movel composta de metanol e agua ultrapura (40:60); fluxo
ImL/min, tempo de corrida de 5 min.

As andlises e pos-andlises foram controladas por um computador acoplado ao
sistema. A identificacdo da riboflavina foi realizada por comparacao do tempo de retengao

do padrao e amostras analisadas sob as mesmas condigdes.
4.5 Determinacao de compostos fendlicos totais

4.5.1 Obtencao dos extratos

Para preparo dos extratos, foram utilizados 2 g das amostras em base imida (1,78 g
de agua destilada e 0,22 g de amostra em pd), os quais foram adicionados de 20 mL de
solucdo de extragdo composta de acetona: agua (70:30 v/v), sendo a mistura submetida a
agitacdo em banho metabdlico (DUBNOFF ® modelo MA-093) (180 rpm), em temperatura
ambiente por 15 minutos. As amostras foram centrifugadas (Multi—purpose® centrifuge, NF
1200/1200R, 14000rpm), por 15 minutos. As fracdes do sobrenadante foram filtradas em
papel de filtro e os volumes completados para 20 mL com a solucdo de extracdo. Os
extratos foram armazenados em frascos ambar e armazenados em freezer a -18 °C = 1° C.
Aliquotas dos extratos foram utilizadas nos testes antioxidantes e para a estimativa de

fendlicos totais (BLOOR, 2001).
4.5.2 Estimativa da concentracao de fenoélicos totais

A concentragdo de fenolicos totais nos extratos foi estimada utilizando o reagente

de Folin-Ciocalteu, de acordo com a metodologia proposta por Singleton et al. (1999).
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Foram adicionados em tubos de ensaio 500 pL do extrato, 500 pL de reagente de Folin-
Ciocalteau (Sigma-Aldrich®, Alemanha) a 20 % (diluido em agua) e 500 pL de solugdo de
carbonato de sodio a 7,5 % (diluido em 4gua), com posterior agitacdo em vortex (Bio
Vortex V1 BIOSAN®™). Em seguida, o extrato foi deixado em repouso por 30 minutos ao
abrigo da luz. A absorbéncia foi lida em espectrofotdmetro (Thermo Scientific®, Evolution
60S, EUA), em comprimento de onda de 765 nm. Uma curva analitica foi construida a
partir da leitura da absorbancia de solugdes com diferentes concentragdes (0,005-0,10
mg/mL) de 4cido galico (Sigma-Aldrich®, Alemanha). Os resultados foram expressos em
miligramas de equivalentes de acido galico por grama de amostra (mg GAE/100 g de

amostra).

4.6 Determinacido da capacidade antioxidante
4.6.1 Teste do 1,1-diphenil-2-picril-hidrazil (DPPH¥)

A atividade de retirada de radical (ARR) das amostras foi determinada a partir do
extrato preparado para a analise de fenodlicos totais utilizando o método do radical DPPH
(1,1-difenil-2-picril-hidrazil) (BLOOR, 2001). Uma aliquota de 100 pL do extrato foi
adicionada de 1500 pL de solugdo metanodlica de DPPH (Sigma-Aldrich®, Alemanha) 0,1
mM. Foi realizada a agitacdo em vortex e, em seguida, o extrato foi deixado em repouso
para reagir por 30 minutos ao abrigo da luz. A absorbancia foi lida em espectrofotometro
(Thermo Scientific®, Evolution 60S, EUA) a 517 nm. A curva analitica foi construida
usando 50-100 mmol/L de solugdo trolox. A atividade antirradical (AAR) foi expressa em

mmol de equivalente de trolox/100 g de amostra (mmol trolox/100 g) (BLOOR, 2001).
4.7 Analises de composicao centesimal

A andlise de composicdo centesimal seguiu a metodologia da Association of
Official Analytical Chemists (2012), e foi realizada em triplicata apenas no CWPC-SD
desenvolvido (devido as suas menores perdas de compostos bioativos em relagdo ao

CWPC-LE). Os valores foram expressos em base seca.
4.7.1 Determinaciao da umidade

A determinacdo da umidade foi feita por técnica de gravimetria em estufa (Nova
Etica®, Modelo 400, 6ND, Sao Paulo, Brasil) a 105 °C. Anteriormente as analises, as

placas de petri foram dessecadas em estufa a 105 = 1 °C durante duas horas. Em seguida,
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pesaram-se 5 g de cada amostra nas placas de petri devidamente identificadas, as quais
foram submetidas ao calor em estufa (Nova Etica®, Modelo 400, 6ND, Sio Paulo, Brasil) a
105 £ 1 °C, até a obtencdo de massa constante, verificada em balanca semi-analitica

(Gehaka®™, AG200). A umidade foi determinada segundo a equacio:

[ % de umidade (m/m) = (Pu -Ps/ Pu) x 100 ]

Onde Pu= Peso da amostra imida (peso inicial) e

Ps=Peso da amostra seca (peso final)

4.7.2 Determinacio de lipidios

Foi utilizado o método 989.05 (AOAC, 2012). Béqueres foram secos em estufa
por 1 hora a 105 °C, e deixados para esfriar em dessecador para posterior utilizacdo depois
da centrifugacdo da amostra). Pesaram-se cerca de 10 g da amostra no frasco de
Mojonnier, adicionou-se 1,5 mL hidroxido de amoénio (NH4OH) com posterior
homogeneizagdo. Apos, adicionaram-se 3 gotas de indicador de fenolftaleina e 10 mL de
alcool etilico a 95 %, tampou-se o frasco com rolha de cortica embebida em H,O e agitou-
se o frasco por 15 segundos. Para a primeira extracdo, adicionaram-se 25 mL de éter
etilico, agitou-se o frasco durante 1 minuto, com liberagdo da pressdo acumulada soltando
o batente conforme a necessidade. Adicionou-se 25 mL de éter de petroleo no frasco,
colocou-se a rolha e agitou-se por mais 1 minuto. Em seguida, os frascos foram
centrifugados a cerca de 600 rpm durante 30 segundos para obter uma separagdo limpa
entre as fases aquosa (rosa brilhante) e éter. O sobrenadante foi transferido para o béquer
previamente seco em estufa. Para a segunda extracao, adicionou-se no frasco mais 5 mL de
alcool a 95 %, tampou-se com rolha e agitou-se por 15 segundos. Em seguida,
adicionaram-se 15 mL de éter etilico, tampou-se com rolha e agitou-se o frasco por mais 1
minuto. Adicionaram-se 15 mL de éter de petréleo, tampou-se com rolha e agitou-se o
frasco por mais 1 minuto. Em seguida, os frascos foram centrifugados a cerca de 600 rpm
durante 30 segundos. O sobrenadante foi transferido para o mesmo béquer usado na
primeira extracdo. Para a terceira extra¢do, a adi¢do de alcool a 95 % foi omitida, e o
restante do procedimento utilizado na segunda extra¢do foi repetido. Evaporaram-se
completamente os solventes no exaustor de placa quente a 100 °C. Secou-se a gordura

extraida até peso constante em estufa de ar for¢ado a 100 £ 1 ° C (30 minutos). Retirou-se
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as placas da estufa, colocou-as no dessecador para arrefecer até a temperatura ambiente. O
mesmo procedimento foi realizado para se oter o branco (reagentes menos a amostra),
sendo a amostra substituida por 10 mL de H,O. Apds a anélise, o peso de qualquer residuo

seco coletado foi anotado para o calculo.

A determinagdo do % de lipidios foi determinada segundo a féormula:

o (N -B)
% de lipidios (m/m) = TxlOO

Onde:
N =peso em g de lipidios
P = peso em gramas da amostra e

B= peso do branco

4.7.3 Determinacao de cinzas totais

Inicialmente os cadinhos de porcelana foram calcinados em mufla a 600 °C,
resfriados em dessecador e pesados em balanga analitica. Em seguida, adicionaram-se,
aproximadamente, 2 g de amostra liofilizada, levando-a a mufla. Foi realizada
carbonizagdo lenta das amostras para a exalagdo dos vapores, aumentando-se a temperatura
em 50 °C a cada intervalo de 5 minutos até atingir 350 °C, permanecendo por 60 minutos.
Em seguida, a temperatura foi elevada a 600 °C, e permaneceu por 6 horas até a obtengado
de cinzas claras ou levemente acinzentadas. Posteriormente, as cinzas foram resfriadas, por
30 minutos, em dessecador contendo silica gel, até atingir temperatura ambiente, com

posterior pesagem em balanga analitica (Gehaka®™, AG200).

A determinagdo do % de cinzas foi determinada segundo a formula:

% cinzas (m/m) = (g cinzas/g amostra) x100

4.7.4 Determinacio de proteinas

Utilizaram-se equipamentos de digestdo, destilacdo e titulacdo de Micro- Kjeldahl.

Em papel-manteiga, foram pesados 40 mg da amostra liofilizada, sendo transferida aos

42



tubos de digestdo e adicionado de 1 g de mistura catalisadora constituida de 94 % de
sulfato de potassio, 5% de sulfato de cobre, 1 % de selénio. Posteriormente, na capela de
exaustdo, foram adicionados 3 mL de H,SO4 concentrado. Depois de vedados, os tubos
foram levados ao bloco digestor. A temperatura foi elevada até atingir 380 °C durante 90
minutos; apds esse tempo, desligou-se o bloco digestor, até atingir a temperatura ambiente.
Posteriormente, os tubos foram vedados e levados ao bloco digestor. Os sistemas de
digestdo e exaustao foram acionados aumentando a temperatura, a cada 10 minutos, de 50
°C em 50 °C até atingir a temperatura a 350 °C durante 60 minutos. Em seguida, elevou-se
a temperatura a 380 °C por 90 minutos. Apods este procedimento, desligou-se o bloco
digestor até atingir a temperatura ambiente. Apos a digestdo, os tubos foram levados ao
destilador de nitrogénio (Marconi, MA 036) e acrescentaram-se, aproximadamente, 10 mL
de NaOH 50 % até a mistura obter coloragao escura.

Em erlenmeyer de 250 mL, adicionaram-se 10 mL de solug¢do de acido borico
(H3;BO3) e solugao indicadora composta de 1% de verde de bromocrezol e 1% de vermelho
de metila em etanol, os quais foram submetidos ao condensador do aparelho. A destilagao
foi efetuada até obtencdo de 75 mL de solugao de coloragao roxa. A solu¢ao obtida durante
a destilagdo foi titulada com solugdo HCI 0,05 mol/L até o ponto de viragem do indicador

de fenolftaleina.

= (HCl amostra — HCl branco)x 100 x 0,7 x Fc

%N =
g P

Onde:

N = nitrogénio.

HCI amostra = (quantidade de NaOH gasto na amostra em mL);
HCIl branco = (quantidade de NaOH gasto no branco em mL);
Fc = fator de conversao (1,08191) e

P = peso da amostra em (mg).

A concentragdo de proteina bruta (% P) no CWPC-SD foi obtida pela multiplicagao
do teor de nitrogénio (% N) pelo fator de conversdo de nitrogénio para proteina animal

(6,38).
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[ %Proteina animal = %Nx6,38 ]

4.7.5 Calculo de carboidratos totais

Foi realizada a analise da concentracao da lactose, por meio de CLAE, utilizando

como referéncia a metodologia descrita pela ISO 22662/IDF 198 (2007).

4.8 Determinacio dos elementos quimicos

As concentragdes dos elementos quimicos (fosforo - P, potassio — K, calcio - Ca,
magnésio - Mg, cobre - Cu, ferro - Fe, zinco - Zn, manganés - Mn, so6dio — Na, cromo — Cr,
cadmio - Cd, chumbo - Pb e niquel - Ni) foram determinadas, em duplicata, por
Espectrometria de Emissdo Atomica em Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-AES), no

CWPC-SD (devido as menores perdas de compostos bioativos em relagdo ao CWPC-LE).

4.8.1 Preparo das amostras para analises

4.8.1.1 Descontaminacao das vidrarias

Todas as vidrarias foram descontaminadas com solugdo de HCl a 2 % por periodo
de cinco minutos, e enxaguado com agua deionizada. Apos a lavagem, as vidrarias foram
levadas a estufa com circulagao forcada de ar, a 50 °C £ 1 °C, até a secagem completa das

mesmas.

4.8.1.2 Digestao nitrico-perclorica

O procedimento de digestdo nitrico-perclorica seguiu a metodologia de Sarruge;
Haag (1974). Em tubo de digestdo foi pesado 0,5 g da amostra, a qual foi moida e
acrescida de 10 mL de 4cido nitrico e acido perclorico (4:1), em capela de exaustao de
gases, € o volume completado para 25 mL com agua deionizada. Em seguida, o extrato foi
transferido para frasco de vidro devidamente vedado até o momento da leitura para cada

elemento quimico.
4.8.1.3 Determinacao dos elementos quimicos

Na analise de fosforo (P), utilizou-se 1 mL da solucdo anterior ao qual foram

acrescidos 9 mL da solugdo composta de subcarbonato de bismuto com 4acido sulfurico
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(H2SO4) concentrado e adi¢ao de solug@o de 4cido ascorbico. Apds 20 minutos ocorreu a
leitura em espectrofotometro (BRAGA; DEFELIPO, 1974).

Na determinacao de potassio (K), retirou-se 1 mL da solu¢ao de digestdao nitrico-
perclérica e em tubo de ensaio adicionaram-se 24 mL de dgua deionizada, seguida de
agitacdo e determinacdo por fotometria de chama.

Os demais elementos quimicos (Ca, Mg, Cu, Fe, Zn, Mn, Na, Cr, Cd, Pb e Ni),
foram determinados por espectrometria de emissdo Optica em plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES) conforme o comprimento de onda correspondente a cada elemento
quimico (ANEXO 2).

As curvas analiticas dos elementos quimicos foram realizadas utilizando
concentragdes crescentes e conhecidas da solucdo de padrao multi elementar (SPME), de
acordo com a concentra¢do esperada para cada elemento quimico. Os resultados foram

expressos em dag/kg (base seca) e transformados e expressos para mg/100 g (base fresca).
4.9 Aspectos tecnolégicos dos CWPCs produzidos

4.9.1 Distribuicio do tamanho de particula dos CWPCs, reidratados por difracio a

laser

A distribuigdo do tamanho das particulas foi realizada por meio do analisador de
difracdo a laser Beckman Coulter® LS 13 320 (Beckman Coulter®, Miami, FL, EUA)
acoplado ao moédulo de anélise liquida (Aqueous liquid module, Beckman Coulter®,
Miami, FL, EUA). As amostras foram adicionadas na forma liquida (extrato de circuma) e
na forma de p6 (WPC e CWPC), sem prévia reidratacdo, lentamente e em quantidades
suficientes no reservatorio do médulo de andlise liquida contendo dgua a temperatura
ambiente visando obter nivel de obscurescéncia. Os dados foram coletados na regido de
0,375 pm a 2000 um com tempo de cada coleta estabelecido em 90 segundos, sendo que
tais coletas foram realizadas ao longo de cinco diferentes tempos (1,5; 3,0; 4,5; 6,0 ¢ 7,5
minutos). Os resultados foram obtidos utilizando a aproximacdo de Fraunhofer visando a
observacao da solubilidade total. Os dados foram representados pelo % de volume ocupado
pelas particulas em funco do seu tamanho. Com o software Beckman Coulter™ (Particle

Characterization) versao 5.03 foi realizada a analise estatistica dos dados obtidos.
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4.9.2 Microscopia eletronica de varredura

Foi obtida a caracterizacdo da morfologia (imagens x200) da curcuma in natura e
do seu extrato, ambos liofilizados (Labconco®, FreeZone 2.5 Plus), assim como dos pos
(WPC, CWPC) por meio da Microscopia Eletrénica de Varredura (Hitachi®, TM3000,
Hitachi Ltd., Tokyo, Japan).

4.9.3 Analise colorimétrica

A cor dos pdés foi mensurada utilizando espectrofotometro (CM-5, Konica
Minolta®, Osaka, Japdo) operando de acordo com a escala CIELa*b*. O sistema de cores
CIELa*b* emprega trés ordenadas, em que L* refere-se a luminosidade do objeto avaliado,
a* ¢ a medida do croma no eixo vermelho-verde e b* fornece a medida do croma no eixo
amarelo-azul. Em termos mais compreensiveis, a coordenada L* representa quanto mais
clara ou mais escura ¢ a amostra, com valores variando de 0 (totalmente preta) a 100
(totalmente branca). A coordenada a* pode assumir valores de —80 (verde) a +100
(vermelha); e a coordenada de cromaticidade b* pode variar de —50 (azul) a +70 (amarela).
O modelo dispositivo de separagdo espectral foi o de grade de difragdo planar empregando-
se o SCI (specular component included), faixa de medicao de refletancia e comprimento de

onda de 360 até 740 nm (Gadonski et al., 2018; Minolta, 2007).

4.9.4 Isoterma de sorc¢ao

A analise de isoterma foi realizada a 25 °C por meio do equilibrio entre as amostras
e diferentes solucdes saturadas de sais em dessecadores apds 21 dias da entrada das
amostras de WPC e CWPC nos dessecadores. Os sais utilizados para o preparo das
solugdes saturadas e as respectivas atividades de agua foram: LiCl (0,112); KC,H;0;

(0,226); K,CO3 (0,438); Mg (NO3),(0,544); NH4NO; (0,620); NaCl (0,753).
4.9.5 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman do WPC, do extrato de Curcuma (liquido) e do CWPC foram
obtidos utilizando um espectrdmetro FT-Raman (Bruker”, modelo RFS 100) equipado com
detector Ge refrigerado com nitrogénio liquido e um laser Nd: YAG com uma linha de
excitacdo a 1064 nm. Um feixe de 90 mW foi focado na amostra. Para todos os espectros,

obteve-se uma boa relagdo sinal / ruido realizando uma média de 512 varreduras, as quais
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foram coletadas com uma resolugio espectral de 4 cm™. A aquisi¢do dos espectros Raman

foi realizada pelo software OPUS 6.0 (Almeida et al. 2011).

4.9.6 Caracterizacdo termodinimica do processo de secagem (balanco de energia)

O balanco de energia foi realizado seguindo a metodologia proposta por Silva et al.
(2017), a fim de verificar a energia minima consumida por cada equipamento durante a
producdo do CWPC por meio da secagem em leito de espuma e spray drying e comparar o

desempenho energético dos secadores.

4.10 Analise estatistica dos dados

O delineamento experimental foi em blocos casualizados (DBC). A normalidade
dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro Wilk. Para comparar a concentragdo de
vitaminas e compostos bioativos nos dois CWPC desenvolvidos (spray drying e leito de
espuma) os dados foram analisados por ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet (a. = 0,05).

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS versao 20.0.
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RESUMO

Objetivou-se desenvolver e caracterizar nutricionalmente concentrados proteicos de
soro de leite contendo extrato de curcuma produzidos por spray drying (CWPC-SD) e leito
de espuma (CWPC-LE). Vitamina C, carotenoides e riboflavina foram determinados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Fenolicos totais, curcumina e capacidade
antioxidante foram determinados por espectrofotometria. A andlise da composi¢do
centesimal foi realizada de acordo com a metodologia da Association of Official Analytical
Chemists. A determinagao do fosforo (P) ocorreu por calorimetria pelo método do acido
ascorbico, o potassio (K) por fotometria de chama e o enxofre (S) por turbidimetria. Nao
foram verificadas perdas de vitamina C e observou-se aumento da capacidade antioxidante
em ambos os produtos quando comparados ao controle (soro fluido acrescido de extrato de
curcuma e aroma de abacaxi) (p<0,05). Nao foram encontrados carotenoides e riboflavina
nos produtos desenvolvidos. O CWPC-SD apresentou menores perdas de fendlicos e
curcumina em comparacdo ao CWPC-LE (p<0,05). O CWPC-SD pode ser considerado
boa fonte de carboidratos, boa fonte de proteinas, fonte de potassio e célcio e boa fonte de
fosforo. Diante do potencial antioxidante e nutricional do CWPC-SD desenvolvido no

presente estudo, recomenda-se seu consumo por praticantes de atividade fisica.

Palavras chave: soro de leite; clrcuma; desenvolvimento de produto; compostos
bioativos; capacidade antioxidante.
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ABSTRACT

We aimed to develop and characterize nutritional aspects of whey protein concentrates
containing turmeric extract by spray drying (TWPC-SD) and foam mat drying (TWPC-
FMD). Vitamin C, carotenoids and riboflavin were determined by high performance liquid
chromatography (HPLC). Total phenolics, curcumin and antioxidant capacity were
determined by spectrophotometry. The analysis of the centesimal composition was
performed according to the methodology of the Association of Official Analytical
Chemists. The determination of phosphorus (P) occurred by calorimetry using the ascorbic
acid method, potassium (K) by flame photometry and sulfur (S) by turbidimetry.
Carotenoids and riboflavin were not detected in the developed products. Vitamin C losses
were not observed in the developed products (maintenance in TWPC-FMD: p = 0.05, and
increase in TWPC-SD: p <0.05), and increased antioxidant capacity was observed in both
products when compared to control (fluid serum plus turmeric extract and pineapple
aroma: p <0.05). The TWPC-SD had lower phenolic and curcumin losses (p <0.05)
compared to TWPC-FMD. TWPC-SD can be considered a good source of carbohydrate,
good source of protein, source of potassium and calcium and good source of phosphorus.
In view of the antioxidant and nutritional potential of the CWPC-SD developed in the
present study, the consumption of the product by physical activity practitioners is

recommended.

Keywords: whey; turmeric; product development; bioactive compounds; antioxidant

capacity.
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1. Introducao

O soro de leite representa de 80 a 90 % do volume total do leite utilizado durante a
producdo de queijos e contém, aproximadamente, 55 % dos nutrientes do leite (proteinas
soluveis, lactose, vitaminas, minerais ¢ uma quantidade minima de gordura), sendo
utilizado na industria na elaboragdo de diversos produtos (Alves, Moreira, Junior, Martins,
Perrone, & Carvalho, 2014).

O soro pode ser concentrado por meio da tecnologia de separacdo por membranas
(Antunes, 2003; Alves, Moreira, Junior, Martins, Perrone, & Carvalho, 2014), processo
que, além de concentrar e purificar substancias, mostra-se eficiente para melhoria da
qualidade microbiologica (Habert, 2006; Alves et al., 2014). A concentragdo do soro leva a
formagao de produtos proteicos que podem ser utilizados como ingredientes para melhorar
as propriedades tecno-funcionais dos alimentos (solubilidade, geleificagdo, viscosidade,
emulsificagdo, formagao de espuma) (Alves et al., 2014; Cheison & Kulozik, 2017; Teba,
Silva, Chavez, Carvalho,& Ascher, 2017; Bacenetti, Bava, Schievano, & Zucali, 2018).

Tal produto, entretanto, apresenta alta perecibilidade e baixa estabilidade e, por
1sso, métodos de secagem sdo comumente empregados para aumentar sua vida de
prateleira. Dentre eles, destaca-se a secagem spray drying e em leito de espuma (Chong &
Law, 2011; Cruz, 2013; Alves et al., 2014).

O concentrado proteico de soro de leite (WPC), conhecido popularmente como
whey protein, tem sido estudado e inserido na alimentacdo de atletas e praticantes de
atividade fisica por conter grandes quantidades de aminoacidos de cadeia ramificada
(leucina, isoleucina e valina), peptideos bioativos e célcio, sendo considerado um produto
que apresenta propriedades fisiologicas e funcionais que intensificam a hipertrofia (Patel,

2015; Davies, Carson, & Jakeman, 2018).
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Estudos apontam que a frequente realizacdo de exercicios fisicos intensos,
prolongados e exaustivos configura-se em um dos principais fatores promotores da
peroxidacao lipidica, devido ao fato de que estes exercicios induzem o estresse oxidativo,
pelo desequilibrio entre a sintese de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade
antioxidante corporal (Rogero, Tirapegui, Pedrosa, Castro & Pires, 2006; Powers, Talbert,
& Adhihetty, 2011). O inicio e a propagagdo da cadeia de reacdes de oxidacao podem ser
significativamente retardados ou prevenidos com a presenca de pequenas concentragoes de
compostos fendlicos, antioxidantes presentes em fontes vegetais (Hammerschmidt & Pratt,
1987; Morais, Oliveira-Neto, Melo, Bertini, Silva, & Alves, 2016), como a curcuma
(Curcuma longa L.), por exemplo.

A curcuma, mais conhecida como agafrdo-da-terra, ¢ uma espécie de planta
medicinal nativa da India e Sudeste Asiatico (Canamares, Garcia-Ramos, & Sanchez-
Cortes, 2006). Na industria alimenticia, ¢ utilizada como corante, aromatizante € como
ingrediente no preparo de temperos e em produtos processados, inclusive em produtos
lacteos (Ricardo, 2014; Mohajeri, Behnam, Cicero, & Sahebkar, 2017).

Seu principal componente fitoquimico ¢ o composto polifendlico conhecido como
curcumina (pigmento amarelo), que atua na protecdo dos componentes celulares e
processos oxidativos, combatendo radicais livres, promovendo, assim, o equilibrio entre os
compostos pro-oxidantes e antioxidantes (Canamares et al., 2006; Costa, Gazim, Iwanaga,
Gongalves, Bernuci, & Cortez, 2015; Mohajeri et al., 2017). Entretanto, a curcumina ¢
insoluvel em agua e éter, ¢ degradada em solucdo alcalina e instdvel a presenca de luz,
fatores que usualmente limitam sua aplicacdo em alimentos (WHO, 2004). Desta forma, o
microencapsulamento deste composto ¢ uma alternativa que vém sido estudada (Chin et

al., 2009; Dar, Malik, Shahid-ul-Islam, Gull, & Hashmi, 2017).
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Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi desenvolver e caracterizar
nutricionalmente um concentrado proteico de soro de leite (whey protein) adicionado de
extrato de carcuma (CWPC), por meio de dois métodos de secagem (spray drying e leito

de espuma).

2. Materiais e métodos

2.1 Amostras

2.1.1 Curcuma e extrato de carcuma

A carcuma (Curcuma longa L.) foi adquirida de produtores rurais da cidade de
Vigosa, MG. A coleta das amostras se deu por diferentes pés, para obtengdo de uma
amostra representativa, sendo utilizado apenas o rizoma para condugdo deste estudo. A
coleta da curcuma foi realizada no habitat natural deste rizoma e o periodo de coleta se deu
no segundo semestre de 2017, no més de dezembro.

As amostras foram transportadas ao Laboratorio de Vitaminas do DNS/UFV em
sacos plasticos sob a protecdo da luz solar e artificial. No laboratdrio, os rizomas foram
selecionados, higienizados, descascados e acondicionados em sacos plasticos de polietileno
na quantidade aproximada de 250 g. As embalagens foram lacradas, identificadas e
armazenadas em freezer (-18°C £ 1°C por 6 meses). Durante todo este processo, as
amostras foram mantidas sob protec¢ao da luz solar e artificial, com a utilizacao de vidrarias
ambar, papel aluminio e cortinas do tipo “blackout”.

O preparo do extrato baseou-se no método analitico da NBR 13624 (Lara, 1984),
que tem como principio a extracdo da curcumina com etanol, diluicdo e leitura

espectrofotométrica, descrita a seguir.
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A curcuma (higienizada e descascada) foi pesada, colocada em uma panela
doméstica, e sobre ela foi adicionada agua (quantidade suficiente para cobrir a amostra). A
curcuma foi cozida por 20 minutos, marcados a partir do momento em que a agua entrou
em ebulicdo. Finalizada a cocg¢do, o conteudo da panela foi colocado em um recipiente até
que estivesse em temperatura ambiente.

Posteriormente, com o auxilio de um mixer vertical (Black&Decker SB40),
triturou-se a curcuma cozida, sendo adicionado, aos poucos, alcool 70 % para a extragdao da
curcumina (quantidade suficiente para triturar a amostra). A mistura triturada foi tampada
com papel aluminio, e deixada em repouso por 4 horas.

Transcorrido esse periodo, a mistura (circuma, agua e alcool) foi centrifugada
(Multi-purpose centrifuge, NF 1200/1200R, 14000 rpm) a 6000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido e filtrado a vacuo em funil de Biichner com papel de filtro e o
alcool foi evaporado a 70 °C £ 1 °C por 20 minutos, em evaporador rotativo (QUIMIS
modelo Q344.1) acoplado a bomba de vacuo (TECNAL modelo TE058). O extrato foi
armazenado em frasco ambar em freezer a -18°C + 1°C para sua utiliza¢do na produgdo do
concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de circuma (CWPC) e para as

analises nutricionais e tecnologicas.

2.1.2 Soro de leite

O soro foi adquirido e ultrafiltrado (ultrafiltrador, GEA®) em um laticinio
(Laticinio Sérvulo, localizado em Senador Firmino, Minas Gerais- Brasil) e transportado
imediatamente a Plataforma Inovaleite. O soro foi utilizado em quatro momentos distintos
durante o experimento (tempo 1: imediatamente apos a chegada; tempo 2: quinze dias de
armazenamento; tempo 3: 21 dias de armazenamento; tempo 4: 30 dias de armazenamento

em freezer a -18°C + 1°C.
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2.2 Secagem Piloto em spray drying
2.2.1 Desenvolvimento de CWPC em duas dosagens de curcumina

O estudo piloto foi necessario, visto que nao era conhecido o comportamento do
extrato de curcuma adicionado ao WPC na secagem spray drying, método este escolhido
por ser o mais empregado para a producao industrial de whey protein e pelo menor custo
operacional.

Foram desenvolvidas e testadas duas formulagdes de WPC: uma com adigao de 7,2
mg e outra com adi¢do de 3,6 mg de curcumina (por¢do de 30 g de whey protein). Era de
interesse verificar se, no CWPC, o sabor pungente e amargo da clircuma prejudicaria a
aceitagao do produto, e se este sabor seria perceptivel a ponto de influenciar na escolha do
individuo. Para aumentar a aceitagdo, foram desenvolvidos CWPCs com ¢ sem aroma
artificial de abacaxi. Para cada 3 g de CWPC foi acrescido 1 g do aroma artificial em p6
sabor abacaxi (composicdo: acucar, amido de milho, acidulante, aromatizante artificial,
corantes artificiais: amarelo tartrazina e amarelo crepusculo). A quantidade de aroma foi
calculada de acordo com as orienta¢des da embalagem do produto.

Para o célculo da quantidade de extrato de circuma a ser adicionada ao WPC,
considerou-se a média da ingestdo diaria aceitavel (IDA) de curcumina de 0-3 mg/kg de
peso corporal/dia (WHO, 2004). A escolha do aroma artificial de abacaxi baseou-se na
coloragdo amarelada apresentada pelo CWPC desenvolvido.

O soro fluido concentrado adicionado do extrato de circuma foi seco em spray
dryer (GEA®, modelo Minor Production) com temperatura do ar de entrada de 180 °C + 1
°C e temperatura do ar de saida 85 °C = 2 °C na Universidade Federal de Vigosa - MG
(INOVALEITE — Departamento de Tecnologia de Alimentos) para obtencdo do CWPC

para a analise sensorial.
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2.2.2 Analise sensorial

As quatro amostras de CWPC foram avaliadas quanto a preferéncia e quanto a
aceitagdo, em dias ndo consecutivos, por julgadores nao treinados. No teste de preferéncia,
as amostras foram avaliadas por 67 individuos (23,88 % homens e 76,12 % mulheres). No
teste de aceitacdo a amostra preferida foi julgada por outros 53 individuos (41,51 %
homens e 58,49 % mulheres). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos (Parecer n® 2.568.251) da Universidade Federal de Vigosa (MG).

A avaliacdo da preferéncia foi realizada por meio do método de Friedman, segundo
sugerido por Carneiro & Minim (2006). J& a avaliagdo da aceitagdo foi realizada por meio
de uma escala hedonica de nove pontos, ancorada nos extremos nos termos “Gostei
extremamente” e “Desgostei extremamente”. Em ambos os testes, as amostras foram
diluidas (3 g CWPC em 30 mL de agua mineral) e servidas em copos descartaveis de 50
mL, sendo apresentadas de forma simultinea, codificadas com algarismos aleatdrios de
trés digitos, em temperatura refrigerada. Junto as amostras, foi servido um copo de agua
mineral para a limpeza das papilas gustativas entre a andlise de cada formulacdo de
produto (Carneiro & Minim, 2006; Reis & Minim, 2006).

Mediante os resultados da analise sensorial, prosseguiu-se o experimento com a
amostra contendo 3,6 mg de curcumina com aroma artificial de abacaxi, visto ter sido esta
a amostra mais preferida pelos voluntarios (46,4 %) e com boa aceitagdo (média de 6,13
pontos, localizando-se entre os termos hedonicos “Gostei ligeiramente” e “Gostei

moderadamente”).

2.3 Desenvolvimento de CWPC por meio de dois métodos de secagem

A atividade de 4gua (ay) foi monitorada durante as secagens do CWPC pelos dois
métodos, a 25 °C, por meio de thermohigrometro Aqualab® (Decagon 3TE, Decagon

Devices Inc., USA). Durante a secagem em leito de espuma, a a, foi medida a cada hora
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até o valor final de a,= 0,20 = 0,1. Na secagem por spray drying, a medida de a,, foi
realizada apenas no final do processo, visto que o método ndo permite acesso a amostra
sem que seja desligado o equipamento (Perrone, Simedo, Junior, Stephani, & Carvalho,
2013).

Além disso, para que fosse possivel a comparacdo entre os dois métodos de
secagem, a sonda do termohigrometro HygroPalm22-A (Rotronic®, Bassersdorf, Suica) foi
posicionada nos dois secadores utilizados nos dois métodos de secagem para monitorar a
temperatura (°C), umidade relativa (%) e umidade absoluta (kg de 4gua/kg de ar seco) no
ar de entrada e saida, de acordo com Schuck, Mejean, Dolivet, & Jeantet (2005).

Na Figura 1 estd demonstrado o fluxograma do processo de secagem do
concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de circuma (CWPC) por meio

da secagem spray drying (SD) e leito de espuma (LE) .
2.3.1 Desenvolvimento de CWPC por spray drying

O procedimento de secagem foi conduzido em spray dryer modelo MSDi 1.0
(Labmaq“do Brasil) equipado com um bico de pulverizagio de 1 mm de didmetro. As
taxas de ar e de fluxo de produto, bem como a temperatura do ar foram definidas mediante
testes iniciais, seguindo a metodologia proposta por Perrone et al. (2013). Em um béquer
de plastico, foi pesado o retentado, sendo adicionado a ele o extrato de clircuma (105 mg
curcumina para uma porcao de 30 g de CWPC), sendo considerado um rendimento de 6 a
6,5 %, em média, depois de seco (Moreira et al., 2017). A vazao utilizada na secagem foi
de 1 kg/h, sendo a amostra seca a 45 °C. Apos este periodo de secagem, o material seco foi
removido do equipamento com auxilio de espatulas de plastico. Em seguida, foi acrescido
para cada 3 g de CWPC 1 g do aroma artificial em p6 de abacaxi. O pd foi armazenado em
embalagens plasticas, envolvidas com papel aluminio e armazenadas em freezer a -18 °C +
1°C.
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2.3.2 Desenvolvimento de CWPC por secagem em leito de espuma

Inicialmente, pesou-se o retentado, sendo adicionado a ele o extrato de circuma
(3,6 mg curcumina para uma por¢ao de 30 g de CWPC), sendo considerado um rendimento
de 6 a 6,5%, em média, depois de seco (Moreira et al., 2017). Em seguida adicionou-se 8%
do agente emulsificante (informagdes do fabricante: composto por 20 % de carboidratos e
26 % lipidios) em relacdo ao peso do soro de leite fluido (De Paula, 2015). Com o auxilio
de uma batedeira doméstica (Philips Wallita®™), a mistura foi homogeneizada por 20
minutos, na velocidade méaxima, até a obtengao de uma espuma consistente.

A espuma obtida foi disposta em bandejas de aluminio cobertas com papel
manteiga, ¢ colocada em desidratador de alimentos modelo PD-15 (Polidryer™) com
circulagdo de ar, na temperatura de 70 °C (Cruz, 2013). As bandejas foram mantidas no
equipamento até o momento em que toda a espuma fosse convertida em p6 (9 horas, em
média). Neste momento, o material seco foi removido das bandejas com auxilio de
espatulas de plastico. Em seguida, foi acrescido para cada 3 g de CWPC 1 g do aroma
artificial de abacaxi. O p6 foi armazenado em embalagens plasticas, as quais foram

envolvidas com papel aluminio e armazenadas em freezer a -18 °C + 1°C.

2.4 Analise de vitaminas, carotenoides e compostos bioativos

As andlises foram realizadas nas seguintes amostras: CWPC-SD, CWPC-LE e
controle (mistura do soro de leite fluido, acrescido do extrato de circuma e do aroma de
abacaxi na mesma quantidade adicionada nos CWPCs desenvolvidos). A curcumina ndo foi
analisada no soro fluido, por este produto ndo ser fonte deste composto. A riboflavina foi
analisada apenas nas amostras de origem animal, por serem consideradas maiores fontes
desta vitamina. As analises foram realizadas com as amostras em base umida, em

quadruplicatas.
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2.4.1 Vitamina C (acido ascorbico)

As condigdes utilizadas para extracdo e analise do acido ascorbico (AA) foram as
otimizadas por Campos, Ribeiro, Della Lucia, Pinheiro-Sant’ Ana, & Stringheta (2009). A
analise foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detec¢ao por

arranjo de diodos (DAD).
2.4.2 Carotenoides

A ocorréncia e concentragao de carotenoides (alfa-caroteno e beta-caroteno) foram
investigadas. Os carotenoides foram extraidos segundo Rodriguez-Amaya (2001) e
analisados segundo Pinheiro-Sant'Ana, Stringheta, Brandao, & Azeredo (1998), utilizando-

se CLAE com deteccao por arranjo de diodos.
2.4.3 Curcumina

A curcumina foi extraida por meio da metodologia da NBR 13624 (Lara, 1984). A
absorbancia foi medida em espectrofotometro Evolution 60S, Thermo Scientific®, EUA em

comprimento de onda de 540 nm.

2.4.4 Riboflavina

A determinacdo de riboflavina foi realizada segundo o método proposto por

Bianchini & Penteado (2000), por CLAE com detec¢do por fluorescéncia.

2.4.5 Determinaciao dos compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante

2.4.5.1 Obtencao dos extratos

Para preparo dos extratos, foram utilizados 2 g das amostras em base imida (para
0s pos pesou-se 1,78 g de agua destilada e 0,22 g de amostra em pd), os quais foram
adicionados de 20 mL de solugdo de extragdo composta de acetona: agua (70:30 v/v),

sendo a mistura submetida a agitagio em banho metabolico (DUBNOFF® modelo MA-
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093) (180 rpm, por 15 minutos). As amostras foram centrifugadas (Multi-purpose®

centrifuge, NF 1200/1200R, 14000 rpm, por 15 minutos). As fracdes do sobrenadante
foram filtradas em papel de filtro e os volumes completados para 20 mL com acetona 70%.
Os extratos foram armazenados em frascos ambar e armazenados em freezer a -18 °C +
1°C. Aliquotas dos extratos foram utilizadas para a estimativa de fenolicos totais e

capacidade antioxidante (Bloor, 2001).
2.4.5.2 Estimativa da concentracao de fendlicos totais

A concentragdo de fenolicos totais foi estimada utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteu (Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventos, 1999). A absorbancia foi lida em
espectrofotdmetro (Thermo Scientific®, Evolugdo 60S, EUA), em comprimento de onda de
765 nm. Os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de 4cido galico por

grama de amostra (mg GAE/100 g).
2.4.5.3 Determinacao da capacidade antioxidante

A atividade de retirada de radical (ARR) das amostras foi determinada utilizando o
método do radical DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) (Bloor, 2001). A absorbancia foi
lida em espectrofotdmetro (Thermo Scientific®, Evolution 60S, EUA) a 517 nm. A
atividade antirradical (AAR) foi expressa em mmol de equivalente de trolox/100 g de

amostra (mmol trolox/100 g) (Bloor, 2001).
2.5 Analise da composicao centesimal

A caracterizacdo das amostras foi realizada de acordo com a AOAC (2012), em
triplicata. O teor de umidade foi determinado, em triplicata, pelo método gravimétrico a
105 °C até peso constante. O método método 991.20 (N x 6,38) foi utilizado para

determinagdo da proteina, j& a lactose foi avaliada pelo método ISO 22662/ IDF198
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(BRASIL, 2017), lipidios, pelo método 989.05 (AOAC, 2012) e cinzas, pelo método

942.05 (AOAC, 2012). Os resultados foram expressos em base seca.

2.6 Determinacio de elementos quimicos

A digestdo nitroperclorica dos elementos quimicos seguiu a metodologia de Sarruge
& Haag (1974). A determinagdo do fosforo (P) ocorreu por calorimetria pelo método do
acido ascorbico (Braga & Defelipo, 1974); o potassio (K) por fotometria de chama; e o
enxofre (S) por turbidimetria (Alvarez, Dias, Ribeiro, Souza, & Fonseca, 2001). Os demais
elementos quimicos (calcio-Ca, Magnésio-Mg, enxofre-S, cobre-Cu, ferro-Fe, zinco-Zn,
manganés-Mn, sédio-Na, cromo-Cr) foram determinados por espectrometria de emissao
optica em plasma indutivamente acoplado (ICP-OES).

As curvas analiticas dos elementos quimicos foram realizadas utilizando
concentragdes crescentes e conhecidas da solu¢do de padrao multi elementar (SPME), de
acordo com a concentragdo esperada. Os resultados foram expressos em dag/kg (base

seca), com posterior transformacdo para mg/100 g.

2.7 Analise estatistica dos dados

O delineamento experimental foi em blocos casualizados (DBC). A normalidade
dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro Wilk. Para comparar a concentra¢do de
vitaminas e compostos bioativos nos dois CWPC desenvolvidos (spray drying e leito de
espuma) os dados foram analisados por ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet (o = 0,05).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS versao 20.0.
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3. Resultados e discussio
3.1 Concentracio de vitaminas e compostos bioativos nos produtos desenvolvidos

Nao houve diferen¢a na concentracdo de AA entre o controle ¢ o CWPC-LE
produzido (Tabela 1). Em relagdo ao CWPC-SD , houve ligeiro aumento da concentragao
de AA, quando comparado ao controle. No aroma artificial de abacaxi, detectou-se apenas
AA (127,53 mg/100 g de amostra).

A vitamina C ¢ a mais degradavel quimicamente (termossensivel) entre as
vitaminas; sua retencdo ¢ considerada um indice de manutengao da qualidade nutricional
durante o processamento e estocagem (Sucupira, Xereza, & Sousa, 2012; Cunha, Silva,
Faria, Costa, & Teodoro, 2014). Visto que o aroma de abacaxi foi adicionado apds a
secagem do CWPC, a manutencdo da concentragdo de AA nos produtos desenvolvidos e
no controle indica que a extracdo e analise deste composto foram realizadas de maneira
eficiente e eficaz. Segundo Miller et al. (2000), em soro de leite em p6 ha, em média, 0,1
mg/100 g de vitamina C em base imida. Este valor foi inferior ao encontrado nas amostras
analisadas em nosso estudo. Ou seja, em nossas amostras, a maior concentragdo deste
composto pode ser explicada pela adicdo do aroma artificial de abacaxi (adicionado apds
as secagens) nos produtos desenvolvidos.

Houve redu¢do da concentragdo da curcumina nos pos desenvolvidos comparados a
mistura controle (soro fluido, extrato de clircuma e aroma artificial de abacaxi), com
consequente reducdo de fendlicos totais (Tabela 1), visto a curcumina ser um composto
fenolico (Mohajeri et al., 2017; Suzana, 2017) (Tabela 1). Maiores perdas de curcumina
foram encontradas no CWPC-LE (40 %) em comparagdo ao CWPC-SD (24,13 %). As
perdas de fendlicos totais foram, respectivamente, de 71,43% (CWPC-LE) e 57,14 %
(CWPC-SD) (Tabela 1). Nao foram detectados carotenoides e riboflavina nas amostras

(Tabela 1).
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A ultrafiltragdo ¢ utilizada para a retencdo de macromoléculas e coloides presentes
em uma solucdo e ¢ empregada na industria de laticinios, entre outras aplicagdes, para
concentrar a fragdo proteica do soro, a qual fica retida pelas membranas (retentado ou
concentrado - fracdo estudada no presente estudo) (Figura 1). A fracdo que permeia pelas
membranas durante a ultrafiltracdo ¢ denominada permeado, sendo encontrada nesta fracao
vitaminas do complexo B e carotenoides. Isso decorre em razao do carater hidrofilico e da
baixa massa molar, o que justifica a ndo detec¢do de riboflavina e carotenoides, nas
amostras do presente estudo (Yee, Wiley, & Bao, 2007; Damodaran, Parkin & Fennema,
2010; Catarino, Martins, Duarte, Prudéncio, & Pinho, 2013).

A reducdo de fenolicos totais apds secagem por spray drying também foi relatada
por Lim, Ma, & Dolan (2011) em mirtilo (perdas entre 8,22 e 17,52 %). Em outro estudo
(Senica, Veberic, Grabnar, Stampar, & Jakopic, 2016), o efeito da secagem na
concentragdo de compostos bioativos em caqui maduro e firme foi analisado. Verificou-se
a reducdo de compostos fendlicos totais apOs a secagem no caqui nos dois estigios de
maturacdo, com perdas de 84,4% (caqui firme) e 86,66% (caqui maduro) (Senica, Veberic,
Grabnar, Stampar, & Jakopic, 2016), perdas estas maiores do que as verificadas no
presente estudo.

A caracteristica antioxidante dos compostos fendlicos os torna suscetiveis a
degradacao por oxidagdo, que pode ser influenciada pela presenga de oxigénio, luz e calor,
explicando as perdas encontradas (Britton, 1992; Davey et al., 2000).

O aumento da capacidade antioxidante foi observado nos CWPCs desenvolvidos
pelos dois métodos de secagem (Tabela 1). Esse aumento também foi relatado por
Mechlouch et al. (2012) apds a comparagao entre trés métodos de secagem (microondas,
secagem ao ar livre e secagem por meio de luz solar direta) para obtengdo de tomate de alta

qualidade. Isso decorre devido a inativagdo de peroxidases, que possuem atividade pro-
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oxidante, ou pela formagao de novos compostos antioxidantes ou, ainda, pela melhora da
capacidade antioxidante de compostos naturalmente presentes (Nicoli, Anese, & Parpinel,
1999; Turkmen, Sari, & Velioglu, 2005).

Nao foram encontrados, at¢ o momento, outros estudos que avaliaram a
concentracdo de vitaminas, fenolicos totais e capacidade antioxidante em WPC.

De maneira geral, o CWPC-SD demonstrou menores perdas de vitamina C,
compostos fenolicos totais e curcumina, demonstrando que o método de secagem utilizado
¢ mais eficiente na produgdo do CWPC e na preservagdo desses compostos,
provavelmente, em razdo do menor tempo e temperatura da particula empregados no

Pprocesso.

3.2 Composicao centesimal

A andlise da composi¢do centesimal foi realizada apenas no produto desenvolvido
que apresentou menores perdas nutricionais ap6s os métodos de secagem empregados.
Desta forma, esta analise foi realizada apenas no CWPC-SD, que apresentou 52,01 % de
lactose, 33,76 % de proteinas, 7,93 % de cinzas, 3,63 % de lipidios e umidade de 4,1 %
(dados em base seca). Todos os valores encontrados para a composicao centesimal do
CWPC-SD estdo de acordo com o esperado para WPC segundo as metodologias
empregadas pelo American Dairy Products Institute (2018), em que o whey protein
concentrate com 34 % de proteina (WPC-34) deve conter, no minimo, 33,5 % de proteinas,
maximo de 52 % de lactose, até¢ 5 % de gordura lactea, 6,5-8,0 % de cinzas e umidade
maxima de 6 % em base seca.

3.3 Elementos quimicos

Os elementos quimicos mais abundantes no CWPC-SD (dados expressos em base

seca) foram o K (1025 mg/100 g), P (266,5 mg/100 g), Ca (310 mg/100 g), Na (121
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mg/100 g) e Mg (57,5 mg/100 g), achado este que vai de encontro ao descrito por Carvalho
(2007) para soro de leite. Nossos achados foram inferiores aos verificados por Baldasso
(2008), para soro de leite doce, que encontrou: P (931 mg/100 g); K (2080 mg/100 g); Ca
(796 mg/100 g); Mg (176 mg/100 g); Zn (1,97 mg/100 g) e Na (1079 mg/100 g) (dados em
base seca). Esta menor concentragdo de minerais pode ser explicada pela ultrafiltracao do
soro de leite para obten¢dao do retentado, visto que este processo promove variacdo na
razao de concentragdo entre os componentes do soro, devido a retencao de proteina e
permeacdo seletiva de lactose, minerais, d4gua e compostos de baixa massa molar
(Baldasso, Barros, & Tessaro 2011). Sdo escassos na literatura estudos que avaliaram a
composicdo mineral em WPC, o que demonstra o pioneirismo do presente estudo.
Ressalta-se, ainda, que ndo foram encontrados metais pesados (niquel, chumbo e
cadmio) na amostra analisada. A ingestdo de metais pesados ¢ toxica ao organismo, sendo
bio-acumulativos, levando, em longo prazo, a efeitos adversos a saide humana, além de
possuirem efeito de intoxicacdo prolongada ou cronica e alteragdes neurologicas diversas

(Rocha, 2009).

3.4 Estimativa do potencial de contribuicio do CWPC-SD quanto ao atendimento as

recomendacoes de nutrientes para adultos na faixa etaria de 19 a 59 anos de idade

Os alimentos podem ser classificados como “fontes" de algum nutriente quando
suprem de 5 a 10 % das Dietary Reference Intake (DRI), como "boas fontes" quando
suprem de 10 a 20 % da DRI e como "excelentes fontes", quando atendem mais de 20 % da
DRI (Philippi, 2008).

O CWPC-SD desenvolvido pode ser considerado fonte de potéssio e célcio, boa
fonte de fosforo e excelente fonte de vitamina C. Além disso, pode ser fonte de magnésio

para mulheres (Tabela 2). Em relacdo aos macronutrientes, pode ser considerado boa fonte
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de carboidratos. Além disso, pode ser considerado boa fonte de proteinas para homens e
excelente fonte para mulheres (Tabela 2).

O produto desenvolvido fornece 3,0 mg de curcumina por por¢ao de whey protein
(30 g-1 scoop), o que corresponde a 2,9 % da ingestdo diaria adequada (IDA) média de 105
mg de curcumina/dia. Portanto, ndo pode ser considerado fonte de curcumina. Entretanto,
ressalta-se que a IDA para este composto corresponde a uma faixa de ingestdo de 0-3
mg/kg de peso corporal/dia (WHO, 2004), ou seja, qualquer ingestdo acima de zero pode
ser considerada benéfica, visto a circuma ndo ser considerada um alimento de consumo
habitual para os brasileiros (Cecilio-Filho et al., 2000).

A contribuicdo do CWPC-SD para os demais elementos quimicos foi pouco
expressiva, nao alcangando a recomendacdo minima de 5 % por porcdo para ser

considerada fonte desses nutrientes.

4. Conclusao

A vitamina C foi preservada em ambos os CWPC (SD e LE) desenvolvidos. O
aumento da capacidade antioxidante total foi observado em ambos os produtos. Nao foram
detectados carotenoides e riboflavina nas amostras. O CWPC produzido por secagem spray
drying apresentou composi¢ao centesimal caracteristica de WPC. Nao foram encontrados
elementos quimicos classificados como metais pesados nessa amostra.

De maneira geral, o CWPC-SD demonstrou menores perdas de compostos
fendlicos e curcumina. Além disso, demonstrou ser fonte de potassio e calcio, boa fonte de
fosforo e excelente fonte de vitamina C. Em relagdo aos macronutrientes, pode ser
considerado boa fonte de carboidratos, boa fonte de proteinas para homens e excelente
fonte para mulheres.

Diante do potencial antioxidante e nutricional do CWPC-SD desenvolvido no

presente estudo recomenda-se o consumo do produto por praticantes de atividade fisica.
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Figura 1-Fluxograma de producdo das amostras. Onde Cf: fator de concentra¢dao; CWPC-
LE: concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de circuma por meio de
secagem em leito de espuma; CWPC-SD: concentrado proteico de soro de leite adicionado

de extrato de curcuma por meio de secagem spray drying.
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Tabela 1. Ocorréncia e concentracdo de vitamina C, carotenoides, riboflavina, curcumina, compostos

fendlicos totais e capacidade antioxidante dos concentrados proteicos de soro de leite adicionados de

extrato de circuma secos por secagem spray dryer ¢ leito de espuma, em base umida.

Amostras
% de % de
Compostos Controle CWPC-LE CWPC-SD
perdas perdas
Vitamina C (mg de AA/100 g) 11,42+0,23% 11,49 +0,93% - 12,50 + 0,47 ** -
Carotenoides nd nd - nd -
Riboflavina (mg/100 g) nd nd - nd -
Curcumina (mg/100 g) 1,45+0,03*  0,87+0,12%° 40,0 1,10 = 0,22 24,13
Fenolicos totais (mg GAE/100 g) 7,00+ 0,00 2,00+ 0,00%° 71,43 4,00£0,01™ 57,14
6,00+ 0,00® 123,00 £ 0,29 182,00 £ 0,39 ™ -

Capacidade antioxidante (mmol trolox/100 g)

*Médiat desvio padrdo de quadruplicatas. Médias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas ndo diferem pelo Teste-t.

Médias seguidas de mesma letra maitiscula nas linhas ndo diferem pelo Teste de Dunnet (p <0,05). AA: acido ascorbico;

Controle: soro fluido, acrescido de extrato de clircuma e aroma de abacaxi; CWPC-SD: concentrado proteico de soro de leite

adicionado de curcuma obtido por spray dryer; CWPC-LE: concentrado proteico de soro de leite adicionado de circuma

obtido por leito de espuma; GAE: equivalentes de acido galico; nd: ndo detectado.
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Tabela 2. Potencial de contribuicio do CWPC-SD para o suprimento das
recomendacoes diarias de nutrientes para mulheres e homens na faixa etaria de 19 a
59 anos.

% de contribuicio® CWPC-SD % de contribuicio®
CWPC-SD
Nutrientes Porcio de 30 g
Porcido de 100 g  Mulheres Homens Mulheres Homem
(1 scoop)

Carboidratos 52¢g 40 40 156 ¢ 12 12
Proteinas 338¢ 73,5 60,4 10,14 g 22 18,1
Lipidios 36¢g 8,2 8,2 1,08 g 2,5 2,5
Vitamina C 113,64 mg 151,5 126,3 34,1¢ 45,5 37,9
Curcumina” 10 mg 9,5 9,5 3,0 mg 2,9 2,9
Fosforo 266,5 mg 38,1 38,1 79,95 mg 11,4 11,4
Potassio 1025 mg 21,8 21,8 307,50 mg 6,5 6,5
Cilcio 310 mg 317 31 93,00 mg 93" 9,3
Magnésio 57,5 mg 17,97 13,77 17,25 mg 54" 41"
Cobre 0,02 mg 2,2 2,2 0,01 mg 1,1 1,1
Ferro 0,91 mg 517 11,4 0,27 mg 1,5 3.4
Zinco 0,19 mg 2,4 1,7 0,06 mg 0,8 0,6
Manganés nd - - nd - -
Sédio 121 mg 8,1° 8,1° 36,3 mg 24" 24"
Cromo nd - - nd - -

% de contribui¢do calculado com base nas Recommended Dietary Allowance para adultos com idade entre 19 e 59
anos (Institute of Medicine, 2001,2005, 2011).

°Curcumina: baseou-se na IDA média de 1,5 mg/kg de peso/dia(considerando um individuode 70 kg) (WHO,
2004).

*Faixa etaria de 19-50, utilizada para calculo do percentual de contribuicdo de célcio e ferro (para mulheres).
**Faixa etaria de 31-70, utilizada para calculo do percentual de contribuig¢do de sodio para homens e mulheres.
CWPC-SD: concentrado proteico de soro de leite adicionado de curcuma obtido por spray dryer; nd: nao
detectado.
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RESUMO

Objetivou-se obter um concentrado proteico de soro de leite (WPC) adicionado de extrato
de ctircuma por spray dryer (CWPC) e caracterizar seus atributos tecnologicos. A analise
da morfologia e da distribuicdo do tamanho de particulas das amostras foi realizada por
meio de microscopia eletronica de varredura e por analisador de difragdo a laser acoplado
ao moddulo de andlise liquida. A colorimetria foi avaliada conforme a escala CIELa*b*. Os
espectros Raman foram obtidos por espectrometro FT-Raman. Os produtos obtidos, WPC
e CWPC, apresentaram morfologia esférica, particulada com pontos de aglomeragdo. A
adi¢dao de extrato de curcuma ndo modificou a estrutura dos pds (djp € dgg). O CWPC
apresentou direcionamento para a coloragdo amarela. As isotermas de sor¢do indicaram
ndo haver diferenga no formato da curva e que ambos absorvem a mesma magnitude de
agua. A presenga do extrato de curcuma no CWPC modificou o espectro Raman do WPC.
Deste modo, foi possivel desenvolver um CWPC com maior qualidade nutricional, sem
que fossem alteradas as caracteristicas morfoldgicas, estruturais e o estado amorfo do

WPC.

Palavras chave: secagem de alimentos; morfologia; isoterma de sor¢do; espectroscopia

Raman.

Abreviacoes

Cf fator de concentracao

CWPC concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de curcuma

d didmetro

IDA ingestao diaria aceitavel
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NF-kB fator nuclear kappa B

WPC concentrado proteico de soro de leite

SD spray dryer
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ABSTRACT

We aimed to obtain a whey protein concentrate (WPC) added with turmeric by spray dryer
(TWPC) and characterize its technological attributes. The morphology and particle size
distribution was performed by scanning electron microscopy and by laser diffraction
analysis coupled to the liquid analysis module. Colorimetry was evaluated according to
CIELa*b* scale. The Raman spectra were obtained by FT-Raman spectrometer. The
products obtained, WPC and TWPC, showed spherical, particulate morphology with
agglomeration points. The addition of turmeric extract did not modify the structure of the
powders (djp and dgp). TWPC showed targeting for yellow coloration. The sorption
isotherms indicated there was no difference in the shape of the curve and both absorbed the
same magnitude of water. The presence of turmeric extract in TWPC modified the WPC
Raman spectrum. Thus, it was possible to develop a TWPC with higher nutritional quality,

without altering the morphological, structural and amorphous characteristics of WPC.

Keywords: food drying; morphology; sorption isotherm; Raman spectroscopy.
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1. INTRODUCAO

O concentrado proteico de soro de leite (WPC), conhecido popularmente como
whey protein, tem sido estudado e inserido na alimentacdo de atletas e praticantes de
atividade fisica por conter grandes quantidades de aminoacidos de cadeia ramificada
(leucina, isoleucina e valina), peptideos bioativos e célcio, sendo considerado um produto
que apresenta propriedades fisioldgicas e funcionais que intensificam a hipertrofia (Patel,
2015; Souza, Palmeira, & Palmeira, 2015; Bergia, Hudson, & Campbell, 2018; Davies,
Carson, & Jakeman, 2018).

Estas proteinas tém sido ainda utilizadas como biopolimeros para aumentar a vida
de prateleira de moléculas sensiveis e direcionar a liberagdo de substancias
bioativas/nutricionais para o organismo, pela sua capacidade de formar geis e
microcapsulas sob condi¢des de aquecimento relativamente moderadas e sem a
necessidade de produtos quimicos, sendo um tipo de veiculo natural para componentes
bioativos (hidrofobicos e hidrofilicos) para aplicagdes médicas e alimentares (Awad,
Hassan, Farrag, El-Sayed, & Soliman, 2015; Hu, Jiang et al., 2018; Nishanthi,
Chandrapala, & Vasiljevic, 2018; Kou, Chen, Li, & Zhou, 2019).

A clircuma (Curcuma longa L.), da familia Zingiberaceae, ¢ uma espécie de planta
medicinal nativa da India e Sudeste Asiatico, sendo popularmente conhecida como
acafrdo-da-terra, curcuma, turmérico, agafrdo-da-india, acafroa e gengibre amarelo
(Canamares, Garcia-Ramos, & Sanchez-Cortes, 2006; Mohajeri, Behnam, Cicero, &
Sahebkar, 2017). Possui como seu principal componente fendlico a curcumina que,
quimicamente, ¢ um diferuloilmetano [1,7-bis(4-hidroxi3-metoxifenil)-1,6- heptadieno-
3,5-diona], constituida por duas moléculas de acido fertlico ligadas por uma ponte de

metileno formando um B-dicetona (Pereira & Stringheta, 1998; Cafamares, Garcia-Ramos,
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& Sanchez-Cortes, 2006; Teymouri, Pirro, Johnston, & Sahebkar, 2016; Mohajeri,
Behnam, Cicero, & Sahebkar, 2017).

Seu rizoma tem sido utilizado na industria alimenticia como corante, aromatizante e
como ingrediente no preparo de temperos, produtos processados ¢ em produtos lacteos
(Govindarajan, 1980; Apisariyakul, Vanittanakom, & Buddhasukh, 1995; Silva, Bolini, &
Antunes, 2004; Ricardo, 2014).

Recentemente, a curcumina comegou a ser estudada no meio esportivo devido ao
seu potencial antioxidante e anti-inflamatorio (Zhao et al., 2015). Entretanto, por ser
sensivel as condi¢des alcalinas, tratamento térmico, luz, ions metélicos, enzimas, oxigénio
e acido ascorbico, o seu encapsulamento vem sendo realizado com a finalidade de
melhorar a solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade (Hatcher, Planalp, Cho, Torti, &
Torti, 2008; Chin et al., 2009; Dar, Malik, Shahid-ul-Islam, Gull, & Hashmi, 2017).

A espectroscopia Raman oferece possibilidades analiticas para muitas areas de
producdo e controle de qualidade, especialmente aquelas que envolvem matrizes lacteas,
pode ser utilizada para varias finalidades. Stephani et al. (2017) realizaram uma associacao
entre espectroscopia Raman e quimiometria e verificaram que esta associagdo pode ser
considerada um método de triagem para analise de rotina ou controle de linha de produgao;
outros autores, por sua vez, utilizaram estes parametros para quantificar a quantidade de
lactose em soro em po (Norgaard et al., 2005).

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi obter um concentrado proteico
de soro de leite adicionado de extrato de circuma por spray dryer e caracteriza-lo quanto
aos seus atributos tecnoldgicos a fim de verificar se ha manutencao do estado amorfo da

lactose.
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2. MATERIAS E METODOS

2.1 Obtencao do extrato de curcuma e quantificacio da curcumina

A clircuma foi adquirida de produtores rurais da cidade de Vigosa, MG, Brasil. A
coleta das amostras se deu por diferentes pés, para obtengdo de uma amostra
representativa, sendo utilizado apenas o rizoma para condugdo deste estudo. O método
analitico para obten¢do e quantificacdo da curcumina foi baseado na NBR 13624 (Lara,

1984).

2.1.1 Obtencao do extrato de clircuma

O método analitico baseou-se na NBR 13624 (Lara, 1984) que tem como principio
a extragdo da curcumina com etanol, diluicdo e leitura espectrofotométrica, descrita a
seguir.

A ctircuma (higienizada e descascada) foi pesada, colocada em uma panela
doméstica, e sobre ela foi adicionada dgua (quantidade suficiente para cobrir a amostra). A
curcuma foi cozida por 20 minutos, marcados a partir do momento em que a agua entrou
em ebulicdo. Finalizada a cocg¢do, o conteudo da panela foi colocado em um recipiente até
que estivesse em temperatura ambiente.

Posteriormente, com o auxilio de um mixer vertical (Black&Decker® SB40),
triturou-se a curcuma cozida, sendo adicionado, aos poucos, alcool 70 % para a extragdo da
curcumina (quantidade suficiente para triturar a amostra). A mistura triturada foi tampada
com papel aluminio, e deixada em repouso por 4 horas.

Transcorrido esse periodo, a mistura (circuma, adgua e alcool) foi centrifugada
(Multi-purpose” centrifuge, NF 1200/1200R) a 6000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
foi transferido e filtrado a vacuo em funil de Biichner com papel de filtro e o alcool foi
evaporado a 70 °C + 1 °C por 20 minutos, em evaporador rotativo (QUIMIS® modelo

Q344.1) acoplado a bomba de vacuo (TECNAL® modelo TE058). O extrato foi
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armazenado em frasco ambar em freezer a -18°C + 1 °C para sua utilizacao na produgdo do
concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de curcuma (CWPC) e para as

analises nutricionais e tecnologicas.

2.1.2 Quantifica¢cdo da curcumina

A curcumina foi extraida por meio da metodologia da NBR 13624 (Lara, 1984).
Em baldes volumétricos de 100 mL, foram adicionados 0,10 g das seguintes amostras:
curcuma in natura, extrato de circuma e CWPC obtidos por spray drying. Nos baldes
foram adicionados, ainda, 60 mL de 4cido acético glacial. Os baldes foram tampados com
papel aluminio e colocados em banho metabélico (DUBNOFF®modelo MA-093) (180
rpm) a 90 °C durante 1 hora sob agitagdo. Em seguida, foram adicionados 2 g de acido
borico e 2 g de 4cido oxalico, sendo os baldes mantidos em banho metabolico por mais 10
minutos. Em seguida, foram retirados e deixados em repouso até atingirem a temperatura
ambiente. Posteriormente, seus volumes foram completados com acido acético glacial e foi
realizada a homogeneizagdao. Destes baldes, foram retirados 5 mL e transferidos para
baldes volumétricos de 50 mL, sendo seus volumes completados com &cido acético glacial.

A absorbancia foi medida em espectrofotometro Evolution 60S (Thermo
Scientific®, EUA) em comprimento de onda de 540 nm, tendo como branco o 4cido acético
e os demais reagentes sem adi¢do da amostra.

Para a construgdo da curva padrao de curcumina, foi dissolvido 0,10 g do padrao de
curcumina (Sigma-Aldrich®) em 4cido acético glacial, em baldo de 1000 mL, com auxilio
de calor. Desta solucao, foram pipetados 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10; 15; 20 ¢ 25 mL em baldes de
100 mL, e seus volumes foram completados com acido acético glacial. As absorbancias

foram lidas em comprimento de onda de 540 nm para a constru¢ao da curva analitica.
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2.2 Obten¢ao do concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de
curcuma

Foram produzidos um concentrado proteico de soro de leite (WPC) e um
concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de carcuma (CWPC) (Figura
1).

O calculo da quantidade de extrato de curcuma a ser adicionada ao WPC foi
baseado na ingestao diaria aceitavel (IDA) de curcumina de 0-3 mgkg de peso
corporal/dia (WHO, 2004).

Foi desenvolvido um produto com adi¢do de 3,6 mg de curcumina (por¢ao de 30 g
de whey protein). Uma vez que a curcuma apresenta sabor forte e pungente (caracteristico),
adicionou-se aroma artificial de abacaxi (composic¢ao: agucar, amido de milho, acidulante,
aromatizante artificial, corantes artificiais: amarelo tartrazina e amarelo crepusculo) ao
produto desenvolvido, para melhor aceitagdo. Para cada 3 g de CWPC, foi acrescido 1 g do
aroma artificial em po de abacaxi, quantidade esta calculada de acordo com as orienta¢des
da embalagem do produto.

O soro foi ultrafiltrado (ultrafiltrador, GEA®) no laticinio Sérvulo, localizado em
Senador Firmino — MG, Brasil. O retentado foi seco na Universidade Federal de Vigosa -
MG (INOVALEITE — Departamento de Tecnologia de Alimentos), em spray dryer
(GEA®, modelo Minor Production) com temperatura do ar de entrada de 180 °C + 1 °C ¢
temperatura do ar de saida de 85 °C + 2 °C. Anteriormente a secagem, o retentado foi
dividido em duas partes, sendo a primeira parte seca diretamente no spray dryer (WPC).
Na segunda fracdo do retentado, foi adicionado o extrato de clrcuma, com posterior
secagem em spray dryer para obtengao do concentrado proteico de soro de leite adicionado

de extrato de curcuma (CWPC).
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Em seguida, foram realizadas analises para caracteriza¢ao do extrato de circuma e
dos pos (WPC-controle ¢ CWPC-SD) na Universidade Federal de Juiz de Fora, MG

(QUIMTEC/NEEM - Departamento de Quimica).

2.3 Microscopia eletronica de varredura

Foi obtida a caracterizacdo da morfologia (imagens x200) da circuma in natura e
do seu extrato, ambos liofilizados (Labconco®, FreeZone 2.5 Plus), assim como dos pos
(WPC, CWPC) por meio da Microscopia Eletrénica de Varredura (Hitachi®, TM3000,

Hitachi Ltd., Tokyo, Japan).

2.4 Distribuiciao do tamanho de particula dos WPC desenvolvidos, reidratados por

difracao a laser

A distribui¢do do tamanho das particulas foi realizada por meio do analisador de
difragdo a laser Beckman Coulter LS 13 320 (Beckman Coulter®, Miami, FL, EUA)
acoplado ao moédulo de analise liquida (Aqueous liquid module, Beckman Coulter”,
Miami, FL, EUA). As amostras foram adicionadas na forma liquida (extrato de circuma) e
na forma de p6 (WPC e CWPC), sem prévia reidratacdo, lentamente e em quantidades
suficientes no reservatorio do modulo de andlise liquida contendo agua a temperatura
ambiente visando obter nivel de obscurescéncia. Os dados foram coletados na regido de
0,375 pm a 2000 um com tempo de cada coleta estabelecido em 90 segundos, sendo estas
coletas realizadas ao longo de cinco diferentes tempos (1,5; 3,0; 4,5; 6,0 € 7,5 minutos).

Os resultados foram obtidos utilizando a aproximagdo de Fraunhofer visando a
observacao da solubilidade total. Os dados foram representados pelo % de volume ocupado
pelas particulas em fun¢do do seu tamanho. Com o software Beckman Coulter (Particle

Characterization), versao 5.03, foi realizada a analise estatistica dos dados obtidos.
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2.5 Analise colorimétrica

A cor dos poés foi mensurada utilizando espectrofotometro (CM-5, Konica
Minolta®, Osaka, Japdo) operando de acordo com a escala CIELa*b*. O sistema de cores
CIELa*b* emprega trés ordenadas, em que L* refere-se a luminosidade do objeto avaliado,
a* ¢ a medida do croma no eixo vermelho-verde e b* fornece a medida do croma no eixo
amarelo-azul. Em termos mais compreensiveis, a coordenada L* representa quanto mais
clara ou mais escura ¢ a amostra, com valores variando de 0 (totalmente preta) a 100
(totalmente branca). A coordenada a* pode assumir valores de —80 (verde) a +100
(vermelha); e a coordenada de cromaticidade b* pode variar de —50 (azul) a +70 (amarela).
O modelo dispositivo de separagdo espectral foi o de grade de difragdo planar empregando-

se o SCI (specular component included), faixa de medicao de refletancia e comprimento de

onda de 360 até 740 nm (Minolta, 2007; Gadonski et al., 2018).
2.6 Isoterma de sorc¢ao

A andlise de isoterma foi realizada a 25 °C por meio do equilibrio entre as amostras
e diferentes solucdes saturadas de sais em dessecadores apds 21 dias da entrada das
amostras de WPC e CWPC nos dessecadores. Os sais utilizados para o preparo das
solugdes saturadas e as respectivas atividades de agua foram: LiCl (0,112); KC,H;0;

(0,226): K,CO; (0,438); Mg(NOs), (0,544); NH4NO; (0,620); NaCl (0,753).

2.7 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman do extrato de curcuma (liquido), do WPC-Controle, ¢ do
CWPC foram obtidos utilizando um espectrometro FT-Raman (Bruker”, modelo RFS 100)
equipado com detector Ge refrigerado com nitrogénio liquido e um /aser Nd: YAG com
uma linha de excitacao a 1064 nm. Um feixe de 90 mW foi focado na amostra. Para todos

0s espectros, obteve-se uma boa relacdo sinal / ruido realizando uma média de 512
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varreduras, as quais foram coletadas com uma resolugdo espectral de 4 cm™. A aquisicio

dos espectros Raman foi realizada pelo software OPUS 6.0 (Almeida et al. 2011).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Contetido de curcumina no extrato de circuma

O extrato de ciircuma apresentou 12 g de curcumina/100 g de amostra e a circuma
(rizoma) apresentou 1,01 g de curcumina/100 g de amostra (dados em base seca). Nossos
achados para o rizoma da circuma foram menores que os encontrados por Cecilio-Filho,
Souza, Braz, & Tavarez (2000), que relataram ter o rizoma da circuma uma concentracao
de 2,8 a 8 g de curcumina/100 g (em base seca).

Outros autores encontraram entre 2,5 ¢ 5 g de curcumina/100 g de circuma em base
seca (Govindarajan, 1980; Deogade, & Ghate, 2015). A composi¢do quimica encontrada
no rizoma da circuma ¢ influenciada por varios fatores tais como: regido de plantio, tipo
de solo, tipo de plantio, clima, adubagdo, disponibilidade hidrica, estddio de maturacao e
época de colheita da curcuma (Cecilio-Filho, Souza, Braz, & Tavarez 2000; Martins et al.,
2011).

Nao foram encontrados na literatura estudos que analisaram a concentracdo de

curcumina em extrato de circuma, tornando impossivel a comparacao dos dados.

3.2. Microscopia eletronica de varredura e analise colorimétrica

A clrcuma e seu extrato apresentaram morfologia semelhante entre si (Figura 2-A e
2-B), com particulas nao esféricas e aglomeradas, compativel com a morfologia da
curcumina (Thorat & Dalvi, 2014). J& os WPC e o CWPC obtidos apresentaram
morfologia esférica (irregular), particulada com pontos de aglomeracao (interligadas), sem
fissuras aparentes (Figura 2-C e 2-D). Estas caracteristicas sdo semelhantes a de produtos

obtidos por spray dryer de unico estagio, o que facilita o encapsulamento (Sierra,
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Schumann, & Kulozik, 2013; Beran, Drahorad, Vltavsky, Urban, & Laknerova, 2018; Xu
et al., 2018). Alves et al. (2017), ao encapsularem extratos de carotenoides de pequi
utilizando o mesmo método de secagem, em trés diferentes temperaturas de secagem (150,
170 e 190 °C), encontraram as mesmas semelhangas na morfologia. As superficies
irregulares nas particulas esféricas das amostras secas por pulverizagdo podem ser
atribuidas ao seu encolhimento durante o processo de secagem (Janiszewska, & Witrowa-
Rajchert, 2009). A auséncia de fissuras e quebras nas microesferas desempenha papel
fundamental na garantia de maior protecdo e retencdo do extrato microencapsulado
(Mendes, 2012). Outra caracteristica importante ¢ a formacdo de aglomerados, isto ¢, a
ocorréncia de pequenas particulas localizadas na superficie de particulas maiores. Esta
caracteristica fornece um composto microencapsulado com estabilidade reforgada, pois as
particulas externas protegem as internas e, consequentemente, os seus pigmentos (Mendes,
2012). A adigdo do extrato de ciircuma ndo alterou a morfologia dos pos, indicando que
ndo ocorreu mudanca nas propriedades de adesdo entre as particulas, além de ndo ter
ocasionado mudanga significativa na tendéncia a absor¢do de umidade, fatores que
produzem modificagdes na morfologia dos pds obtidos em spray dryer (Torres et al., 2017,
Zafar, Vivacqua, Calvert, Ghadiri, & Cleaver 2017; Juarez-Enriquez et al., 2019).

Na Figura 2 também sdo apresentadas imagens macroscopicas dos pos de WPC
(Figura 2-E) e CWPC (Figura 2-F), assim como seus respectivos resultados da andlise
colorimétrica. O WPC apresentou maior luminosidade (L*) quando comparado ao CWPC
(94,44 e 92,80, respectivamente), indicando que o primeiro ¢ mais claro que o segundo. Na
analise da ordenada (a*), eixo vermelho-verde, o WPC obteve resultado positivo (0,26),
inferindo maior direcionamento da cor para o vermelho. Em contrapartida, o CWPC obteve
resultado negativo (-5,70), demonstrando maior direcionamento de cor para o verde. Por

fim, na analise da ordenada (b*), eixo amarelo-azul, tanto o WPC (9,15) quanto o CWPC
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(35,97) apresentaram resultados positivos, sugerindo direcionamento para o amarelo.
Entretanto, destaca-se que o CWPC apresentou maior valor de b* (35,97), demonstrando
ter maior direcionamento para a regiao amarela. As diferencas dos valores L*, a*, b* entre
o WPC e o CWPC sao resultado da adicao do extrato de curcumina, que ¢ um corante
amarelo-laranja natural (Custdédio, 2014; Gadonski, Feiber, de Almeida, Naufel, &
Schmitt, 2018).

Diante destes resultados, verifica-se que a adigdo do extrato ndo alterou as
caracteristicas do WPC, o que permite concluir que a curcumina foi encapsulada. Desta
forma, ¢ possivel reduzir as interagdes do nucleo das particulas com fatores ambientais,
retardando alteracdes que podem resultar em perdas dos compostos bioativos do extrato de

curcuma adicionado ao WPC.

3.3 Distribuicdo do tamanho de particulas e isortema de sorcio dos WPC

desenvolvidos

A distribui¢ao do tamanho das particulas no WPC e CWPC indica que a adigdo de
extrato de curcuma ao retentado ndo modificou a estrutura dos pos, uma vez que os
tamanhos médios das particulas, d;op € doo (Tabela 1), ndo apresentaram diferenca entre si
para os tratamentos com e sem adi¢do de ciircuma. Ressalta-se que o volume de particulas
com tamanho inferior a 1 um (Tabela 1), juntamente com os valores de tamanho médio, d;o
e dgo, indicam que nao existe diferenca no processo de reidratacdo dos poés de WPC e
CWPC, uma vez que a determinagdo do volume das particulas foi realizada em moddulo
liquido.

A curcumina ¢ um agente lipofilico e insolivel em &agua por sua natureza
hidrofobica (Chin et al., 2009, Shehzad, Qureshi, Anwar, & Lee, 2017). Desta forma, sua
acdo bioldgica em meio aquoso ¢ limitada, devido a baixa solubilidade, estabilidade e

biodisponibilidade (Liang et al., 2009; Awad, Hassan, Farrag, El-Sayed, & Soliman, 2015).
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A B-lactoglobulina (uma das principais proteinas do leite), por sua vez, possui
afinidade com a curcumina, formando um complexo durante o encapsulamento capaz de
aumentar sua solubilidade e estabilidade por meio de interacdes hidrofilicas (Sneharani,
Karakkat, Singh, & Rao, 2010; Awad, Hassan, Farrag, El-Sayed, & Soliman, 2015).

Os resultados da analise granulométrica mostram, ainda, que ambas as amostras
estdo na faixa de diametros comumente produzidos pelo processo de spray drying, que
varia de 10 a 250 um (Thomas, Scher, Desobry-Banon, & Desobry, 2004). Valores abaixo
de 10 um possuem efeitos negativos sobre a molhabilidade dos pos (Ilari, & Mekkaoui,
2005).

As isotermas de sor¢do do WPC e do CWPC indicam que nao existe diferenca no
formato da curva e que ambos absorvem a mesma magnitude de 4gua quando expostos a
diferentes umidades relativas do ar (Figura 3). Este comportamento possibilita extrapolar
que a adicao do extrato de circuma ao WPC ndo afeta a higroscopicidade do p6, podendo,
desta forma, manter o mesmo prazo de validade do WPC. De acordo com Kog et al.
(2010), isotermas de sor¢cdo de umidade dos alimentos fornecem informagdes criticas que
podem ser usadas na previsao do prazo de validade.

Como a curcumina possui baixa solubilidade, pelo seu carater hidrofobico, caso ela
ndo estivesse encapsulada, a capacidade de molhabilidade do CWPC desenvolvido seria
afetada. Desta forma, € possivel afirmar que a adi¢ao do extrato de circuma nao modificou
a estrutura dos pos e nao afetou a capacidade de molhabilidade do WPC. Com isso, ¢
possivel afirmar que a curcumina foi encapsulada.

3.4 Espectroscopia Raman

O espectro de extrato de curcuma demonstra um pico proximo a 1600 cm™ (Figura

4). Este achado corrobora com o encontrado por Mangolim et al. (2014), ao avaliarem por

espectroscopia Raman o encapsulamento da curcumina por meio de adicdo de
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oligossacarideo (B-ciclodextrina), sendo este espectro relacionado a aneis aromaticos.
Segundo Kolev et al. (2005), geralmente as bandas entre 880 e 710 cm™ podem ser
atribuidas a diferentes movimentos aromaticos e esqueléticos fora do plano COH (o que
pode explicar o pico em 880 cm™ no espectro de CWPC).

O perfil espectral Raman, entre 2935 cm! e 2888 cm'l, corrobora com a literatura,
demonstrando claramente algumas caracteristicas Raman, com bandas espalhadas para as
vibragoes de estiramento C-H, caracteristicos de WPC demonstrando o estado amorfo da
lactose Figura 4-A (Almeida et al., 2011; Stephani et al., 2017). Mudancas na estrutura da
lactose constituem a principal modificacao fisica dos pos lacteos e podem levar a outras
mudangas durante o armazenamento do produto. A lactose € o componente mais abundante
do soro de leite; durante e apds a remocao da agua por secagem por pulverizacao, a lactose
encontra-se num estado amorfo altamente higroscopico (Stephani et al., 2017). Desta
forma, a manuten¢do de seu estado amorfo no produto desenvolvido era necessaria para
garantir a qualidade do produto desenvolvido.

A presenga de curcumina nos pés de CWPC modificou o espectro Raman do WPC
(Figura 4-C). Esta pequena modifica¢do pode ser explicada pelo fato de que, nesta regido
espectral, do extrato de clrcuma, observaram-se os grupamentos C-H (Figura 4-B).
Portanto, ndo houve alteragdo do seu estado amorfo no CWPC, assim, o pd permaneceu
encapsulado (Almeida et al., 2011; Mohan, Sreelakshmi, Muraleedharan, & Joseph, 2012;

Mangolim et al., 2014; Stephani et al., 2017).

4, CONCLUSAO

A adi¢do do extrato de circuma ndo alterou a morfologia dos pos, indicando que

ndo ocorreu mudanga nas propriedades de adesdo entre as particulas, além de ndo ter
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ocasionado mudanga significativa na tendéncia de absor¢do de umidade. Portanto, a adi¢ao
do extrato de ctircuma ao WPC nao afetou a higroscopicidade do po.

De acordo com a analise colorimétrica, o CWPC apresentou direcionamento para a
coloragdo amarela. A presenca de curcumina no CWPC ocasionou pequena modificagao do
espectro Raman, sem alteracdo do estado amorfo da lactose. Portanto, conclui-se que a
curcumina foi encapsulada podendo, desta forma, ser um potencial produto com agao

antioxidante para consumidores de whey protein.
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Figura 4. Espectroscopia Raman: (A) Concentrado proteico de soro de leite; (B) extrato de

curcuma; (C) concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de ciircuma.

Tabela 1. Resultados da analise granulométrica do extrato de circuma, WPC e do

CWPC secos por meio da secagem spray dryer.

Extrato de Circuma WPC CWPC
Média (um) 38,61 13,99 12,92
Desvio-padrao (um) 36,62 26,31 21,83
dyp (nm) 1,14 1,44 1,58
dgo(pm) 97,52 45,77 40,25
<1 pm (% volume) 8,41 2,23 2,78

WPC: Concentrado proteico de soro de leite; CWPC: concentrado proteico de soro de leite adicionado de
extrato de ciircuma; d: didmetro da particula.
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RESUMO

Objetivou-se desenvolver e caracterizar dois concentrados proteicos de soro de leite
(WPC) adicionados de extrato de circuma (CWPC) obtidos por spray drying (SD) e leito
de espuma (LE). Andlises tecnoldgicas (morfologia, distribui¢do do tamanho de particulas,
espectroscopia Raman e balango de energia) e nutricionais (compostos fendlicos totais,
curcumina e capacidade antioxidante) foram realizadas. O CWPC-SD manteve as
caracteristicas tecnoldgicas, além de apresentar menores perdas de curcumina e fenolicos
totais quando comparado ao CWPC-LE. Houve aumento da capacidade antioxidante em
ambos os pos desenvolvidos. A curcumina adicionada no whey protein seco por spray
dryer foi encapsulada, protegendo, desta forma, os compostos bioativos do produto

desenvolvido.

Palavras chave: morfologia; balango energético; espectroscopia Raman; curcumina;

capacidade antioxidante.
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ABSTRACT

The objective of this study was to develop and characterize two whey protein concentrate
(WPC) added with turmeric extract (TWPC) obtained by spray drying (SD) and foam mat
drying (FMD). Technological analyzes (morphology, particle size distribution, Raman
spectroscopy and energy balance) and nutritional analyzes (total phenolic compounds,
curcumin and antioxidant capacity) were performed. TWPC-SD maintained its
technological characteristics and showed lower losses of curcumin and total phenolics
when compared to TWPC-FMD. There was an increase in antioxidant capacity in both
developed powders. The curcumin added to whey protein obtained by spray dryer was

encapsulated, thus protecting the bioactive compounds in the developed product.

Keywords: morphology; energetic balance; Raman spectroscopy; curcumin; antioxidant

capacity.
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1. Introducao

A curcuma (Curcuma longa L.), também conhecida como agafrio-da-terra,
gengibre amarelo e agafrio-da-india, ¢ uma espécie de planta medicinal nativa da India e
Sudeste Asiatico.l" % Seu rizoma ¢ a parte mais utilizada na industria alimenticia como
corante, aromatizante e como ingrediente no preparo de temperos e em produtos
processados, inclusive em produtos lacteos. >+ !+ 6!

Esta planta apresenta como principal componente fitoquimico o composto
polifendlico conhecido como curcumina.'’* A curcumina é um pigmento amarelo,
formado por um radical hidroxila que pode disponibilizar hidrogénio, reduzindo a agdo de
oxidantes sendo, portanto, o principal componente ativo obtido do rizoma da circuma,

(1721 Multiplas agdes biologicas

derivada de um composto fendlico chamado acido ferulico.
e farmacolodgicas sdo documentadas para a curcumina, incluindo agdo antimicrobiana,
antiinflamatdria, antioxidante (mecanismos de eliminagdo de radicais livres e metais
quelantes), analgésica, hipoglicémica, cardioprotetora.’***]

Os compostos fendlicos sdo antioxidantes presentes em fontes vegetais que, em
pequenas concentragcdes, em comparacao ao substrato oxidavel, retardam ou previnem
significativamente o inicio ou a propagacio da cadeia de reacdes de oxidagdo.!'™'l A
curcuma age na protecao dos componentes celulares e processos oxidativos, combatendo
radicais livres, promovendo, assim, o equilibrio entre os compostos pro-oxidantes e
antioxidantes.!'”

As proteinas do soro sdo extraidas durante o processo de fabricagao do queijo ou
por sistemas de separacdo por membranas e, atualmente, vém sendo utilizadas como
suplementagdo proteica, apoiando o ganho de condicionamento fisico de praticantes de

13,14,15,16,17,18]

atividade fisica e atletas.! Seus beneficios incluem: aumento de acdes
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fisiologicas, melhora na capacidade imunomoduladora, fun¢do antibacteriana, efeito na
prevencao da obesidade e acao antioxidante.!'™*!

Hé um interesse no uso destas proteinas do soro do leite como biopolimeros para
aumentar a vida de prateleira de moléculas sensiveis e direcionar a liberagao de substancias
bioativas/nutricionais para o organismo, pela sua capacidade de formar geis e
microcapsulas sob condigoes de aquecimento relativamente moderadas e sem a
necessidade de produtos quimicos, sendo um tipo de veiculo natural para componentes
bioativos (hidrofdbicos e hidrofilicos) para aplicagdes médicas e alimentares.2*2!2%%]

Como a curcumina ¢ sensivel as condi¢oes alcalinas, tratamento térmico, luz, ions
metalicos, enzimas, oxigénio e acido ascorbico, o seu encapsulamento vem sendo realizado
com a finalidade de melhorar a solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade, de forma a
exibir a sua agdo bioldgica.[***>!

Desta forma, o desenvolvimento de whey protein concentrate (WPC) adicionado de
circuma, que encapsule a curcumina como forma de potencializar os beneficios
nutricionais, incluindo a acdo antioxidante de ambos, seria um produto com potencial
mercadoldgico. Dentre os métodos de secagem utilizados na secagem de alimentos, pode-
se destacar a secagem via spray drying (SD) e a secagem via leito de espuma (LE). Tais
métodos apresentam diferencas entre si (Tabela 1), podendo afetar a caracteristica fisico-
quimica, composicional, estrutural e nutricional do po.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi desenvolver e caracterizar dois WPC
adicionados de extrato de carcuma (CWPC) obtidos por secagem em spray drying e leito
de espuma, a fim de verificar qual dos métodos € o mais eficiente em relacdo a parametros

tecnologicos e quanto aos compostos fendlicos (totais e curcumina) e a capacidade

antioxidante deste produto.
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2. Materiais e métodos
2.1 Obtencao do extrato de circuma

A curcuma foi adquirida de produtores rurais da cidade de Vigosa, MG, Brasil. A
coleta das amostras se deu por diferentes pés, para obtencdo de uma amostra
representativa, sendo utilizado apenas o rizoma para conducao deste estudo. O método
analitico baseou-se na NBR 136245% que possui como principio a extragdo da curcumina
com etanol, diluicdo e leitura espectrofotométrica, descrita a seguir.

A clrcuma (higienizada e descascada) foi pesada, colocada em uma panela
doméstica, e sobre ela foi adicionada dgua (quantidade suficiente para cobrir a amostra). A
curcuma foi cozida por 20 minutos, marcados a partir do momento em que a agua entrou
em ebuli¢do. Finalizada a cocg¢do, o conteudo da panela foi colocado em um recipiente até
que estivesse em temperatura ambiente.

Posteriormente, com o auxilio de um mixer vertical (Black&Decker® SB40),
triturou-se a ciircuma cozida, sendo adicionado, aos poucos, alcool 70 % para a extragdo da
curcumina (quantidade suficiente para triturar a amostra). A mistura triturada foi tampada
com papel aluminio, e deixada em repouso por 4 horas.

Transcorrido esse periodo, a mistura (clrcuma, agua e alcool) foi centrifugada
(Multi—purpose® centrifuge, NF 1200/1200R) a 6000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
foi transferido e filtrado a vacuo em funil de Biichner com papel de filtro e o alcool foi
evaporado a 70°C + 1°C por 20 minutos, em evaporador rotativo (QUIMIS® modelo
Q344.1) acoplado a bomba de vacuo (TECNAL® modelo TE058). O extrato foi
armazenado em frasco ambar em freezer a -18°C + 1°C para sua utilizagdao na produgdo do
concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de curcuma (CWPC) e para as

analises nutricionais e tecnologicas.
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2.2 Obten¢dao do concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de

curcuma

Foram produzidos um concentrado proteico de soro de leite (WPC) e um
concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de ctircuma (CWPC), por meio
de dois métodos de secagem: spray drying (CWPC-SD) e leito de espuma (CWPC-LE),
(Figura 1).

Foi desenvolvido um produto com adi¢ao de 3,6 mg de curcumina (porcao de 30 g
de whey protein). Uma vez que a circuma apresenta sabor forte e pungente (caracteristico),
adicionou-se aroma artificial de abacaxi (composicao: agtcar, amido de milho, acidulante,
aromatizante artificial, corantes artificiais: amarelo tartrazina e amarelo crepusculo) ao
produto desenvolvido, para melhor aceitagdo. Para cada 3 g de CWPC, foi acrescido 1 g do
aroma artificial em p6 de abacaxi, quantidade esta calculada de acordo com as orientagdes
da embalagem do produto.

Para o célculo da quantidade de extrato de circuma a ser adicionada ao WPC,
considerou-se a média da ingestdo diaria aceitavel (IDA) de curcumina de 0-3 mg/kg de
peso corporal/dia.[33 ]

O soro foi ultrafiltrado (ultrafiltrador, GEA®) no laticinio Sérvulo, Senador
Firmino— MG, Brasil, sendo o retentado dividido em duas fragdes, sendo cada uma delas
utilizada para secagem em cada um dos métodos supracitados.

Os procedimentos de secagem foram conduzidos na Universidade Federal de
Vigosa — MG, Brasil (INOVALEITE — Departamento de Tecnologia de Alimentos). Em
seguida, foram realizadas analises para caracterizacdo do extrato de curcuma e dos pos na
Universidade Federal de Juiz de Fora, MG (QUIMTEC/NEEM - Departamento de

Quimica).
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A atividade de 4gua (a,) foi monitorada durante as secagens do CWPC pelos dois
métodos de secagem, a 25 °C por meio do thermohigrometro Aqualab (Decagon®™ 3TE,
Decagon Devices Inc., USA). A atividade de agua foi aferida ao longo da secagem, a cada
hora (em duplicatas) até a obtengdo de a,= 0,20 £ 0,1 durante a secagem em leito de
espuma, entretanto na secagem spray dryer, a analise da a,, foi realizada apenas ao final da
secagem, visto que o método ndo permite acesso a amostra sem que seja desligado o
equipamento.**

Além disso, para que fosse possivel a comparagdo entre os dois métodos de
secagem, a sonda do termohigrometro HygroPalm22-A (Rotronic”, Bassersdorf, Suiga) foi
posicionada nos dois secadores utilizados nos dois métodos de secagem (spray dryer e
leito de espuma) para monitorar a temperatura (°C), umidade relativa (%) e umidade

absoluta (kg de 4gua/kg de ar seco) no ar de entrada e saida.””

2.2.1 Spray drying

O procedimento de secagem foi conduzido em spray dryer modelo MSDi 1.0
(Labmaq® do Brasil) equipado com um bico de pulverizagdo de 1 mm de didmetro.

Em um béquer de plastico foi pesado o soro de leite, sendo adicionado a ele o
extrato de clircuma. As taxas de ar e de fluxo de produto, bem como a temperatura do ar,
foram definidas mediante testes iniciais. A vazdo utilizada na secagem foi de 1 kg/h,
temperatura do ar de entrada de 180 °C = 1 °C e temperatura do ar de saida 85 °C + 2
°C.BP* Apés este periodo de secagem (1 kg/h), o material seco foi removido do
equipamento com auxilio de espatulas de plastico. O pd foi armazenado em embalagens

plasticas, envolvidas com papel aluminio e armazenadas em freezer a -18 °C + 1°C.
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2.2.2 Leito de espuma

O procedimento de secagem foi conduzido em um desidratador de alimentos
modelo PD-15 (Polidryer®). Inicialmente, pesou-se o retentado, sendo adicionado a ele o
extrato de curcuma. Em seguida, adicionou-se, entdo, 8% do agente emulsificante
(informacgdes do fabricante: composto por 20 % de carboidratos e 26 % lipidios) em
relagio ao peso do soro de leite fluido.”® Com o auxilio de uma batedeira doméstica
(Philips Wallita), a mistura foi homogeneizada por 20 minutos, na velocidade méxima, até
a obten¢do de uma espuma consistente.

A espuma obtida foi disposta em bandejas de aluminio cobertas com papel
manteiga, sendo estas encaixadas na secadora na temperatura de 70 °C. As bandejas foram
mantidas no equipamento até o momento em que toda a espuma fosse convertida em po6 (9
horas, em média). Neste momento, o material seco foi removido das bandejas com auxilio
de espatulas de pléstico. O p6 foi armazenado em embalagens plasticas, envolvidas com

papel aluminio e armazenadas em freezer a -18 °C £ 1 °C.
2.3 Microscopia eletronica de varredura

Foi obtida a caracterizagdo da morfologia (imagens x500) (Labconco®, FreeZone
2.5 Plus) do WPC e dos produtos desenvolvidos por meio da adi¢do do extrato de circuma:
CWPC-SD e CWPC-LE por Microscopia Eletronica de Varredura (Hitachi®, TM3000,

Hitachi Ltd., Tokyo, Japan).

2.4 Distribuicao do tamanho das particulas dos CWPC desenvolvidos, reidratados por

difracao a laser

A distribuicdo do tamanho das particulas foi obtida com o uso do analisador de

difragdo a laser Beckman Coulter LS 13 320 (Beckman Coulter®, Miami, FL, EUA)
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acoplado ao modulo de analise liquida (Aqueous liguid module, Beckman Coulter”, Miami,
FL, EUA). As amostras foram adicionadas na forma liquida (extrato de curcuma) e na
forma de p6 (WPC, CWPC-SD e CWPC-LE), sem prévia reidratacdo, lentamente e em
quantidades suficientes no reservatoério do modulo de andlise liquida contendo agua a
temperatura ambiente visando obter nivel obscurescéncia. Os dados foram coletados na
regido de 0,375um a 2000um com tempo de cada coleta estabelecido em 90 segundos,
sendo que tais coletas foram realizadas ao longo de cinco diferentes tempos (1,5; 3,0; 4,5;
6,0 e 7,5 minutos). Os resultados foram obtidos utilizando a aproximag¢do de Fraunhofer
visando a observacdo da solubilidade total. Os dados foram representados pelo %
(percentual) de volume ocupado pelas particulas em funcdo do seu tamanho. Com o
software Beckman Coulter (Particle Characterization) versdo 5.03 foi realizada a andlise

estatistica dos dados obtidos.
2.5 Balanco de energia

O balango de energia foi realizado a fim de verificar a energia minima consumida
por cada equipamento durante a producdo do CWPC por meio da secagem em leito de

espuma e spray drying e comparar o desempenho energético dos secadores.
2.6 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos para as seguintes amostras: WPC, extrato de
curcuma (liquido), CWPC-SD e CWPC-LE, utilizando um espectrometro FT-Raman
(Bruker®, modelo RFS 100) equipado com detector Ge refrigerado com nitrogénio liquido
e um laser Nd: YAG com uma linha de excitacdo a 1064 nm. Um feixe de 90 mW foi
focado na amostra. Para todos os espectros, obteve-se uma boa relagdo sinal / ruido

realizando uma média de 512 varreduras, as quais foram coletadas com uma resolucao
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espectral de 4 cm™. A aquisi¢do dos espectros Raman foi realizada pelo software OPUS

6.0.27

2.7 Quantificacdo da curcumina

4.2 Em baldes

A curcumina foi extraida por meio da metodologia da NBR 1362
volumétricos de 100 mL, foram adicionados 0,10 g das seguintes amostras: extrato de
curcuma, CWPC-SD, CWPC-LE e controle (mistura de soro fluido, acrescido do extrato
de curcuma e aroma de abacaxi na mesma quantidade adicionada no CWPC desenvolvido)
em base umida. Nos baldes foram adicionados, ainda, 60 mL de acido acético glacial. Os
baldes foram tampados com papel aluminio e colocados em banho metabolico
(DUBNOFF® modelo MA-093) (180 rpm), 90 °C durante 1 hora. Em seguida, foram
adicionados 2 g de 4cido borico e 2 g de acido oxalico, sendo os baldes mantidos em banho
metabolico por mais 10 minutos. Em seguida, foram retirados, sendo deixados em repouso
até atingirem a temperatura ambiente. Posteriormente, seus volumes foram completados
com acido acético glacial e foi realizada a homogeneizagdo. Destes baldes, foram retirados
5 mL e transferido para baldes volumétricos de 50 mL, sendo seus volumes completados
com 4cido acético glacial.

A absorbancia foi medida em espectrofotometro Evolution 60S (Thermo
Scientific®, EUA) em comprimento de onda de 540 nm, tendo como branco o acido acético
e os demais reagentes sem adi¢ao da amostra.

Para a constru¢do da curva analitica de curcumina, foi dissolvido 0,10 g do padrao
curcumina (Sigma-Aldrich®) em 4cido acético glacial, em baldo de 1000 mL, com auxilio
de calor. Desta solucao, foram pipetados 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10; 15; 20 ¢ 25 mL em baldes de
100 mL, seus volumes foram completados com acido acético glacial. As absorbancias

foram lidas em comprimento de onda de 540 nm para a constru¢ao da curva analitica.
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2.8 Determinacio dos compostos fenolicos totais

2.8.1 Obtencao dos extratos

Para preparo dos extratos, foram pesados 2 g de extrato de curcuma ou 2 g da
amostra controle (mistura de soro fluido, acrescido do extrato de circuma e do aroma de
abacaxi na mesma quantidade adicionada no CWPC desenvolvido) em base umida. Para os
CWPC, pesou-se 1,78 g de agua destilada e 0,22 g de amostra em p0, totalizando 2 g (em
base umida). A amostra, foram adicionados 20 mL de solugdo de extragdo composta de
acetona: agua (70:30 v/v), sendo a mistura submetida a agitacdo em banho metabdlico
(DUBNOFF modelo MA-093) (180 rpm, por 15 minutos). As amostras foram
centrifugadas (Multi-purpose” centrifuge, NF 1200/1200R, 14000 rpm, por 15 minutos).
As fragdes do sobrenadante foram filtradas em papel de filtro e os volumes completados
para 20 mL com acetona 70%. Os extratos foram armazenados em frascos ambar e
armazenados em freezer a -18 °C = 1°C. Aliquotas dos extratos foram utilizadas para a

estimativa de fenolicos totais e capacidade antioxidante. **

2.8.2 Estimativa da concentracao de fenoélicos totais

A concentragdo de fendlicos totais nos extratos foi estimada utilizando o reagente
de Folin-Ciocalteu."”'Foram adicionados em tubos de ensaio 500 pL do extrato, 500 pL de
reagente de Folin-Ciocalteau a 20% diluido em agua (Sigma-Aldrich, Alemanha) e 500 uL.
de solugdo de carbonato de sodio a 7,5% (diluido em agua). Efetuou-se posterior agitacao
em vortex (Bio Vértex V1 BIOSAN®™) e, em seguida, o extrato foi deixado em repouso por
30 minutos ao abrigo da luz. A absorbancia foi lida em espectrofotometro (Thermo
Scientific®, Evolugdo 60S, EUA), em comprimento de onda de 765 nm.

Uma curva analitica foi construida a partir da leitura da absorbancia de solugdes

com diferentes concentragdes (0,005-0,10 mg/mL) de 4cido gélico (Sigma-Aldrich®,
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Alemanha). Os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de acido gélico

por grama de amostra (mg GAE/100 g de amostra).

2.9 Determinacio da capacidade antioxidante
2.9.1 Teste do 1,1-diphenil-2-picril-hidrazil (DPPH*)

A atividade de retirada de radical (ARR) das amostras foi determinada a partir do
extrato preparado para a analise de fendlicos totais utilizando o método do radical 1,1-
difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) (BLOOR, 2001). Uma aliquota de 100 pL do extrato foi
adicionada de 1500 pL de solugdo metandlica de DPPH (Sigma-Aldrich®, Alemanha) 0,1
mM. Foi realizada a agitacdo em vortex e, em seguida, o extrato foi deixado em repouso
para reagir por 30 minutos ao abrigo da luz. A absorbancia foi lida em espectrofotometro
(Thermo Scientific®, Evolution 60S, EUA) a 517 nm. A curva analitica foi construida
usando 50-100 mmol/L de solugdo trolox. A atividade antirradical (AAR) foi expressa em

mmol de equivalente de trolox/100 g de amostra (mmol trolox/100 g).BS]

3. Resultados e discussao

3.1 Distribuic2ao do tamanho de particulas e morfologia dos WPC desenvolvidos,

reidratados por difracio a laser

O CWPC-SD e o WPC apresentaram semelhancas no que diz respeito a distribui¢ao
do tamanho de particula, demonstrando pouca ou nenhuma interferéncia pela adicao do
extrato de curcumina (Figura 2). Tal achado evidencia bom encapsulamento, visto a
curcumina ser um componente com caracteristica lipofilica. Caso o extrato de curcuma nao
estivesse devidamente encapsulado ao WPC, a particula “boiaria”, diminuindo a
capacidade de reidratacdo do po6 (molhabilidade, encolhimento, dispersibilidade e

solubilidade). 104!
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No CWPC-LE, houve aumento do tamanho das particulas na regido acima de 1 pm
quando comparado ao pé elaborado por spray dryer (Figura 2). Tal situacao dificulta a
capacidade de reidratagcao do po, o que pode ser devido a desnaturacao proteica, resultante
da secagem em leito de espuma, com exposi¢ao de grupos hidrofébicos na superficie,

[27]

aumentando, assim, a natureza anfifilica do produto. Ressalta-se que o agente

emulsificante utilizado na secagem em LE nao afetou a reidratagdo, por ser uma molécula
anfifilica (ou seja, a mesma molécula possui uma porcdo polar e uma porc¢do apolar).[*?!
Verificou-se, portanto, um encapsulamento ineficiente, uma vez que a curcumina
permaneceu na superficie do pd, diminuindo sua solubilidade por exibir sua caracteristica
hidrofébica.”***!

Quanto a morfologia (Figura 2), verifica-se que o extrato de curcuma apresentou
morfologia semelhante ao encontrado na literatura.[*’! Pode-se, também, visualizar que as
caracteristicas morfologicas do WPC e do CWPC-SD (Figura 2-B e 2-C) foram
semelhantes, com a presenca de particulas esféricas e unidas, tipicas de secagem por spray
dryer, o que proporciona melhor capacidade de reidratacao e facilidade de incorporagdo do
extrato de curcuma, melhorando o seu encapsulamento.!****®! Diferentemente, 0 CWPC-
LE exibiu particulas quebradas, com formatos irregulares e individualizadas, o que
prejudica tanto o processo de reidratacdo quanto o encapsulamento do composto bioativo
utilizado."*” Esta caracteristica do CWPC-LE demonstra maior agressdo na estrutura fisica
do pd, caracteristico da secagem por leito de espuma, fazendo com que o pd apresente
maior exposicio, tendo como consequéncia a oxidagdo dos compostos.*”) Os resultados da
morfologia dos pds foram semelhantes aos achados para a anélise de tamanho de particulas
no CWPC via spray dryer, demonstrando que a curcumina foi encapsulada.

Sendo assim, infere-se que o CWPC-SD, por sua caracteristica de reidratacdo e

morfologia, encapsulou com maior eficiéncia o extrato de circuma quando comparado ao
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CWPC-LE, favorecendo com que as atividades bioldgicas e farmacoldgicas da curcumina

sejam manifestadas mais eficientemente.
3.2 Balanco energético

Nas condi¢des empregadas no experimento, observa-se que, durante o processo de
secagem do CWPC via spray dryer, a massa de agua evaporada por massa de ar seco foi
5,1 vezes superior ao processo de secagem em leito de espuma (22,24 g de agua - kg de ar
seco” e 4,35 g de 4gua - kg de ar seco”’ respectivamente) (Tabela 2). Além disso, observa-
se que o tempo médio de secagem via leito de espuma foi 7,7 vezes superior ao spray dryer
e produziu p6é com atividade de 4gua mais elevada (a,=0,248) comparado ao produto
obtido por meio da secagem em spray dryer (a4,=0,155).

A massa de dgua evaporada por massa de ar seco no spray dryer estd de acordo
com trabalhos da literatura que empregaram spray dryer piloto.*##031gi1va et
al."*evaporaram leite fluido no mesmo spray dryer piloto empregado no presente estudo e
encontraram 24,4 g de 4gua - kg de ar seco™. A estabilidade dos lacteos desidratados possui
direta relacdo com a composicao dos produtos, com a atividade de d4gua, com a temperatura
¢ umidade relativa do ar durante a estocagem.>*”*>*

O CWPC-SD apresentou atividade de agua ideal para o armazenamento (a,=0,155),
sob as condi¢des do experimento (Tabela 2), visto que produtos lacteos desidratados

0.191 Além disso, foi obtido em um

devem apresentar atividade de agua entre 0,100 e 0,20
tempo de secagem significativamente menor (reduzindo o dano térmico ao material),
fazendo com que as propriedades da curcuma possam ser mais preservadas. A temperatura

média do ar de secagem no spray dryer foi de 91 °C, enquanto que na secagem em leito de

espuma foi de 68 °C.
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A técnica de secagem por spray dryer ¢ amplamente empregada para o

15657381 entre outros fatores pelo

encapsulamento de compostos naturais € microorganismos,
tempo médio de secagem de uma particula ser de 6 a 17 segundos. Sendo assim, apesar de
a temperatura ser mais elevada, o tempo de residéncia € menor, possibilitando a melhor

conservacio dos constituintes.”” Desta forma, o desempenho energético da secagem do

CWPC via LE foi inferior a secagem SD.

3.3 Espectroscopia Raman

Verificando a analise da espectroscopia Raman (Figura 3) € possivel observar picos
na regido de 2986 cm™ e 2935 cm™ em todas as amostras estudadas (extrato de curcuma,
WPC, CWPC-SD e CWPC-LE), podendo ser atribuidos a bandas de espalhamento Raman,
caracteristico de vibragdes de estiramento C-H.®” Além disso, no extrato de ctircuma, foi
observado um pico na regido de 880 cm™'. Geralmente, as bandas entre 880 cm™ e 710 cm'
podem ser atribuidas a diferentes movimentos aromaticos e esqueléticos fora do plano
COH (o que pode explicar o pico em 880 cm™ no espectro de CWPC).[”)

O espectro do CWPC-SD (Figura 3-C) apresenta modificagdo quando comparado
ao espectro do WPC (Figura 3-B). Tal modificagdo esta associada a sobreposicao dos
grupamentos C-H do extrato de curcuma. Ainda, observando estes dois espectros, infere-se
que a lactose continua em seu estado amorfo mesmo apds a secagem por SD (Figura 3-C).
A lactose, permanecendo em seu estado amorfo, auxilia para um melhor encapsulamento e
conservagao das estruturas do produto, tornando a curcumina mais protegida, além de
prolongar a validade do p6.’®"! Em compensacdo, analisando o espectro do CWPC-LE,
observa-se perda da estrutura amorfa, resultando na cristalizagao da lactose e obtengdo de
um pod pouco estavel, comprometendo a validade do po, fatores estes associados a secagem

por leito de espuma.!®”!
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Desta forma, o CWPC via spray dryer foi capaz de preservar o estado amorfo da

lactose, indicando melhor encapsulamento da curcumina em relagdo a secagem via LE.

3.4 Contetdo e estabilidade de curcumina, compostos fenolicos totais e capacidade

antioxidante dos produtos desenvolvidos

Observou-se redugdo da concentragdo da curcumina nos pds desenvolvidos, com
consequente redugdo de fenolicos totais, visto que a curcumina ¢ um composto fen6licol”
(Tabela 3). Maiores perdas de curcumina foram encontradas no CWPC-LE (40 %) em
comparagdo ao CWPC-SD (24,13 %). As perdas de fenolicos totais foram,
respectivamente, de 71,43 % (CWPC-LE) e 57,14 % (CWPC-SD) (Tabela 3).

A redugdo de fenodlicos totais apds processamento térmico foi também relatada no
estudo que investigou o efeito da temperatura de secagem a vacuo sobre a concentracao de
fenolicos totais em lichia, em que o conteudo fenolico diminuiu com o aumento da
temperatura de secagem.[ Em outro estudo, foi avaliada a influéncia da temperatura
durante a secagem convectiva na concentragdo de fendlicos totais de peras, e também foi
observada redugio de fenolicos apés a secagem.!®!

A caracteristica antioxidante dos compostos fenolicos os torna susceptiveis a
degradacao por oxidagdo, que pode ser influenciada pela presenga de oxigénio, luz e calor,
o que explica as perdas encontradas.!®>%®!

Aumento da capacidade antioxidante, entretanto, foi observado nos CWPC
desenvolvidos pelos dois métodos (CWPC-LE: 1,23 mmol trolox/ 100 g amostra; CWPC-
SD: 1,82 mmol trolox/ 100 g amostra) comparados ao controle (0,06 £ 0,00 mmol trolox/
100 g amostra) (Tabela 3). Um estudo avaliou o efeito da em secagem leito de espuma em
manga Tommy utilizando diferentes parametros experimentais (temperatura de secagem e

agentes estabilizantes) nas concentracoes de compostos fendlicos e capacidade

antioxidante, tendo como resultado o aumento da capacidade antioxidante nos tratamentos
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[67

comparados ao controle.l®” Isso decorre pela inativacio de peroxidases, cuja atividade seria

pré-oxidante, e também pela formacao de novos compostos antioxidantes ou a melhora da
. . [68,69]
capacidade antioxidante de compostos naturalmente presentes.

Observou-se maior concentragdo de fenodlicos totais, curcumina e capacidade
antioxidante no CWPC-SD em relacdo ao CWPC-LE (Tabela 3). Isto demonstra que a
técnica de spray dryer ¢ menos agressiva € com menor influéncia nas caracteristicas
nutricionais do p6 quando comparado ao leito de espuma.l’™" Além disso, vale ressaltar

que as secagens SD e LE auxiliaram no encapsulamento da curcumina, ja que a capacidade

antioxidante aumentou em relacdo ao controle.

4. Conclusao

O processamento térmico resultou no aumento da capacidade antioxidante nos
CWPC desenvolvidos. Em relacao aos demais parametros analisados, a adi¢do do extrato
de ctrcuma no WPC via spray drying nao afetou a estrutura e tamanho das particulas do
whey protein, portanto, manteve a cpacidade de reidratacdo do p6. Além disso, o produto
desenvolvido por spray drying foi capaz de preservar o estado amorfo da lactose,
demonstrando encapsulamento da curcumina.

Portanto, conclui-se que o CWPC-SD ¢ um produto com potencial mercadolégico,

visto que os achados demonstraram beneficios nutricionais sem perdas tecnologicas.
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Figura 1. Fluxograma de produgdo das amostras.

Onde Cf: fator de concentragao; WPC: concentrado proteico de soro de leite; CWPC-SD:

concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de curcuma por meio de

secagem spray drying; CWPC-LE: concentrado proteico de soro de leite adicionado de

extrato de ciircuma por meio de secagem em leito de espuma.
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Figura 2. Resultados da analise de tamanho de particula e microscopia eletronica de
varredura (x500): (A) extrato de clrcuma; (B) concentrado proteico de soro de leite
(WPC); (C) concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de circuma- spray
drying; (D) concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de clircuma -

secagem em leito de espuma.
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Figura 3. Espectroscopia Raman: (A) extrato de circuma; (B) concentrado proteico de
soro (controle); (C) concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de clircuma
- spray drying; (D) concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de curcuma

- secagem em leito de espuma.

Tabela 1. Caracteristicas dos sistemas de secagem em leito de espuma e em spray dryer.

Atributo Spray dryer (piloto) Leito de espuma
Temperatura do ar de entrada 110 a250°C 40a90°C
Temperatura do ar de saida 60 a 90 °C 40a90°C
Tempo de residéncia do po 6al7s 65 a 540 min

Fonte: Hardy & Jideani, 2017; Salahi et al., 2017; Chaux-Gutiérrez et al., 2017; Schuck et al., 2017; Schmitz-

Schug et al., 201 3 [27.28.29.30]
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Tabela 2. Resultado do balango energético x atividade de 4gua durante a producdo do

concentrado proteico de soro de leite adicionado de extrato de circuma.

Método de Secagem

Atributo
Spray drying (SD) Leito de espuma (LE)
Agua evaporada (g de dgua - kg de ar seco™) 22,24 +£0,21 4,35+0,73
Tempo de secagem (minutos) 70+ 10 540 £ 30
Atividade de 4gua no po (ay) 0,16 £0,01 0,25+ 0,05
Temperatura do ar de entrada (°C) 160 + 0,50 70 £ 0,50
Temperatura do ar de saida (°C) 91 +£2,02 68 £ 1,75

Dados expressos como médias = desvio padrao.

Tabela 3. Concentragdo ¢ percentual de perdas de compostos fendlicos totais, curcumina e
capacidade antioxidante (em base imida) nos concentrados proteicos de soro adicionados de extrato

de circuma (CWPC) por meio da secagem em leito de espuma e spray drying comparados com o

controle.
Amostras
Parametros
Controle CWPC-LE %Perdas CWPC-SD %Perdas
Curcumina (mg/100 g amostra) 1,45+0,03*  0,87+0,12% 40,00 1,10+ 0,22" 24,13

Fendlicos totais (mg GAE/100 g A - s
7,00 + 0,00 2,00 + 0,00 71,43 4,00+ 0,017 57,14

amostra)

Capacidade antioxidante (mmol trolox/ s b A
6,00 + 0,00 123 £0,29 - 182+£0,39™ -
100 g amostra)

Dados expressos em base umida.*M¢édias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas ndo diferem pelo teste-t.
M¢édias seguidas de mesma letra maitscula nas linhas nao diferem pelo teste de Dunnet (p <0,05). Controle: soro
fluido, acrescido de extrato de circuma e aroma de abacaxi; CWPC-LE: WPC adicionado de extrato de clircuma seco
por leito de espuma; CWPC-SD: WPC adicionado de extrato de circuma seco por spray drying; GAE: equivalentes

de acido galico.
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6. CONCLUSOES GERAIS

O CWPC-SD desenvolvido apresentou boa aceitaciao sensorial. Ao serem avaliadas
as caracteristicas nutricionais, observou-se que nao houve perdas de vitamina C e que a
capacidade antioxidante total aumentou em ambos os produtos. Nao foram detectados
carotenoides e riboflavina nas amostras. A adicdo do extrato de circuma nao alterou a
composi¢ao centesimal no CWPC-SD, que se mostrou boa fonte de carboidratos, boa fonte
de proteinas para homens e excelente fonte para mulheres.

O CWPC-SD demonstrou menores perdas de compostos fenolicos e curcumina.
Além disso, demonstrou ser fonte de potassio e calcio, boa fonte de fosforo e excelente
fonte de vitamina C.

Em relagdo aos parametros tecnoldgicos, verificou-se que a adi¢do do extrato de
circuma nao alterou a morfologia e o tamanho de particulas do WPC quando seco por
spray drying, indicando que ndo houve mudanca nas propriedades de adesdo entre as
particulas, sendo preservada a capacidade de reidratacdo do po. A producdo do CWPC-SD
foi mais eficiente em relacdo a secagem leito de espuma, visto ter apresentado menor
atividade de 4gua e menor tempo de secagem. No CWPC-SD, de acordo com os espectros
Raman, nao houve perdas do estado amorfo da lactose, portanto, a curcumina foi

encapsulada.
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7. ANEXOS

ANEXO 1- APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA PELO COMITE DE
ETICA EM PESQUISA COM HUMANOS (UFV)
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ASPECTOS NUTRICIONAIS E TECNOLOGICOS
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Apresentagio do Projeto:

O presente protocolo foi enquadrado como pertencente 3 Area Tematica ciencias da sailde & conforme
resumc apresentade no formularic online da Plataforma ~ O objetive deste trabalho sera desenwolver um
concentrado profeico de soro de leite (WPC) enriquecido com clrcuma (Curcuma longa L) a partir de dois
métodos de secagem (secagem em lefdo de espuma & spray drying). As analises de composicio centesimal
do WPC seguirio a metodologia da ADAG (2010). As concentragdes de minerais serdo

determinadas por Espectrometria de Emissdo Atdmica em Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-AES). A
ocoméncia & a concentrag3o de canstenoides e

vitaminas [vitamina C & riboflavina) serda

realizadas per Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Para determinagdo da concentragdo de
curcumina sera utiizada espectrofotometria. Os compostos fenolicos totais serdo determinados utilizands o
reagente Folin-Ciocalteu & a atividade

antioxidante sera determinada por espectrofotometria, utilizando o método do radical DPPH. Ainda, serdc
avaliados aspectos tecnoldgicos como distribuigio do tamanhe, morfologia & aglomeracSo das particulas,
espectros Raman, quimiometnia, balango de massa e solubdidade no produto obtide. O delineamento
experimental sera em blocos casualizados (DBC). A normalidade dos dados sera avaliada pelo teste de
Shapire Wilk. Os
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dados serao submetidos 30 One-Way

ANCOVA ou ao teste de Kruskal Walis. Se necessario, as medias serso submetidas ao teste de Tukey. As
analises serdo realizadas no programa SAS (Statistical Analisys System), com =5%. Espera-se contribuir
com o desenvolvimento de um produto

nufritivo, funcional e com elevade potencial de utilizagio industrial.”

Oibjetive da Pesquisa:

De acordo com os pesquisadores o Objetivo primario & Desenvolver um concentrado proteico de soro
{WPC) enriquecido com circuma (Curcuma Longa L) 3 partir de dois métodos de secagem (secagem em
leitn de espumna e spray drying)." e o

Oibjetivo secundario: ™ Oibter wm concentrado proteico de soro de leite (WPC) adicionado de curcuma a partic
dos metodos de secagem por leito de espuma & spray

drying;- Determinar a acidez total tikelavel, pH, solidos soliveis totais, cnzas, umidade, fibra alimentar total,
profeinas, lipidios, carboidratos e

densidade calorica do sono de leite fluido, da curcuma & do produto obtido apds a secagem pelos dois
métodos:- Investigar a ocoméncia,

concentragdo e estabilidade de minerais (Ca, Mg, Cu, Mn, Fe, Zn, Cr, Na, e, K, & Mo) do soro de leite
fluido, da curcuma e do produto obtide apas

a secagem pelos dois métodos,- Determinar a ocoméncia, concentragdo & estabilidade de vitamina C (acido
ascorbico), carckenoides (-caroteno, -

caroteno e licopena), curcumina e riboflavina no soro de beite fluido, na clrcuma e no produto obiido apds a
secagem pelos dois métodos:-

Dieterminar a concentrag@o e a estabiidade dos compostos fendlicos totais & atividade antionddante no soro
de leite fiuido, na curcuma & no produto

Endemeqoc  Unhersidade Fedeml de Vigosa, Avenida PH Rolfs sin, Edfido Arhur Bemandes
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obtido apds a secagem pelos dois metodos; - Caracterizar os aspectos tecnoldgicos do concentrado proteico
de soro de leite (distribuigSo do tamanho das particulas, morfologia e aglomeragdo das particulas, espectros
Raman, quimiometria, balanco de massa e solubilidade)- Realizar a analise sensorial do produto
desenvolvido.”

Awaliagdo dos Riscos e Beneficios:

s pesquisadores apresentam no formalanio enfine da Plataforma os seguintes Riscos: "Um potencial risco
emvolvido nessa pesquisa esta relacionado a uma possivel contaminagio das amostras, 3 qual poderia
ocasionar algum episodio de desconforty gastrico aos woluntarios. Tal risco sera minimizado por meio da
utilizazdo de materiais descartaveis; higienizacdo adequada dos utensilios; utilizacie de produtos dentro de
seus prazos de validade; utiizagdo de produtos de marcas conhecdas & confidweis: descarte adequado das
sobras das bebidas; e higienizagdo adequada do local de pesquisa.”

€ os seguintes Beneficios:"0s beneficios aos participantes da pesquisa envolvem o auxilic no
desenvolvimento de um produte, ainda inexistente no mercado, com maior

qualidade nutricicnal. O aprimoramento dos atributos sensonais do concentrado proteico de sore de leite
adicionade de clrcuma proporcionard, em ulima instancia, beneficios 3 um possivel fabricante interessado
no desenvolviments deste produto & 305 possivels consumidones.”

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

0 presente estudo propbe-se que Matéria-primaCircuma A cOorcuma (Corcuma Lenga L) sera adquirida
com produtores rurais da cidade de Vigosa, MG. A coleta das amostras se dard por diferentes pés. para
obfengio de uma amostra representativa, sendo utilizado apenas o rizoma para condugdo deste estudo. As
amestras ser3o transportadas ao Laboratdnio de Vitaminas do DMS/UFY. Mo laboratoric, os rizomas serio
selecionados, higienizados, descascados e acondicionados em sacos plasticos de polieens na quantidade
aproximada de 250 g. As embalagens serao lacradas, identificadas e armazenadas em freezer (-18 *C) ate
o momento de sua utlizagdo. Durante todo este processo, as amostras serdo mantidas sob protegao da luz
solar e artificial, com a utilizagao de vidrarias ambar, papel aluminio e cortings do tipo “blackout” Soro de
leite O soro de |eite para a fabricag3o do concentrade proteico de sorp serd obtido do processamento de
quefo Minas Frescal produzido pela Fundagio Arthwr Bemardes, em Vigosa, MG. O soro serd armazenado
em embalagens plasticas com tampa, identficadas & amazenadas em freezer (-18 °C) até o momento de
sua utilizagan. Deservolvimento de um cencentrado

Endsmagoc  Unhersidsde Fedeml de Vigosa, Awenida PH Roifs sin, Edfide Arthur Bemandes
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obtido apos a secagem pelos dois métodos; - Caracterizar os aspectos tecnoldgicos do concentrado proteico
de son de leite (distribuigso do tamanhe das particulas. morfologia e aglomeragso das particulas, espectros
Raman, quimiometria, balanco de massa e solubilidade)- Realizar a analfise sensorial do produto
desenvolvido.”

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

s pesquisadores apresentam no formadanio online da Plataforma os seguintes Riscos: “Um potencial risco
envolvido nessa pesquisa esta relacionado a uma possivel contaminagie das amostras, a gual poderia
ocasionar algum episodio de desconforto gastrico aos woluntarios. Tal risco sera minimizado por meio da
utilizagao de materiais descartawets; higienizagao adequada dos utensilios; utilizagde de produtes dentro de
seus prazos de validade; utlizagio de produtos de marcas conhecidas e confiaveis; descarte adequado das
sobras das bebidas; e higienizagde adequada do local de pesquisa.”

& o5 seguintes Beneficios:"0Os beneficios aos participantes da pesguisa enwvolvem o auxilic no
desenvolvimento de um produte, ainda inexistente no mercado. com maior

qualidade nutricicnal. O aprimoramento dos atributos sensorais do concentrado proteico de soro de beite
adicionade de curcuma proporcionara, em ulima instancia, beneficios a um possivel fabricante interessado
no desermiclvimento deste produto & 306 poSs veis consumidones ™

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O presente estudo propbe-se que Matéra-primaCircema & curcuma (Cilreumna Longa L) sera adguirida
com produtores rurais da cidade de Vigosa, MG. A coleta das amostras se dara por diferentes pes. para
obtengio de uma amostra representativa, sendo utilizado apenas o rizoma para condugio deste estudo. As
amostras ser3o transportadas ao Laboratono de Vitaminas do DNS/URY. No laboratario, os rizomas serio
selecionados, higienizados, descascados e acondicionados em sacos plasticos de polietleno na quantidade
aproximada de 250 g. As embalagens serao lacradas, identficadas e amazenadas em freezer (-18 °C) até
o momento de sua ullizagio. Duwante todo este processo, as amostras serdo mantidas sob protegSo da luz
solar e artificial, com a utilizagdo de vidrarias 3mbar, papel aluminio e corinas do tipo “blackout™ Soro de
leite O soro de leite para a fabricagdo do concentrado proteico de soro sera obtido do processaments de
quefo Minas Frescal produzido pela Fundagdo Arthur Bemardes, em Vigosa, MG, O soro sera armazenado
em embalagens plasticas com tampa, identificadas e armazenadas em freezer {-18 "C) ate 0 momento de
sua utilizagae Desenvolvimento de um concentrado

Endsmagoc  Unhersidade Federal de Vigosa, Asenida PH Roifs sin, Edfico: Sethur Bemardes

Balmmo: Campas Universitano CEP: 3z s7p-mo
UF: MG Mundziplo:  WISDSA
Tedefone: (3138992492 E-maill: cepfSufy.br

148



EEP imikiaskes  UNIVERSIDADE FEDERAL DE Platalorma
evstade Feerd ge a VICOSA - UFV %rull

Conlireslo do Pameos I 588 351

proteico de soro (WPC) adicionado de clrcuma por meio de dois métodos de secagem: leito de espuma e
spray dryingDelineamenio das secagens Sera desenvolvido um concentrado proteico de soro adicionado de
curcuma, utilizande dois meétodos de secagem, sendo que para cada secagem havera o produto controle
{WPC produzido com o mesmo somo de leite utilizade nas formulaghes com clircuma). Como ainda nae
existe uma recomendagio de consumo de CUMCUMInG e oS estudos toxicoldgicos (BHAVANISHANKAR;
SREEMIVASA, 1057} mosiram que, mesmo em doses elevadas, nio foram encontrados efeitos
towicoldgicos, a quantdade de clrcuma adicionada serd testada. Desenwolvimento de WPT pelo método de
secagem em leito de espuma A espuma obtida sera disposta em bandejas de aluminio e colocada em
secador de bandejas com dirculagie de ar na temperatura de 70 °C. As bandejas serao mantidas no
equipamento até o moments em que toda a espuma for convertida em pd, sendo a umidade deste po
determinada previamente em testes iniciais para uniformidade das amostras (CRUZ, 2013} O material seco
sera removido das bandejas com auxilio de espatulas de plastico. O pd serd colocado em embalagens
plasticas com lacre, envolvidas com papel aluminio & amazenadas em freezer a -18 C Desenwolvimento de
WPC pelo metodo spray drying O procediments de secagem sera conduzido em um secador de
pulverzacio de nivel dnico, models Onico (modele M5D 1.0, equipade com um bico de pulverzacio de 1
mm de didmetro (Labmag, Brasi). &s taxas de ar e de fuxo de produto, bem como a temperatura de entrada
= de saida serdo definidas mediante testes iniciais gue serao realzados para definir caracteristicas comuns
entre a5 duas tecnicas de secagem para gue s=fa possivel 3 comparagde enire os meétodos. Inicialmente
sera testado o WPC adicionado de cireema (WPC+ C) na mesma termperatura do ar de entrada e o fluxo do
WPC convencional (WPC) 1702 2 °C & 1 L h-1 (PERROMNE et al., 2013). O produto obtide passara por
analises fisico-guimicas (atvidade de agua, pH, acddez ftulavel, sdlidos soliveis), de composicio centesimal
{umidade, proteinas, lipidios, carboidratos, fibra aimentar total, cinzas), minerais, vitamina C, cantenoides,
riboflavina, curcumina, fenclicos totais e atividade antioxidante. Os aspectos tecnolbgicos também serdo
avaliades [Distribuicde do tamanho de particula dos WPCs desenvolvidos, reidratades por difragdo a laser,
Microscopia eletrdnica de varredura, Espectroscopia Raman, Quimiometria, Balango de massa e
Solubdidade). Andlise sensorial Sera realizada analise sensorial do WPC adicionado de curcuma obtido pelo
meétodo de secagem o qual mantiver maior estabilidade, dos pardmetros tecnologicos do dessmwolvimento
do produte & em relagio aos aspectos nutricionais que serdo avaliados.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoriac
Documentos apresentados pelo pesquisador: Projeto completo, Cronograma, orgamento, Folha de

Endeseqoc  Unhersidade Federal de Vigosa, Awenida PH Rolfs sin, Edfido Arthur Bemandes

Balmo: Campus Universiano CEP: 3s s7p-s00
UF: WM& Munidciplo:  WICDEA
Telefons:  (31)3899-2452 E-maill: cepffulvir

149



EEP““&;’;’M’“ UNIVERSIDADE FEDERAL DE % PlotaPorma
- VICOSA - UFV {W

Conlifsclo d6 Paieos: I 583 251

rosto, Ficha para analise sensorial, formuldrio on line, TCLE, autorizagdo, todos apresentado em
conformidade com a resulu-;.fm.

Recomendagoes:

Cuando da coleta de dados, o TCLE deve ser elaborado em duas vias, rubricado em todas as suas paginas
& assinado, ac seu término, pele convidado a participar da pesquisa ou responsavel legal, bem come pelo
pesguisader responsavel, ou pessoals) por ele delegadals), devendo todas as assinaturas constar na
mesma folha.

Mao & necessario apresentar os TCLEs assinados ao CEP/UFY. Uma via deve ser mantida em arguivo pelo
pesquisador e a outra € do participante da pesquisa.

Conclustes ou Pendencias e Lista de Inadequagoes:

Projeto aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Ap tEmmino da pesquisa & necessario apresentar, via notificacdo. o Relatdno Final (modelo disponivel no site
www.cep.ufu.br). Apds ser emitido o Parecer Consubstanciade de aprovagao do Relatorio Final, deve ser
encaminhado, wia notificagie, o Comunicado de Término dos Estudos para encerramento de todo o
protocolo na Plataforma Brasil

Projeto aprovade autorizando o inicio da coleta de dados com os seres humanos a partir da data de
emissas deste parecer.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Pestagem Bustor Situagdo
Informagoes Basicas| PE_INFORMACUES_BASICAS_DO P | 14032018 Aeito
do Projeto ROJETS 1073067 pdf 12:02-45
Cutros Carta_Resposta CEP.pdf 140372018 | Ceres Mattos Della Aeito
120134 | Lucia

Quiros Autorizacao_ AN pdi 140372018 | Ceres Matios Della Aceito
12:0108 | Lucia

Cutros Autorizacao_Eliana.pdf 1410372018 | Ceres Matios Della Acsito
120045 | Lucia

Cronograma CRONOGRAMA_MODIFICADD pdf 14/03/2018 | Ceres Mattos Della Aeito
120007 | Lucia

TCLE / Termos de | TCLE_MODIFICAD O, pdf 14/0372018 | Ceres Mattos Della Aeito

Assentmento | 11:58:50 | Lucia

Justficativa de

Endsmgoc  Unhersidade Federal de Vigosa, Avenida PH Rolfs sin, Edfido Arthur Bemandes
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Ausencia TCLE_MODIFICADO pdf 14032018 | Ceres Mattos Della Acaito
11:59:80  [Luda
Projeto Detalhado ! | PROJETO_MODIFICADD. poaf 141032018 | Ceres Mattos Della Acaibto
Brochura 11:5837 | Ludia
Investinador
Oufres Ficha. pdf 0722018 | Ceres Matios Della FAoeito
10:5032 | Ludca
Folha de Rosto folha pdf 07022018 | Ceres Matios Della Acaibo
104708 | Lucia
Oreamento CRCAMENTOC pdf DEN22018 | Ceres Matios Della Aceito
15:07:53 [Luda
Projeto Detalhado | | Projetopdf DAM22018 | Ceres Mattos Della Acaibto
Brochura 160438 | Luca
ID!EE-.'IJ'FEI:lDr
TCLE / Termos de | TCLE pdf DEN22018 | Ceres Matios Della Aceito
Assentments 150423 | Luca
Justificativa de
Ausencia
Cronograma CROMNOGRAMA pdf 0622018 | Ceres Matios Della FAoeito
14:52.37  [Luda
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
hao

VICOSA, 28 de Margo de 2018

Assinado por:

HELEN HERMANA MIRANDA HERMSDORFF

(Coordenador)
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ANEXO 2- COMPRIMENTOS DE ONDA UTILIZADOS PARA ANALISE DOS

ELEMENTOS QUIMICOS.
Elementos Quimicos | Comprimento de onda
utilizado (nm)

Ca 317,933

Cd 214,440

Cr 267,716

Cu 224,700

Fe 259,939

K 404,721
Mg 282,213
Mn 259,372

Na 589,592

Ni 231,604

P 213,617

Pb 220,353

Zn 213,857
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8. APENDICE

APENDICE 1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

O Sr.(a) estd sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa
“Concentrado proteico de soro de leite adicionado de circuma desenvolvido por secagem
em leito de espuma e spray drying: aspectos nutricionais e tecnoldgicos”. Nesta pesquisa
pretendemos desenvolver um concentrado proteico de soro de leite (WPC) enriquecido
com curcuma (Curcuma Longa L.) a partir de dois métodos de secagem (secagem em leito
de espuma e spray drying).

O motivo que nos leva a realizar este estudo ¢ oferecer para a industria de alimentos
e aos consumidores de whey protein um novo produto com maior qualidade tecnologica e
nutricional, que atenda suas necessidades diarias.

No presente estudo sera desenvolvido um novo produto produzido a partir do
concentrado proteico de soro de leite o qual passard por andlise sensorial. O julgador
recebera uma ficha em que, sera solicitado que indique a sua aceitacao em relagao ao novo
produto, por meio da escala hedonica de nove pontos ancorada nos termos (“Gostei

extramente”) a 1 ponto (“Desgostei extremamente”).

Riscos, beneficios e despesas aos participantes da pesquisa

Um potencial risco envolvido nessa pesquisa estd relacionado a uma possivel
contaminagdo das amostras, a qual poderia ocasionar algum episddio de desconforto
gastrico aos voluntdrios. Tal risco serd minimizado por meio da utilizagdo de materiais
descartaveis; higienizagcdo adequada dos utensilios; utilizagdo de produtos dentro de seus
prazos de validade; utilizagdo de produtos de marcas conhecidas e confidveis; descarte
adequado das sobras das bebidas; e higienizacao adequada do local de pesquisa.

Os beneficios aos participantes da pesquisa envolvem o auxilio no desenvolvimento
de umproduto, ainda inexistente no mercado, com maior qualidade nutricional. O
aprimoramento dos atributos sensoriais do concentrado proteico de soro de leite adicionado
de curcuma proporcionard, em ultima instancia, beneficios a um possivel fabricante
interessado no desenvolvimento deste produto e aos possiveis consumidores.

Para participar deste estudo o Sr.(a) ndo terd nenhum custo nem recebera qualquer
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vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos
provenientes desta pesquisa, o Sr.(a) tem assegurado o direito a indenizac¢do. O Sr.(a) tem
garantida plena liberdade de recusar-se a participar ou retirar seu consentimento, em
qualquer fase da pesquisa, sem necessidade de comunicado prévio. A sua participacao ¢
voluntaria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificagdo na
forma em que o Sr.(a) ¢ atendido(a) pelo pesquisador. Os resultados da pesquisa estardo a
sua disposi¢ao quando finalizada. O(A) Sr.(a) ndo sera identificado(a) em nenhuma
publica¢do que possa resultar. Seu nome ou o material que indique sua participagdo nao
serdo liberados sem a sua permissao.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo
que uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Laboratorio de Analise de
Vitaminas e a outra serd fornecida ao Sr.(a).

Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o
pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos apds o término da pesquisa, €
depois desse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com
padrdes profissionais de sigilo e confidencialidade, atendendo a legislacdo brasileira, em
especial, a Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, e utilizardo as

informagdes somente para fins académicos e cientificos.

Eu, , contato

, fui informado (a) dos

objetivos da pesquisa “Concentrado proteico de soro de leite adicionado de curcuma
desenvolvido por secagem em leito de espumae spray drying: aspectos nutricionais e
tecnoldgicos”, de maneira clara e detalhada, e esclareci minhas dividas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informacdes e modificar minha decisdo de participar se
assim o desejar. Declaro que concordo em participar. Recebi uma via original deste termo
de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer

minhas duvidas.

Vicosa, de de
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Assinatura do Orientador da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador

Assinatura do Participante

Nome do Pesquisador Responsavel: Ceres Mattos Della Lucia
Endereco: Avenida Peter Henry Rolfs - Campus Universitario.
CEP: 36570-900

Telefone:(31) 98659-7011

E-mail: cmdellalucia@ufv.br

Em caso de discordancia ou irregularidades sob o aspecto ético desta pesquisa, vocé podera
consultar:

CEP/UFV — Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

Universidade Federal de Vigosa

Edificio Arthur Bernardes, piso inferior

Av. PH Rolfs, s/n — Campus Universitario

Cep: 36570-900 Vigosa/MG

Telefone: (31)3899-2492

E-mail: cep@ufv.br

www.cep.ufv.br
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APENDICE 2-FICHA DE AVALIACAO PARA O TESTE DE PREFERENCIA

ANALISE SENSORIAL- Whey Protein

Nome: Data:

Por favor, prove as amostras codificadas da esquerda para a direita. Ordene-as de acordo
com a sua preferéncia, colocando o nimero 1 para a preferida, o nimero 2 para a segunda
preferida etc., em frente ao cddigo da amostra. Enxdgue a boca com agua entre as
avaliagdes e espere trinta segundos.

CODIGO ORDEM DE PREFERENCIA
148

362
479
620

Comentarios:
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APENDICE 3-FICHA DE AVALIACAO PARA O TESTE DE ACEITACAO

ANALISE SENSORIAL- Whey Protein

Nome: Data:

SexooM( ) F( ) Idade: anos

Por favor, avalie a amostra servida e indique o quanto vocé gostou ou desgostou do
produto. Marque a resposta que melhor reflita seu julgamento.

Cédigo da Amostra:
) Gostei extremamente
) Gostei muito
) Gostei moderadamente

) Gostei ligeiramente

(

(

(

(

() Indiferente
() Desgostei ligeiramente
() Desgostei moderadamente
() Desgostei muito

() Desgostei extremamente

Comentarios:
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