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RESUMO

As proteinas do leite sdo veiculos naturais, que fornecem micronutrientes essenciais, aminoacidos, assim
como componentes do sistema imune, além disso, possuem propriedades de fundamental importancia
nas caracteristicas de muitos produtos ldcteos. As caseinas sdo as principais proteinas do leite,
compreendem cerca de 80% das proteinas do leite e consistem de quatro proteinas principais: ts;-, -,
B- e k-caseina, as quais possuem elevada estabilidade térmica, o que proporciona as industrias de
laticinio realizar o tratamento do leite a temperaturas elevadas, como o leite Ultra Alta Temperatura
(UAT). No entanto, alguns fatores como a hidrélise enzimatica da k-caseina, temperatura, pH, excesso
de Ca’" e adigdio de etanol afetam a estabilidade dessas proteinas, que estdo em grande parte presentes no
leite na forma de particulas coloidais, conhecidas como micelas. A estrutura interna da micela de caseina
¢ constituida predominantemente por -, Oy-, P-caseina e de nanoparticulas de fosfato de calcio
coloidal, enquanto que a k-caseina estd localizada preferencialmente na superficie da micela, assumindo
importante papel na estabilidade micelar. O interesse na caseina micelar mantém-se constante ao longo
dos anos, e pesquisas sobre o assunto continuam a ser realizadas, por isso a relevancia de se entender a
estrutura e os fatores que afetam a estabilidade micelar.
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ABSTRACT

Milk proteinsarenatural vehicles, which provides essential micronutrients, amino acids, and
componentsof  the immune system, in addition, possess  propertiescharacteristicof
fundamentalimportance inmanydairy products.The caseinsare the majormilk proteinscomprise
about80%of milk proteinandconsistsoffourmajor proteins: og-, te-, B-and K-casein, which have high
thermal stability, which provides industriesdairymilkperform the treatmentat elevated temperatures, such
as milk UltraHigh Temperature(UHT). However, certainfactors such as theenzymatic hydrolysis ofk-
casein, temperature, pH, excessive addition ofCa’" andethanolaffectthe stability of theseproteins,
whicharelargelypresent in milkin the form ofcolloidal particles, known as micelles. The internal
structure ofthe caseinmicelleconsists predominantly ofe.;-, 0.-, p-casein, nanoparticlecolloidalcalcium
phosphate, whereas k-casein ispreferably locatedon the surfaceof the micelle, assuming an important
role inmicellestability. Interest in micellar casein remains constant over the years, and research on the
subject continue to be made, so the relevance of understanding the structure and the factors that affect
the micellar stability.

Key-words: casein:thermal stability; micellar structure; hydrolysis; protein.

INTRODUCAO proteinas, os lipidios, os glicidios, os
O leite & um alimento de alto valor minerais e as vitaminas.

biologico, por conter na sua composigao O leite bovino normal contem

uma variedade de nutrientes como as cerca de 3,5% de proteina, que tem como
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aminoacidos essenciais necessarios para o
desenvolvimento, além disso, possuem
propriedades de fundamental importancia
nas caracteristicas de muitos produtos
lacteos, pois determinam o rendimento na
fabricagao de queijos e outros produtos,
alem de seus beneficios nutricionais e
propriedades estruturais e fisico-quimicas
unicas (Ye, 2011).

As proteinas, dentre 0s
componentes do leite sdo as de maior valor
para a industrializacdo. A lucratividade das
industrias  depende  do  rendimento
representado pelo extrato seco total e
eficiéncia da transformacao do leite em co-
produtos e leite fluido, que por sua vez
dependem da qualidade da mateéria-prima,
baseada nos parametros de sanidade do
rebanho (contagem de células somaticas) e
higiene (contagem bacteriana total).

Os tratamentos de alta temperatura
que o leite é submetido, s0 €& possivel
devido a estabilidade elevada ao calor das
principais proteinas do leite, as caseinas
(Fox& Mcsweeney, 1998). No entanto, a
hidrolise  enzimatica da  k-caseina,
temperatura, pH, excesso de Ca’™ e adicio
de etanol estdo entre os principais fatores
que afetam a estabilidade coloidal das
micelas de caseina (O’Connell et al., 20006).

Diante do exposto, objetivou-se
com esta revisdao abordar a importancia de
se entender a estrutura das micelas de
caseina e os fatores que controlam e afetam
a estabilidade micelar, que sao essenciais no
comportamento funcional de produtos
lacteos e estabilidade do leite.

DESENVOLVIMENTO
Proteinas do leite

O leite, produto da secregao das
glandulas mamarias ¢ um fluido viscoso
constituido de uma fase liquida e particulas
em suspensao, formando uma emulsao
natural, estavel em condigdes normais de
temperatura ou de refrigeracdao (Sgarbieri,

2004). E composto de agua, 87,3%, e
solidos totais, 12.7%, assim distribuidos:
proteinas totais, 3.3% a 3,5%: gordura,
3,5% a 3,8%:; lactose, 4,9%; além de
minerais, 0,7%, e vitaminas (Sgarbieri,
2005).

As proteinas do leite sdo veiculos
naturais, que fornecem micronutrientes
essenciais (calcio e fosforo), aminoacidos,
assim como componentes do sistema imune
(imunoglobulinas e lactoferrina), para o
recém-nascido  (Livney, 2010), essas
proteinas sao distribuidas em duas grandes
classes, 80% de caseina e 20% de proteinas
do soro, percentual que pode variar em
funcado da ragca dos animais, da ragdo
fornecida e do Pais de origem. As principais
proteinas do leite encontram-se detalhadas
na Tab. 1.

As proteinas do soro sao um grupo
de proteinas que permanecem soluveis no
soro do leite apos a preciptagao da caseina a
pH 4.6 e temperatura de 20°C (Farrell Jr et
al., 2006). A maioria dessas proteinas sdo
globulares com elevada hidrofobicidade e
cadeias peptidicas densamente dobradas
(Phadungath, 2005). Os dois componentes
principais das proteinas do soro sao o-
lactalbumina e B-lactoglobulina.

A P-lactoglobulina € o maior
peptideo do soro (45% a 57%),
representando, no leite bovino, cerca de
3.2g/L. Apresenta meédio peso molecular
(18,4 a 36.8kDa), o que lhe confere
resisténcia a acdo de acidos e enzimas
proteoliticas presentes no estomago, sendo,
portanto, absorvida no intestino delgado. E
o peptideo que apresenta maior teor de
aminoacidos de cadeia ramificada, com
cerca de 25,1%, sendo também importante
carreadora de retinol (pro6 vitamina A)
materno para o filhote (De Wit, 1998).

Ja a a-lactalbumina, em termos
quantitativos € o segundo peptideo do soro
(15% a 25%) do leite bovino (Shannon et
al., 2003), com peso molecular de 14,2kDa,
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caractericza-se por ser de facil e rapida
digestao. Contém o maior teor de triptofano
(6%) entre todas as fontes protéicas
alimentares, sendo, também, rica em lisina,
leucina, treonina e cistina (Markus et al.,
2002).

A o-lactalbumina € precursora da
biossintese de lactose no tecido mamario e
possui a capacidade de se ligar a minerais,
como calcio e zinco, o que pode afetar
positivamente sua absorcao (Lonnerdal,
2003).

As demais proteinas do soro sao:
albumina, imunoglobulinas, peptonas de
protease e pequenas quantidades de enzimas
e proteinas com fungdes metabolicas
especificas, como por exemplo a lisozima e
lactoferrina (Walstraet al., 1999).

As proteinas soluveis do soro do
leite apresentam um excelente perfil de
aminoacidos,
proteinas de alto valor biologico, e vem
sendo muito utilizadas pelas industrias de
alimentos em diferentes areas, aléem de
serem amplamente disponiveis, de baixo
custo e naturais, mateéria-prima de elevado
valor nutricional e boas propriedades
sensoriais.

Caseina

A fungao biologica das caseinas na
glandula mamaria € transportar calcio,
fosfato e proteina para o neonato (Kruif&
Holt, 2003), compreendem cerca de 80%
das proteinas do leite e consistem de quatro
proteinas principais: Osj-, Ogp-, P- € K-
caseina, representando cerca de 38%, 10%,
35% e 15%, respectivamente, as quais Sao
constituidas por 199, 207, 209 e 169
residuos de aminoacidos, com pesos
moleculares de 23, 25, 24 e 19kDa,
respectivamente (Goff, 2009) e 8% de
fosfato de calcio coloidal aproximadamente
(Dalgleish, 2011).

A caseina tem atividade anfipatica
por possuir regides hidrofobicas e
hidrofilicas (De Kruif& Grinberg, 2002). A

caracterizando-as como

conformagdo das  moléculas  expoe
consideravelmente os residuos hidrofobicos,
o que resulta em forte associacdo entre as
caseinas e as tornam insoluveis em agua
(Goft, 2009).

Possui  sequéncias fosforiladas
atraves das quais pode interagir com fosfato
de calcio, 0 que a torna capaz de sequestrar
fosfato de calcio, formando minusculos
agrupamentos de ions circundados por uma
camada de proteina (Holt, 2004).

Segundo Smyth et al. (2004), além
da funcdo nutricional, a caseina ¢ o meio
pelo qual grande quantidade de calcio pode
passar pelo epitélio mamario sem provocar
problemas de calcificacéo.

Cerca de 95% das caseinas no leite
estdo presentes na forma de particulas
coloidais, conhecidas como micelas, que
sao as responsaveis pela estabilidade
térmica do leite (Fox& Brodkorb, 2008).

A estrutura interna da micela de
caseina € constituida predominantemente
por og -, Ogp-, p-caseina e de nanoparticulas
de fosfato de calcio coloidal, enquanto que
a K-caseina esta localizada
preferencialmente na superficie da micela
(Dalgleish, 2011).

A composicdo e estrutura das
micelas de caseina tém sido estudadas por
mais de 40 anos, e as descri¢oes disponiveis
sao bastante precisas, embora ainda
controversas (Horne, 2006; Qi, 2007).0
consenso € que a estrutura das micelas de
caseina € principalmente estabilizada por
interacoes hidrofobicas e ionicas (Holt et
al., 2003).

A caseina o precipita com niveis
de calcio muito baixos, enquanto a caseina
a,> € mais sensivel a precipitagiao pelo Ca®",
diferentemente das outras caseinas, a K-
caseina € uma glicoproteina e possui apenas
um grupo fosfoserina, sendo, portanto,
estavel na presenga de ions de calcio e
assumindo importante papel na estabilidade
da micela de caseina. Por ser mais
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fosforilada que a k-caseina, a f-caseina €
mais sensivel a altas concentragoes de sais
de calcio, embora seja menos sensivel a
precipitagao com calcio do que as caseinas
o (Walstra, 1999).

O interesse na caseina micelar
mantém-se constante ao longo dos anos, e
pesquisas sobre o assunto continuam a ser
realizadas em todo o mundo, uma vez que
muitas das propriedades tecnologicamente
importantes do leite, por exemplo, a cor
branca, a estabilidade ao calor, ao etanol e a
coagulacao pelo coalho, sdo devidos as
propriedades das micelas de caseina (Fox&
Brodkorb, 2008). Por 1sso, tem havido um
incentivo economico e tecnologico para
caracterizar as propriedades e elucidar sua
estrutura.

Fatores que alteram a estabilidade das
micelas de caseina

Hidrolise enzimatica

As micelas podem ser
desestabilizadas por inimeros fatores,
alguns sdo industrialmente importantes,
como a hidrolise da k-caseina por proteases
selecionadas, como os coalhos, que ¢
explorado na produgdo da maior parte das
variedades de queijos (Fox& Brodkorb,
2008).

A hidrolise enzimatica da caseina €
realizada por endopeptidases, que hidrolisa
a ligacdo peptidica entre a fenilalanina
(105) e a Metionina (106) da cadeia
peptidica da «x-caseina, eliminando a
capacidade estabilizante e gerando como
produtos uma porcao hidrofobica, (para-k-
caseina) e uma hidrofilica chamada
glicomacropeptideo, ou mais
apropriadamente,  caseinomacropeptideo,
provocando a desestabilizagao da micela
com consequente precipitagao da caseina do
leite (Ordonéz, 2005).

Segundo Panyam& Kilara (1996),
a hidrolise enzimatica da proteina resulta
em: diminui¢ao do peso molecular, aumento
do numero de grupos ionizaveis e eXposigao

de grupos hidrofobicos que estavam
protegidos na estrutura original da proteina.

Leite com alta contagem de células
somaticas  (CCS)  possui  atividade
enzimatica elevada, o que contribui para o
aumento da proteolise e lipolise, tanto antes
da ordenha (no ubere) como apos a ordenha,
durante o armazenamento (Deeth, 2006).

Os lisossomos dessas celulas
contém enzimas proteoliticas, dentre as
quais a catepsina D, que pode produzir
para-k-caseina e caseinomacropeptideo a
partir da k-caseina e, em altas
concentragoes, pode causar a coagulagao do
leite (Hurley et al., 2000).

Com o armazenamento do leite em
tanques refrigeradores e coleta da materia-
prima a cada 48 horas, aumentam as
chances de multiplicagio de bactérias
psicrotroficas  proteoliticas, que  se
desenvolvem em baixas temperaturas (0°C a
15°C), produzindo enzimas termoestaveis
que podem atuar sobre a Kk-caseina,
resultando na desestabilizacio do leite
(Nornberg et al., 2009).

Micro-organismos  psicrotroficos,
ao se multiplicarem no leite armazenado em
baixas temperaturas, produzem enzimas
proteoliticas termoestaveis, Tab. 2, a
maioria das quais tem acgao sobre a K-
caseina, resultando na desestabilizacdao das
micelas e coagulacao do leite. A agao das
proteases de psicrotroficos € distinta entre
as fragdes proteicas do leite, sendo a k-
caseina, mais susceptivel a acgdo dessas
enzimas, enquanto que as proteinas do soro
sao resistentes ao ataque das proteases
(Gaucher et al., 2008).

Deste modo, a hidrolise da -
caseina desestabiliza as micelas, que
coagulam, e esta alteragao bioquimica &
associada a gelatinizacao do leite Ultra Alta
Temperatura (UAT), que € considerado um
dos principais problemas, que afetam a
qualidade do leite UAT (Nornberg et al.,
2009).
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Temperatura e pH

A estabilidade térmica do leite se
refere a resisténcia aos processamentos com
temperaturas elevadas, sem coagulagao
visivel ou gelatinizacao. A coagulagao do
leite por aquecimento prolongado a altas
temperaturas ¢ uma consequéncia da perda
de estabilidade das micelas de caseina,
como resultado de numerosas mudancas
fisicas e quimicas dos componentes (Singh,
2004).

Em altas temperaturas a quantidade
de fosfato de calcio associado as micelas
aumenta e ocorre dissociagdo da k-caseina,
diminuindo a estabilidade (O’Connell et al.,
2006).

Micelas de caseina de maior
tamanho sdo menos resistentes ao
aquecimento do que micelas de menor
diametro, devido ao menor conteudo de k-
caseina, 0 que as torna mais susceptiveis ao
Ca’" (O’Connell& Fox, 2000).

Glantz et al. (2010) demonstraram
que coagulos formados a partir de leite com
micelas de caseina de tamanhos menores
foram mais firmes quando comparados com
o coagulo formado a partir de micelas de
caseina de tamanho maior. Em relagao ao
tempo de coagulacdo, para as moléculas de
tamanho reduzido a coagulacao foi mais
lenta.

O pH é um fator importante para se
determinar a estabilidade do leite, em pH
abaixo de 6,2 a estabilidade térmica do leite
€ minima, uma vez que a quantidade de
calcio 10nico no leite se eleva, aumentando
a chance de ocorrer a precipitacao, essa
acidifica¢do reduz a carga e a hidratagao
das proteinas e as ligagdes que mantém as
micelas de caseina juntas sdo mais fracas e
escassas a pH 5,2 ou 5,3 (O’Connell et al.,
2006).

De acordo com Holt (2004), o leite
mastitico e do final da lactagdo tém trés
vezes mais probabilidade de ser instaveis do
que leites de vacas no inicio ou meio da

lactagdo, o fator responsavel por este efeito
€ o aumento no pH do leite, devido a maior
permeabilidade do epitélio mamario a
pequenas particulas e ions, uma vez que a
mastite altera a permeabilidade vascular das
células secretoras de leite, afetando o
equilibrio salino do leite (Na, Cl, Ca, P e
K).

Concentracdes de Ca** e etanol

O aumento de Ca’" no leite
diminui consideravelmente a capacidade da
caseina em manter sua estrutura fisica,
causando uma desestrutura¢do micelar e
consequente aumento da hidrofobicidade, o
que determina maior agregagao das micelas
(Philippe et al., 2003).

O aumento da for¢a i0nica ou a
forte ligacao de ions especificos a grupos
carregados da proteina pode diminuir a
repulsdo eletrostatica e favorecer a auto-
associagdo das proteinas (Mikheeva et al.,
2003).

A prova do alcool pode ser usada
como um método rapido para estimar a
estabilidade das proteinas do leite, esta
prova verifica a estabilidade da caseina,
criando uma situagao de estresse a proteina
por meio de uma solugao alcoolica que
simula o efeito do aquecimento provocado
pelo processamento térmico (O’Connell et
al., 2001).

A adigao de etanol ao leite induz
varias alteracOes nas micelas de caseina,
como o colapso da camada de x-caseina, a
reducdo na carga micelar e a precipitagao
do fosfato de calcio, que colaboram para a
reducdo da estabilidade micelar da «-
caseina (O’Connellet al., 20006).

O leite instavel ao alcool ¢
rejeitado pelo laticinio, pois sendo a caseina
instavel, o aumento da temperatura durante
0 processamento térmico pode promover a
coagulagao do leite, trazendo grandes
transtornos a industria (Silva et al., 2012),
como deposicio de proteinas nos
equipamentos, ocasionando maior numero
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de interrupcoes do funcionamento para
limpeza dos mesmos, o problema nao
inviabiliza o processamento, mas gera
dificuldades e aumento de custos (Marques
etal., 2007).

Para a realizacao da prova do
alcool, atualmente a graduacdo minima
obrigatoria é de 72% (v/v) Brasil (2011), no
entanto, graduagoes de 76%; 78% e ate 80%
tém sido praticadas por diversas industrias,
na expectativa de selecionar leite de melhor
qualidade.

Importancia das proteinas do leite para a
industria

Do ponto de vista da industria, as
caseinas sao O0s componentes mais
importantes do leite. As propriedades
nutricionais, sensoriais e de textura, dos
principais produtos lacteos, como leite
fluido, queijo e iogurte derivam das
propriedades das caseinas (De Kruif et al.,
2012).

A capacidade do leite em suportar
os tratamentos de alta temperatura sem
perda da estabilidade é bastante singular e
torna possivel a produgdo de muitos
produtos lacteos esterilizados e com vida-
de-prateleira longa (Singh, 2004).

A fabricacdo de queijos requer
coagulacdao do leite e desenvolvimento de
sinérese e a capacidade de coagulacao do
leite tem recebido atencao das industrias de
laticinios,  principalmente  porque a
quantidade de leite utilizado para a
produgdo de queijo esta crescendo em todo
o mundo (International Dairy Federation,
2011).

Na ultima década, a fracao total de
leite destinado a produgao de queijo
aumentou em cerca de 10% na Unido
Européia e na Ameérica do Norte (Bittante et
al., 2012).

Cerca de 90% a 95% do volume do
leite usado para a fabricagao de queijos

resultam em soro, que contém

aproximadamente metade dos solidos totais
do leite, incluindo proteinas soluveis, sais e
principalmente lactose (Chaves et al.,
2010).

O soro € a por¢ao aquosa liberada
do coagulo durante a fabricagdo
convencional de queijos, considerado um
efluente residual que pode acarretar graves
problemas ambientais associados ao alto
teor de matéria organica, assim, o0
reaproveitamento tem sido estudado e
sugerido para melhorar a eficiéncia
economica dos laticinios e minimizar os
impactos ambientais (Bieger& Rinaldi,
2009).

A utilizacdo industrial desse co-
produto tem contribuido para o
enriquecimento e desenvolvimento de
novos produtos alimenticios, a exemplo
cita-se a producao de bebidas lacteas
enriquecidas com proteinas e sais minerais
de soro de leite (Peregrine& Carrasqueira,
2008).

Além de aumentar o volume de

paes e bolos e atuar como veiculo anti-
aglutinante em misturas secas (Zavareze et
al., 2010). Nos sorvetes e sobremesas
lacteas, o uso do soro doce € associado a
formacao de espumas estaveis e aumento da
aeracao do produto (Caldeira et al., 2010)
além de melhoria da textura de doces de
leite (Viotto& Machado, 2007).
As descobertas cientificas tém demonstrado
nas ultimas decadas as multiplas e
importantes propriedades funcionais das
proteinas do leite. As aplicabilidades sao
variadas e os efeitos fisiologicos altamente
benéficos. As condi¢does que favorecem a
agregacao das micelas de caseina sdao bem
conhecidas, no entanto, os fatores que
promovem a dissociagao das micelas de
caseina ainda nao sdao completamente
compreendidos (Ye& Harte, 2013). Sendo
assim, € mnecessaria a continuidade de
pesquisas nesta area.
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TABELA 1. Principais proteinas do leite.

Proteinas Quantidade no leite (g/L)
CASEINAS 24-28
(s 12-15
(1 F5) 3-4
B 9-11
K 3-4
PROTEINAS DO SORO 5-7
B-lactoglobulina 2-4
a-lactalbumina L==1.5
Albumina sérica 0,1 -04
Imunoglobulinas 0,6-1,0
lactoferrina ~0,1
PROTEINA DA MEMBRANA DOS ~0.4
GLOBULOS DE GORDURA
Total de proteinas do leite 30 - 35

Fonte: Adaptada de Livney (2010)

TABELA 2. Valores médios de contagens de bactérias psicrotroficas e atividade
proteolitica em leite cru refrigerado obtido de dois laticinios do Estado do Rio Grande do

Sul.
Laticinio® a PsicrotroficosTotais Atividade Proteolitica
(Log UFC/mL)° (U/mL)°
L1 50 6,43 £0,35 12,3+9,1
L2 A 20 6,36 0,78 43+73
L3B 20 6,24 £ 0,63 33+5,2

‘Foram coletadas 50 amostras do silo de acmazenamento do laticinio L1, 20 amostras do tanque isotérmico de
caminhdes (A) e 20 amostras do silo de armazenamento (B) do estabelecimento L2. °Contagens de
psicrotroficos determinadas em placas de PCA incubadas por 10 dias, a4 7°C. “Atividade proteolitica

determinada pela hidrolise de gelatina soluvel.
Fonte: Nornberg et al. (2009).

CONSIDERACOES FINAIS

As proteinas exercem diversas
fungoes basicas de nutri¢do, como fonte de
aminoacidos para sintese protéica e de
energia e tecnologicas devido as suas
propriedades  funcionais e sensoriais.
Devido & importancia comercial, as
proteinas do leite tém sido estudadas

extensivamente e sdao provavelmente, uma
das melhores fontes de proteina alimentar.
A estabilidade das proteinas do
leite € um fator importante para garantir
adequadas condigoes de processamento,
aumentar o tempo de prateleira de derivados
lacteos e proporcionar maior qualidade ao
consumidor final, uma vez que a elevada
estabilidade térmica das principais proteinas
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do leite, as caseinas, possibilitam a
producdo de derivados lacteos submetidos
aos processamentos de alta temperatura. No
entanto, alguns fatores causam a
desestabilizacao da estrutura micelar, com
consequente precipitacdo das caseinas do
leite.

Nos trabalhos de pesquisa e analise
nao ha nenhuma imagem uniforme do que a
caseina micelar €, como sua estrutura €
formada e como ela se comporta. Este fato ¢
reconhecido e muitas vezes enfatizado em
publicagdes sobre micelas de caseina.
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