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RESUMO

Concentrados (80% de proteina) e isolado (90% de proteina) protéico de soro de
leite , produzidos por processos de ultrafiltragdo/diafiltracdo foram avaliados quanto ao
perfil de solubilidade, de textura e perfil eletroforético. Os concentrados e o isolado
utilizado neste estudo apresentaram-se altamente soluveis em pH 7,0 e 4,6 (valores
superiores a 84%). A solubilidade protéica de solugdes preparadas com 10% de proteina
em pH 7,0 em sistema dialisado e nédo dialisado, com adi¢éo de diferentes concentragdes
de CaCl, (0, 10, 15, 25 e 35 mM) apresentou pequeno decréscimo quando houve a
adicdo de 35 mM de CaCl, indicando a formagdo de poucos agregados o que foi
confirmado pelo perfil de transmitancia das solugbes. Géis produzidos a partir dessas
solugdes foram avaliados quanto a caracteristicas de dureza, adesividade, elasticidade,
coesividade, gomosidade, mastigabilidade e capacidade de retengdo de agua. Esses
parametros mostraram-se dependentes da concentracdo de Ca* e também da
concentracdo de outros ions, principalmente anions presentes nas amostras.
Concentrados protéicos com a mesma concentragao de calcio total apresentaram perfil de
textura diferenciado. O valor maximo de dureza foi obtido a concentragdes especificas de
calcio. Solugdes dialisadas foram mais sensiveis a adicdo de CaCl, apresentando geis
com maiores valores de dureza, mastigabilidade, gomosidade, elasticidade e coesividade.
Géis produzidos de CPS Calpro 80 apresentaram valor maximo de dureza (613,02 g)
quando foi adicionado 25 mM de CaCl,, géis de CPS AMP 80 apresentaram dureza
maxima (627,95 g) quando foi adicionado 15 mM de CaCl, em sistema dialisado e géis de
IPS apresentaram dureza maxima (1050,12 g) quando foi adicionado 10 mM de CaCl, em
sistema dialisado.

Solugdes com baixa forga idnica produziram géis mais elasticos, mais coesos e
com maior capacidade de retencdo de agua. A adicdo de Ca®* produziu géis menos
elasticos e menos coesos. A capacidade de retencdo de agua maxima das trés amostras
foi obtida em sistema dialisado sem a adi¢céo de CaCl,.

O perfil eletroforético dos géis indicou que com a adi¢cdo de 25 e 35 mM de CaCl;,
a estrutura dos géis estava sendo mantida por interagdes eletrostaticas, enquanto que
nos niveis de 0, 10 e 15 mM de adigao de CaCl, a estrutura estava sendo mantida por
ligacoes dissulfidicas e eletrostaticas e as proteinas envolvidas no processo de formacéo

de agregados através de ligagdes S-S foram a-lactalbumina e B-lactoglobulina.



SUMMARY

Whey protein concentrates (80% protein) and whey protein isolate (90% protein)
manufactured by ultrafiltration and diafiltration were evaluated for their solubility properties,
textural characteristics and electrophoretic pattem. Concentrates and isolate tested in this
study showed high solubility at pHs 7,0 and 4,6 (solubility higher than 84%). Protein solubility
in systems prepared with 10% protein at pH 7,0, dialysed and non-dialysed, with the addition
of different concentrations of CaCl, ( 0, 10, 15, 25 and 35 mM) showed a small decrease
when 35 mM CaCl, was added, indicating the formation of few aggregates, confirmed by the
transmittance patterns of the solutions. Gels obtained from these solutions was evaluated for
hardness, adhesiveness, elasticity, cohesiveness, gumminess, chewiness and water
retention capacity. These parameters were Ca** and other ions dependent , mainly of anions
present in the samples. Whey protein concentrates with the same total Ca* concentration
showed different texture profile. The highest values for hardness were obtained with specific
concentrations of calcium. Dialysed solutions were more sensitive to CaCl, addition showing
higher values for hardness, chewiness, gumminess, elasticity and cohesiveness. The
maximum hardness value for the WPC Calpro 80 was obtained at 25 mM CaCl, (613,02 g);
sample AMP 80 showed maximum hardness when 15 mM CaCl, were added to a dialysed
system (627,95 g); maximum hardness for the WP| was obtained at 10 mM CaCl, when the
salt was added to the dialysed system (1050,12 g).

Solutions with low ionic strength produced elastic gels, more coesive and with higher
water retention capacity. Ca®* addition produced less elastic gels and with lower coesivity.
The maximum water retention capacity for the three samples was obtained in the dialysed
system without CaCl, addition.

The electrophoretic pattern indicated that with the addition of 25 and 35 mM CaCl;
the gels structures were mantained by electrostatic interactions, while at the addition levels of
0, 15 e 15 mM of CaCl, the structure was supported by disulphide and electrostatic
interactions and the proteins involved in the process of aggregates formation through

interactions S-S were a-lactalbumin and B-lactoglobulin.
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1. INTRODUGCAO

Concentrados (CPSs) e isolados protéicos (IPSs) de soro de leite obtidos do
processamento de queijo e caseina industrial tém se tornado importantes ingredientes
funcionais, utilizados principaimente em alimentos formulados, incluindo cames
processadas, produtos de confeitaria e laticos (KINSELLA e WHITEHEAD, 1989).
Todavia, a utilizagdo de CPS ainda € limitada devido a grande variabilidade em
propriedades funcionais em razao de diferencas na composi¢do e processamento. MORR
e FOEGEDING (1990) mostraram que CPSs obtidos de diferentes fontes comerciais

tiveram consideravel variagdo no contetdo de minerais, incluindo calcio, sédio e fosfato.

A manipulagao da concentragdo de ions como calicio, sédio, potassio, fosfato pode
alterar sensivelmente as caracteristicas desses concentrados, permitindo o
desenvolvimento de caracteristicas funcionais especificas. O equilibrio entre
concentragdes de calcio idnico, ligado a proteina ou na forma de fosfato de calcio coloidal
pode alterar caracteristicas funcionais de concentrados protéicos de soro de leite.
(AUGUSTIN e CLARKE, 1991). Processos de desmineralizacdo e eletrodidlise de CPSs e
IPSs favorecem a formagao de géis mais fortes e mais elasticos (SCHMIDT et al., 1978b;
KUHN e FOEGEDING, 1991b) indicando efeito prejudicial de minerais na estrutura do gel.
Segundo SCHMIDT (1981); MULVIHILL e KINSELLA (1988); KHUN e FOEGEDING
(1991a), baixas concentragdes de calcio (5-10 mM) facilitam a gelatinizacdo de proteinas
de soro do leite. A habilidade de proteinas do soro do leite de formar géis induzidos pelo
aquecimento com alta capacidade de retencdo de agua € uma propriedade funcional de
importancia econémica (STERNBERG et al., 1976). A propriedade gelatinizante é
dependente do estado fisico-quimico das proteinas e da composi¢cdo de componentes
nao protéicos, incluindo lactose (HAGGETT, 1976), lipidios (STERNBERG et al., 1976) e
minerais (HAGGETT, 1976).

Proteinas globulares podem formar géis por agregacao linear ou ao acaso,
dependendo de fatores como pH e concentragdo de sais (DOI,1993; TOMBS 1974). O
processo de agregacao ac acaso resulta na formagdo de géis opacos, enquanto a
agregacgao linear resulta na formagdo de géis transparentes. Dependendo do tipo de
agregacgdo, os geis de proteinas do soro do leite podem ser classificados como

particulados (opacos), de estrutura fina-linear (transparentes) ou de estrutura mista. Géis

1



transparentes sdo formados abaixo ou acima do pH isoelétrico (pl), todavia os géis
formados acima do pl sdo fortes, elasticos com grande capacidade de retengdo de agua e
aqueles formados abaixo do pl sdo fracos com baixa capacidade de reten¢cido de agua
(HUDSON, et al. 2000).

A concentracdo de sais, em especial CaCl,, pode ser manipulada para obter géis
com diferentes estruturas e aumentar seu potencial de aplicagdo como ingrediente
funcional. Sendo assim uma melhor compreensdo dos efeitos da concentracdo de
minerais na funcionalidade de proteinas do soro & necessaria para expandir a utilizacao
de produtos comerciais de soro de leite.

O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia da concentracao de Ca” na
solubilidade protéica de solugdes de concentrados e isolado protéicos de soro de leite e
no perfil de textura e eletroforético dos géis produzidos. A alteragcdo das concentragoes de
Ca”" foi conseguida pela adicdo de CaCl, (0, 10, 15, 25, 35 mM) ou pela remogao através

do processo de dialise.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Proteinas do soro

O leite € uma secrecdo polifasica da glandula mamaria, contendo 3,9% de
gordura, 3,3% de proteinas, 5% de lactose e 0,7% de minerais. As proteinas do leite tém
sido classicamente separadas em 2 grandes grupos: as caseinas que so insoluveis em
pH 4,6 a 20°C e as proteinas do soro. O soro € a fragao soluvel do leite que & separado
da caseina durante a manufatura do queijo ou caseina industrial. Do total de proteinas
do leite, 20% corresponde as proteinas do soro. As principais proteinas do soro sao: p-
lactoglobulina (B-Lg), o-lactalbumina (a-La), proteose-peptona, imunoglobulinas e
albumina de soro bovino (BSA). As trés fragoes protéicas: a-La, B-Lg e BSA, ocorrem
naturalmente no soro como proteinas globulares organizadas em uma estrutura
tridimensional compacta, na qual cadeias laterais de aminoacidos hidrofobicos reativos
estdo localizados no interior da proteina, ficando a maior parte das cadeias laterais
polares no exterior. A estrutura € mantida por ligagoes nao covalentes fracas e no caso
da B-Lg por poucas ligagdes dissulfidicas (KINSELLA e WHITEHEAD, 1989). As
proteinas B-Lg e a-La estdo presentes em maior concentracdo e possuem as
propriedades fisico-quimicas de maior importdncia em produtos protéicos de soro,
apresentam excelentes propriedades funcionais e um alto valor nutricional devido ao seu

conteudo em aminoacidos sulfurados, lisina e triptofano.

A proteina presente em maior concentragdo no soro do leite ( 7 a 12% das
proteinas totais do leite ) é a B-Lg que, segundo LEMAN e KINSELLA (1989), em pH
entre 5 e 7, existe como um dimero formado de duas subunidades idénticas, cada uma
com peso molecular de 18.400 Da. Em temperaturas acima de 40°C, este dimero se
dissocia em mondémeros. A principal fracdo da B-Lg em sistemas aquecidos contém duas
ligagbes dissulfidicas e um grupo tiol, sendo este capaz de interagir formando novas
ligagbes dissulfidicas a uma velocidade de reagdo que, em pH acima de 6,8, aumenta
repentinamente devido as mudancas de conformagao da molécula, que expde os grupos
tiol livres. A B-Lg é responsavel por aproximadamente 90% do total de grupos sulfidrilas
livres no leite. E composta por uma sequéncia de 162 residuos de aminoacidos e,

segundo GOUGH e JENESS (1962), a B-Lg se desnatura em temperaturas acima de



65°C e pH 6,7, resultando em agregacdo. PAPPAS e ROTHWELL (1991) verificaram
que 10° g de B-Lg foi capaz de ligar 18,6; 24,6; 32,6 e 35,3 moles de calcio para
concentragcbées de 3, 10, 15, 20 mM de calcio por litro respectivamente. Esta proteina
apresenta boa capacidade de ligar calcio a baixas concentracbes e este € ligado a
grupos carboxilicos livres do acido aspartico e glutadmico que estdo presentes em numero

de 10 a 16, respectivamente, por molécula de pB-Lg.

A segunda fragdo mais importante das proteinas do soro ( 2 a 5% das proteinas
totais do leite ) & a a-La que € uma proteina globular compacta, com peso molecular em
torno de 14.000 Da, correspondendo a uma sequéncia de 123 residuos de aminoacidos
(EIGEL et al., 1984). E estavel na faixa de pH entre 54 e 9,0, contém 4 ligagoes
dissulfidicas intramoleculares e ndo apresenta grupos sulfidrilas. Segundo FOX (1989)
seu ponto isoelétrico & aproximadamente 4,8 e ndo se trata de uma albumina verdadeira.
Segundo BRAMAUD et al. (1995), a a-La é uma metaloproteina ligadora de Ca®*, Zn*",
Mn®*, Fe?*, Cu** e Mg** e liga um mol de calcio idnico por mol de proteina. A remogéo
do calcio da a-La pelo ajuste do pH a 3,8 ou pela adicdo de um agente sequestrante
como EDTA, acido citrico ou citrato de sédio resulta na redugdo da estabilidade térmica
quando comparada a proteina nativa. A a-La € menos suscetivel a desnaturagéo pelo
aquecimento que a B-Lg, assim a desnaturagdo da a-La pode ser um importante fator na
avaliacdo de efeitos do processamento na funcionalidade do soro (HILLIER et al.,1979)
ou de concentrados protéicos de soro (MORR ef al., 1973). Segundo RUEGG (1977), a
a-La se desnatura a 65,2°C e pH 6,7. PAPPAS e ROTHWELL (1991) verificaram que 10°
g de a-La foi capaz de ligar 23,3; 26,6; 31,0 moles de calcio para concentragbes de 10,
15, 20 mM de calcio por litro respectivamente. O calcio apresentou-se ligado a 9 grupos
carboxilicos livres do acido aspartico e 8 do acido glutamico presentes em cada molécula

de a-La.

A albumina do soro bovino (BSA) é a maior proteina do soro em tamanho, contém
582 residuos de aminoacidos e peso molecular de 66.000 Da. Possui 17 ligagoes
dissulfidicas intramoleculares e um grupo sulfidrila livre no residuo 34 (EIGEL et al.,
1984). Esse grupo tiol, assim como o da B-lg, pode participar de interagbes intra ou
intermoleculares. A BSA pode se ligar a varias moléculas, aparentemente em diferentes

sitios. Essas ligagbes sao consideradas importantes uma vez que aumentam a
4



estabilidade molecular (FOX, 1989). Sua temperatura de desnaturacéo € 64°C.

No soro do leite estdo presentes quatro classes de imunoglobulinas: 19G, IgE, IgM

e IgA e apresentam peso molecular superior a 146.000 Da (EIGEL et al., 1984). Das

imunoglobulinas presentes no leite de vaca, 80% sao IgG (MORR e HA, 1993). Estas

proteinas exibem temperatura de desnaturagdo superior a da o-la e B-Ig, mas na

presenga de outras proteinas do soro elas se tornam extremamente termolabeis, o que

pode ser explicado através das interagdes via ligagdo dissulfidica entre BSA e B-Ig (dE

WIT e KLARENBEEK, 1984).

A tabela abaixo apresenta um resumo das principais caracteristicas fisico-

quimicas e quimicas das proteinas do soro.

Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas e quimicas das proteinas do soro

p-Llg a-La BSA Ig
Ponto Isoelétrico 52 42-45 47-49 5,5-8,3
Concentragao no soro (g/l) 2-4 0,6-1,7 0,4 0,410
Concentracao no soro (%) 56-60 18-24 6-12 6-12
Peso Molecular (daltons) 18.000 14.000 66.000 146.000
Hidrofobicidade Média (Kcal/residuo) 1075 1020 995
Total de aminoacidos (residuos/mol) 162 123 582
Apolares (residuos/mol) 54 44 163
Cisteina (residuos/mol) 5 35
Ligacao dissulfidica (residuos/mol) 2 17
Sulfidrilas (residuos/mol) 1 1
Lisina (residuos/mol) 15 12 59
Acido glutamico (residuos/mol) 16 59
Acido aspartico (residuos/mol) 10 9 39

Fonte: EIGEL et al. (1984)

2.2 Produgéo de concentrados (CPSs) e isolados (IPSs) protéico de soro

Existem 2 tipos principais de soro disponiveis como fontes de proteina que séo os

soros acido e doce resultantes da fabricacdo de queijo. O soro acido com pH<5,1 é

produzido pela acidificagcdo direta do leite, enquanto o soro doce € produzido através da

S



coagulagao do leite por renina em pH >5,6. O soro acido contém 0,7% de proteina e
0,8% de minerais, enquanto o soro doce contém 0,8% de proteina e 0,5% de minerais. A
maior concentracdo de minerais do soro acido se deve a dissolugdo do fosfato de calcio

coloidal das micelas de caseina durante o processo de acidificagdo (MORR, 1989).

Estes dois tipos de soro sdo utilizados para a producdo de concentrados e
isolados protéicos de soro de leite por diferentes processos de concentrag@o. A partir da
década de 70, processos utilizados para produgdo de concentrados protéicos de soro
(CPSs) como filtragdo em gel, precipitagéo por polifosfato, coagulagédo térmica e
desmineralizagio e delactosagdo parcial foram substituidos por osmose reversa e
ultrafiltracdo (UF)/diafiltragdo (DF). Segundo KINSELLA (1984) e EVANS (1989), os
processos que utilizam membranas como a ultrafiltragdo e osmose reversa sao usados
para reducdo da concentracdo de sais e lactose, fomecendo proteinas com boa

solubilidade e propriedades funcionais.

O processo de UF utiliza membranas para promover a separagao de
componentes de um liquido com base em seu peso e tamanho molecular. As
membranas de UF usadas para concentragdo/fracionamento de proteinas do soro,
geraimente de peso molecular de 10.000 a 50.000 Da, permeiam lactose e minerais e

retém proteinas e gordura residual do leite (MORR, 1989).

A diafiltracdo envolve simultaneamente a adicdo de agua ao concentrado
ultrafiltrado, cerca de 5 vezes o volume do ultrafiltrado, para remogédo de solutos de
baixo peso molecular como lactose e minerais e € empregada para produgdo de CPSs
com concentra¢do de proteina superior a 50%. Este processo evita também o aumento
excessivo da viscosidade do retentado que podera resultar na redugdo do fluxo da
membrana de ultrafiltracdo (MORR, 1989).

Nos concentrados protéicos disponiveis comercialmente, o nivel de proteina
varia de 35 a 85% enquanto que os isolados protéicos de soro (IPSs) tém conteudo
protéico de 90% ou mais (GIESE,1994). Industrialmente, dois processos principais de
troca idnica tem sido utilizados para producdo de IPSs, que s&o o “Vistec’ e o
“Spherosil”.



O “Vistec” é um processo que utiliza um trocador iénico a base de celulose em
um tanque reator de leito com agitacdo. A adsorgdo protéica é realizada em pH 3,2 e a
eluicio protéica ocorre em pH entre 7,0 e 7,5. Apos a eluigdo, as proteinas sao
concentradas por UF e secas em spray dryer (PALMER, 1977).

O processo “Spherosil” utiliza pérolas de silica recobertas com material
polimérico com potencial de troca catiénica (“Spherosil S”) ou anionica (“Spherosil
QMA”) no qual a adsorg¢ao/recuperagao das proteinas é feita em reator de coluna de leito
fixo. O soro acidificado a pH<4,5 & aplicado no reator de coluna “Spherosil S” que
permite a adsorcdo da proteina. Lactose e outros solutos néo adsorvidos sao eluidos
com agua. O pH é entdo aumentado e as proteinas eluidas da coluna de troca ibnica,
concentradas por UF e secas em spray dryer. No caso do soro doce com pH>5.5, este &
aplicado ao reator de coluna “Spherosil QMA” para adsorver as proteinas carregadas
negativamente. Apés a eluicdo de componentes nao protéicos com agua, as proteinas
sdo dessorvidas e eluidas com acido a pH<4,5 , concentradas por UF e secas em spray
dryer (MIRABEL,1978).

Segundo BARKER e MORR (1986) estes processos recuperam cerca de 85%
das proteinas sob as melhores condicbes de operagdo. Em trocador anidnico o
rendimento € menor porque as proteinas do soro basicas como lactoferrina,
lactoperoxidase e imunoglobulinas ndo sdo adsorvidas na coluna “Spherosil QMA”.
Embora as propriedades funcionais dos IPSs sejam superiores a dos CPSs em base
equiprotéica, principalmente a gelatinizagdo térmica (PEARCE, 1992), sua produgao €
limitada devido ao alto custo de produgdo, a utilizacdo de grandes quantidades de
solugdo de lavagem e regenerante e o continuo decréscimo na capacidade de troca da
coluna durante o processamento (MULVIHILL, 1992).

2.3 Propriedades funcionais e aplicagées de CPSs e IPSs

O termo “propriedade funcional”, geraimente € utilizado em relagéo a parametros
fisico-quimicos de proteinas em solugbes aquosas ou em sistemas modelo simples. A
estrutura primaria, estrutura segundaria (isto é arranjo espacial de cadeias polipeptidicas
estabilizadas por ligagdes de H, interagdes eletrostaticas, interacdes de Van der Waals e

interagcdes hidrofébicas), estrutura terciaria (dobramento de cadeias polipeptidicas que
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sdo0 mantidas por ligagdes dissulfidicas covalentes) e condigdes do meio como pH, forca
ibnica, temperatura, viscosidade e presenga de outras moléculas influenciam as

propriedades funcionais de proteinas em sistema de alimentos (IMAFIDON et al.,1997).

Segundo de WIT (1990), as propriedades funcionais primeiramente revelam
informagéo sobre a histéria do processamento e a composicéo de produtos de proteina
do soro. A funcionalidade protéica se manifesta através de interagbes entre moléculas
protéicas e agua, sais e outros componentes do alimento. O desenvolvimento da
estrutura de géis, a formagdo de espumas e emulsGes estaveis envolvem interagoes
proteina-proteina. A taxa e extens&o das interagées proteina-proteina pode infuenciar o
desempenho das proteinas do soro na imobilizagdo da agua, na estabilizacado da

gordura e nas caracteristicas de textura do produto final (XIONG, 1992).

Devido o seu alto valor nutricional e sua funcionalidade, concentrados proteicos
de soro obtidos do processamento de queijo, tem se tornado uma importante fonte de
ingrediente funcional usado em muitos produtos formulados, incluindo cames
processadas, produtos derivados de leite, produtos de confeitaria (KINSELLA e
WHITEHEAD, 1989), como suplemento nutricional em dietas especiais e produtos
farmacéuticos e, devido a alta solubilidade das proteinas do soro em valores de pH

baixos, pode ainda ser utilizado em sucos de frutas e drinks (MORR,1985).

Isolados proteicos de soro de leite contendo 90% ou mais de proteina e menos
do que 1% de lactose e gordura, permitem formulagdes livres de lactose e gordura,
bebidas formuladas para atletas e alimentagéo enteral (HUFFMAN, 1996). Os IPSs tém
ainda uma grande aplicagdo em formulagdes infantis que requerem extensa
desmineralizacdo. A esses produtos normalmente adiciona-se caicio até se obter a
concentragio de 1440 mg/L no produto final (MCDERMOTT, 1987).

2.4 Solubilidade de concentrados protéicos de soro

Em geral, proteinas usadas como ingredientes funcionais requerem aita
solubilidade para promover boa emulsdo, espuma e gelatinizagdo. Alguns concentrados
protéicos sdo naturalmente insoluveis ou tornam-se insoltveis pelo tratamento térmico.

Outros concentrados protéicos tendem a tornar-se insoltveis em valores de pH acidos ou
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proximo ao ponto isoelétrico (pl) e apresentam alta solubilidade em valores de pH
maiores. A suplementacdo protéica de sucos de frutas e drinks requer que estas
proteinas sejam sollveis em valores de pH acidos (de WIT, 1990).

Segundo VOJDANI (1996), para globulinas e algumas albuminas, a solubilidade
das proteinas aumenta com a adi¢do de sais neutros até um valor méximo e entao
decresce. Neste ponto, ha uma competic&o entre a proteina e os ions salinos para ligar
agua. A fase onde ocorre aumento da solubilidade é chamada de “salting-in” e a fase
onde ha decréscimo é chamada de “salting-out”. Sais neutros, em concentracao de 0,1 a
1 M podem aumentar a solubilidade protéica interagindo com grupos de carga oposta da
proteina para formar uma camada dupla de grupos idnicos, o que diminui as interagdes
eletrostaticas entre moléculas protéicas, causando maior solvatagdo da proteina e
aumento de sua solubilidade. Em concentragdes superiores a 1M, ocorre decréscimo na
solubilidade protéica (“salting-out’) devido o aumento de interagdes hidrofobicas e
também pela competicdo da proteina com os ions salinos pela agua. Nessa
concentragdo salina, a maior parte da agua se apresenta fortemente ligada aos ions,
havendo pouca reorganizagdc em torno da molécula de proteina. Interagbes proteina-
proteina sdo mais fortes que interagdes proteina-agua o que leva a associagao e
precipitacdo. Em alguns casos, baixas concentragbes de cations divalentes podem
induzir o efeito “salting-out”.

Concentrados protéicos de soro de leite produzidos comercialmente apresentam
solubilidade entre 80 e 90%, enquanto que isolados protéicos de soro podem apresentar
solubilidade de 98%. A solubilidade reduzida determinada em pH 4,6, representa
desnaturacdo de proteinas do soro principalmente da B-lactoglobulina, provocada
durante o processo de evaporacdo, secagem e estocagem de produtos protéicos de
soro de leite. (dE WIT, 1990). Em 1992, MORR avaliou a solubilidade protéica de trés
IPSs e oito CPSs comerciais com teor de proteina variando de 88,6 a 92,7% e de 72,0
a 76,6% respectivamente e encontrou valores de solubilidade a pH 7,0 igual ou superior
a 98% para os IPSs e igual ou superior a 62% para os CPSs. Valores minimos de
solubilidade foram encontrados em pH 4,5, que variaram de 49,4 a 94,5%.



Segundo de WIT (1990), IPSs produzidos pelo processo “Spherosil S” e CPSs
acidos UF/DI apresentam grande desnaturagdo protéica apresentando baixa
solubilidade. Isto pode ser explicado por um efeito combinado de desnaturagao
provocado por pH e temperatura. Durante o processo “Spherosil S” ocorre aquecimento
a pH alcalino durante a secagem, provocando a desnaturacdo da pB-lactoglobulina
através de interacdes dissulfidicas e em CPSs acidos UF/DI que sao secos sob
condi¢des de pH acido ocorre a desnaturagdo da a-La (SHORT, 1978) e da BSA (de
WIT e KLARENBEEK, 1984).

2.5 Gelatinizagdo de concentrados protéicos de soro de leite
A gelatinizagdo de proteinas pode ser causada pela adicdo de sais, agdo de
enzimas, alteragées de pH ou pela aplicagdo de calor. No caso de concentrados

protéicos de soro (CPS) é o aquecimento que induz a gelatinizagao protéica.

As proteinas globulares tém uma estrutura que € estabilizada por ligagbes nao
covalentes e algumas ligagées covalentes. Quando uma proteina €& aquecida, as
ligagdes que mantém a estrutura secundaria e terciaria sdo enfraquecidas e se rompem.
Esta quebra de ligagdes ndo covalentes, resultando em alteracao da molécula protéica e
chamada desnaturagdo. Com a ocorréncia da desnaturacdo térmica, a maioria das
moléculas protéicas se desdobra e aumenta a quantidade de agua fortemente ligada. Se
interagées proteina-proteina levarem a formagao de uma rede tridimensional capaz de
englobar moléculas de agua, entdo o gel se formara. Se a rede é fraca, a viscosidade
podera aumentar e permitir fluxo do fluido, ocasionando o rompimento da rede. Se,
todavia, interagdes proteina-proteina forem muito fortes, a rede se rompera e a agua
sera expelida. Um balango entre forgas atrativas para formar a rede e forgas repulsivas
para prevenir o colapso da rede sdo necessarias para a formagdo do gel (MANGINO,
1992).

Segundo AGUILERA (1995), a gelatinizacao de proteinas do soro induzida pelo
aquecimento inicia-se com uma solugdo transparente que aumenta sua viscosidade
devido a formagdo de agregados protéicos e termina com a formagdo de um gel (inverte-
se o recipiente e nao ocorre fluxo). A gelatinizagdo envolve uma alteragdo no estado

macroscopico da matéria, chamado de ‘transicdo” do estado de sol para gel. O termo
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transicéo se refere a uma alteragéo de estado induzida por variagdes de temperatura ou
pressdo (SPERLING, 1992). As transigbes de primeira ordem de componentes de baixo
peso molecular de seu estado solido (S) ou cristalino (C) para seu estado liquido (L) ou
vapor (V) sdo conhecidas como: “melting”(S—L) e “boiling"(L—V). Do ponto de vista
fisico do polimero, a formacédo de gel se processa via transicdo de 1? ordem de um
estado molecular desordenado na solugdo para um estado mais ou menos ordenado na
rede. O “gel point” (ponto de gelatinizagado) ou “gel time (t*)" (tempo de gelatinizacao)
representa o instante quando a solugéo (sol) torna-se um solido viscoelastico (gel) ou,
em modelo de polimerizacdo para gelatinizagdo, é o instante no qual a rede infinita &
formada. Todavia, em gelatinizacdo de proteinas globulares, induzida pelo aquecimento,
outras “transicdes” ocorrem na molécula que s&o intrinsicas as proteinas: desnaturagao
— desdobramento — agregacéo (AGUILERA | 1995).

As proteinas globulares tém uma conformag&o Unica em seu estado nativo (N) e
passam para um estado desdobrado ou desnaturado sob certas condicbes como por
exemplo aquecimento. O estado de gel (G) para as proteinas globulares envolve trasicao
do estado nativo para o estado desdobrado e estado de agregado. Esta sequéncia pode
ser explicada pelas reagdes, descritas abaixo, propostas por SCHMIDT (1981), para
formacdo de géis induzidos pelo aquecimento, baseado no mecanismo de 2 fases
proposto por FERRY (1948).

Fase I: N (estado nativo) - D (estado desdobrado)

Fase Il: D (estado desdobrado) — A (agregado)

Fase llI: A (agregado) — L (formagao de estrutura linear de agregados)
Fase IV: L (formagéo de estrutura linear de agregados) — G (Gel)

Na Fase |, ocorre a desnaturacdo das proteinas nativas. A desnaturagéo de
proteinas é considerada uma transicao intramolecular de 1% ordem, na qual moléculas
compactas comegam a se desdobrar em “random coils” e, segundo GRINBERG et al
(1992), a temperatura correspondente ao inicio deste processo € denominada
temperatura de desnaturacdo e, de acordo com MYERS (1990), ocorre na faixa de 60 a
80°C. Géis de proteinas globulares, induzidos termicamente, requerem um
desdobramento parcial da proteina inicialmente (CLARK e ROSS-MURPHY, 1987), mas

ndo total desdobramento, o que raramente ocorre abaixo de 100°C. Uma vez aberta a
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estrutura molecular, esta expée uma grande quantidade de sitios reativos para
interagbes intermoleculares. A gelatinizagdo de proteinas do soro € normalmente
observada acima de 70°C. Segundo HIROSE (1993), a etapa inicial da gelatinizacéo
pode envolver um estado conformacional intermediario no qual a estrutura secundaria da
proteina globular € mantida intacta ou levemente expandida, permitindo a movimentacao
intramolecular de cadeias laterais e aumento da hidrofobicidade superficial. Este estado
intermediario que mantém a estrutura secundaria da molécula globular compacta, mas

desdobra a estrutura terciaria é chamado “the molten globule state” (PTITYN, 1992).

Na Fase ll, ocorre a agregagao de moléculas desdobradas. O mecanismo
molecular responséavel pela formacdo de agregados, durante e apds o desdobramento
protéico, ainda é obscuro. Tem sido relatado que a agregacao se realiza através de uma
sequéncia de reagbes de desdobramento (unimolecular) e associagdo bimolecular para
produzir uma estrutura polimérica ordenada. A estabilizagdo de agregados soluveis pode
ocorrer através de ligagdes cruzadas dissulfidicas entre cadeias polipeptidicas, como
sugerido por HILLIER et al. (1980), para concentrados protéicos de soro. Na Fase
Ill, ocorre a formagdo da estrutura linear (fios) dos agregados. A maior parte dos géis
de proteina do soro, caracterizados microestruturalmente, revelam a presenc¢a de uma
rede homogénea de particulas protéicas conectadas ou agregadas formando uma matriz
tridimensional com areas intersticiais completadas por liquido. TOMBS (1974) postulou 2
modelos para a formagao de géis de proteina globular: estrutura de agregados em
cachos ao acaso e “string-of-beads’(fios de agregados ordenados, colar de pérolas).
Géis tipo “string of beads” com aparéncia transparente ou translucida tem sido relatado
para albumina de soro, insulina, lisozima (CLARK et al., 1981), ovalbumina (DOI et al.,
1987) e glicina de soja (NAKAMURA et al., 1984). Exemplos de géis formados por
agregacao de moléculas ao acaso com aparéncia turbida sdo os de miosina aquecida a
alta forca i6nica (HERMANSSON et al, 1986), B-Lg e proteinas do soro
(HERMANSSON, 1988). Todavia, a maior parte dos géeis de proteinas globulares adquire
ambas as formas de rede dependendo de condigdes de gelatinizacdo como:
concentragdo de proteina, pH, forgca ibnica, temperatura, tempo de aquecimento e
outros. Um ultimo nivel de associagcao (Fase IV) seria entre os fios de agregados e

ent3o tem-se a formagao da rede tridimensional, ou seja, o gel.
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Outra possibilidade de transi¢do em géis seria, segundo DOI (1993), a mudanca
de opaco para transparente (translucido) para proteinas globulares. Géis transparentes
tém uma rede molecularmente homogénea, enquanto géis opacos consistem de
particulas ou agregados coloidais. Géis de B-Lg de estrutura fina e transparente se
formariam na faixa de pH de 7 a 9, enquanto geis de estrutura agregada e opaca
resultaram de pH préximo ao ponto isoelétrico (pH 4 a 6). A transigdo de um tipo de gel
para outro pode ser verificada com uma pequena alteracdo de pH (aproximadamente 0,1
unidades) antes do aquecimento (HERMANSSON, 1988; DOI, 1993).

2.6 Fatores que influenciam a gelatinizagao de CPSs e IPSs
Em geral, a habilidade de formar gel dos CPSs depende de:

+ Fatores composicionais como: concentragdo e tipo de proteinas do soro, quantidade
de componentes ibnicos (especialmente calcio) e quantidades de nitrogénio ndo
protéico, gordura e lactose em preparagées com CPSs e IPSs;

» Fatores de processamento que podem afetar o estado fisico-quimico das proteinas do
soro e também a sua composi¢ao;

e Condicoes de preparacdo do gel: concentragdo de proteina, temperatura de
aquecimento, pH, concentragdo de sulfidrilas livres, hidrofobicidade da proteina e

concentragéo de sais.

2.6.1 Concentragao de proteina

A concentragcao de proteina influencia o mecanismo envolvido nas interagdes
proteina-proteina e no tipo de gel formado durante a gelatinizagdo induzida pelo
aquecimento convencional (RECTOR et al., 1989; MATSUDOMI ef a/.,1991; MORR e
HA, 1993). A formagcdo de géis protéicos reversiveis ou irreversiveis depende da
concentragdo de proteinas (RECTOR et al, 1989). Baixas concentragdes de proteina
favorecem interagdes proteicas intramoleculares que sao insuficientes para formagao da
estrutura do gel. A concentragdo protéica minima requerida para formagao de gel e
chamada de “least concentration endpoint” (LCE) (MORR e FOEGEDING,1990;
BRANDENBURG et al.,1992). Um aumento no conteiudo de proteina aumenta a
probabilidade de ocorrerem ligacdes cruzadas entre as proteinas e altera a forga e
textura dos géis aumentando a sua dureza (SCHMIDT, 1981).
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Segundo MATSUDOMI et al. (1991), em pH 6,5 foi necessaria uma concentragcao
de 5% de B-lactoglobulina para formag¢ao do gel. Em valores de pHs altos e baixos, a
concentragdo de B-lactoglobulina necessaria para formagao de gel, variou de 5 a 10%
(STADING e HERMANSSON, 1990). LANGLEY e GREEN (1989) afirmaram que géis
transllcidos sdo formados pelo aquecimento de solugbes de CPS com concentracdo
relativamente baixa de pB-lactoglobulina, enquanto que solugbes contendo alta

concentragao de B-Ig resulta em géis opacos.

Géis elasticos, translicidos e fracos sdo formados pelo aquecimento de solugdes
protéicas de CPS de 3 a 5%, o que & causado pela formagado de baixo numero de
ligagdbes intermoleculares. O aquecimento de solugdes contendo concentragdes
protéicas mais altas resulta em géis opacos e rigidos com maior frequéncia de ligagoes
cruzadas entre polimeros adjacentes (MORR e HA, 1983). Segundo SHIMADA e
CHEFTEL (1989), as ligagbes cruzadas irreversiveis entre cadeias poliméricas protéicas
na rede de gel sdo atribuidas a ligagdes protéicas hidrofobicas e ligagdes dissulfidicas
intermoleculares, especialmente em concentragées protéicas altas. Na fase de
resfriamento ocorrem ligagdes proteina-hidrogénio intermoleculares o que fortalece a
rede de gel e aumenta interagdes proteina-solvente (BRANDENBURG et al., 1992).

Géis irreversiveis de IPS se formaram com concentragao de proteina superior a
12%, segundo HONGSPRABASHAS e BARBUT (1997). MATSUDOMI et el. (1991)
indicaram que forgas ndo covalentes foram predominantes em interagées proteina-
proteina durante a formagao da rede em concentragdes de proteina mais baixa (isto &
<12%). A concentracdo de proteina superior a 12%, ligagdes cruzadas dissulfidicas
apareceram como um modo de interagao adicional. MORR e HA (1993), sugerem que
interagdes intramoleculares foram predominantes em baixas concentragdes de proteina
enquanto interagées intermoleculares prevaleceram a altas concentragées. Geralmente,
concentragoes de proteina de 5 a 12% e temperaturas de 60 a 110°C tém sido usadas
para formacao de gel de CPS.
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2.6.2 Temperatura

O aquecimento a temperatura acima de 65°C causa desnaturagdo e agregacao
de proteinas do soro. A ordem aparente de desnaturacdo de proteinas do soro
individualmente é Ig>BSA>B-lg>a-la. Todavia as taxas de desnaturacdo sao fortemente
influenciadas por pH, composicdo iénica e concentracao de sdlidos totais (MORR e HA,
1993).

Segundo MANGINO (1984), o aquecimento pode afetar a velocidade de
desnaturacdo e a velocidade de interagdo proteina-proteina. Se a velocidade de
agregacdo protéica é rapida comparada com a velocidade de desdobramento da
proteina, a estrutura do gel sera afetada adversamente (HERMANSSON, 1979). Se a
velocidade ou extensdo da agregacdo € grande, um precipitado ira se formar sem a
imobilizagdo da agua. A temperatura para a formagéo de gel deve ser selecionada de tal
maneira que haja um balanco entre a velocidade de desdobramento da proteina e a
agregacao. Frequentemente na temperatura selecionada, ocorre uma agregacéo minima
e a maior parte das interagdes proteina-proteina ocorre no sistema de resfriamento.
SCHMIDT et al. (1978 a) concluiram que solugdes de soro aquecidas de 90 a 100°C
resultam na formacdo de géis fortes, enquanto que solugdes aquecidas a 80°C
resultaram em géis de forca média. A coesividade dos géis de proteina do soro formados
a 80°C foi maior do que a coesividade de géis aquecidos a 90°C (RIZVI, 1981).
SCHMIDT et al. (1978 a) sugerem que a dureza dos géis aumenta com o aumento da
temperatura de aquecimento devido a um numero maior de ligagdes intermoleculares.
Segundo ZIRBEL e KINSELLA (1988), géis produzidos a 90°C em pH 6,0 foram cerca de
30 vezes mais duros que géis produzidos no mesmo pH a 70°C. Ja em pH 8,0 os valores

de dureza para géis produzidos a 90°C e a 70°C foram muito proximos.

2.6.3 pH

Segundo SCHMIDT et al. (1978a), a desnaturagao de proteinas é altamente
dependente do pH e a razdo de desdobramento pode ser influenciada pelo pH de
aquecimento. O ajuste de pH permite encontrar um balango entre a razdo de
desnaturagdo e a razdo de agregagao, bem como entre forgas de atracdo e forgas de
repulsdo entre as proteinas (MANGINO, 1984).
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Géis formados de solugbes de CPS a baixos valores de pH s&o macios e
semelhantes a um coagulo opaco. Para formagédo de geéis de CPS na faixa de pH entre 3
e 4,5 foi necessaria uma concentragdo minima de 14% de proteina, segundo BARKER e
MORR (1986). Segundo SHIMADA e CHEFTEL (1989), géis formados a valores de pH
acidos sdo estabilizados principalmente por ligagées de hidrogénio intermoleculares,

promovendo a formagao de géis ndo elasticos.

O aquecimento de solucdes de CPS a valores de pH proximos ao pl (4,5 a 5,0)
resulta na formagao de um codgulo pastoso e turbido, com reduzida elasticidade e que
esta sujeito a sinérese, pois ocorrem forgas atrativas fortes entre as moléculas protéicas
(KINSELLA, 1984; STERNBERG et al., 1976; GOSSET et al., 1984).

Segundo MORR e HA (1993), solugbes de CPS com pH entre 6,0 e 7,5
produzem géis transparentes, elasticos e com altos valores de dureza. Estas condi¢bes
aparentemente favorecem a formagdo de uma estrutura polimérica protéica ordenada
através de interagdes proteina-Ca”*, interligagdes dissulfidicas e outros mecanismos de
interacdo. Géis formados em valores de pH 6,0 ou menores sdo descritos como mais
coagulados e menos elasticos do que géis formados em valores de pH de 7,0 a 9,0
(STERNBERG et al., 1976; HILLER et al., 1980). ZIRBEL e KINSELLA (1988) relataram
que géis formados a 80 e 90°C, tiveram dureza maxima em pH 60 e 64,

respectivamente.

Embora os CPSs apresentem excelentes caracteristicas de gelatinizagao térmica
a pH 7,0, o aumento progressivo do pH enfraquece a estrutura de gel (GOSSET et al.,
1984). SCHMIDT et al. (1978 a) observaram um decréscimo na forga do gel quando o pH
aumentou de 7,0 para 10,0 e a habilidade de formagdo de gel foi totaimente inibida a pH
11,0. A maior concentragdo de cargas repulsivas intermoleculares a valores maiores de
pH inibe interagbes protéicas e ligagdes necessarias para formar a estrutura do gel
(GOSSETT et al., 1984).
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2.6.4 Concentragao de sulfidrilas

Em CPSs e IPSs, a B-lactoglobulina € a mais importante fonte de grupos
sulfidrilas. LANGLEY e GREEN (1989) relataram que a forga de compressao, 0 médulo
elastico e a forga de impacto das solugdes protéicas aumentam com o aumento do
conteudo de B-lactoglobulina. Os géis de proteina do soro tém uma dependéncia
estrutural de ligagoes dissulfidicas. A aparéncia do gel esta diretamente relacionada com
o contetudo de sulfidrilas nos CPSs (HILLER et al., 1980). MANGINO et al. (1987 a)
relataram que o efeito dos grupos sulfidrilas na for¢ca dos géis de CPS foi fortemente
dependente do pH. KOHNHORST e MANGINO (1985) reportaram que em pH abaixo de
7,0 ha pouco efeito dos grupos sulfidrilas na dureza do gel, mas em valores de pH altos,
o efeito dos grupos sulfidrilas toma-se significante. Segundo SHIMADA e CHEFTEL
(1988) a alta elasticidade de géis em valores de pH alcalinos e neutros pode resultar de
ligagbes S-S intermoleculares. Ja a baixa reatividade de grupos SH em valores de pH
acidos previne reacdes de intertroca sulfidrila/dissulfidica resultando em géis de baixa
elasticidade e alta solubilidade protéica. A transparéncia de géis de CPS, segundo
HILLIER et al. (1980), esta relacionada com o conteudo total de grupos SH.

LIU et el. (2000) em trabalho sobre a oxidagao protéica de proteinas mifibrilares,
isolado protéico de soro de leite e de soja por reagentes quimicos, verificou que as
proteinas do soro do leite foram menos suscetiveis a oxidacdo apresentando menor
porcentagem de conversdo de grupos sulfidrilas a ligacao dissulfidica. Este experimento
foi realizado em pH 6,0, no qual os grupos sulfidrilas da B-Lg estao inacessiveis ao
solvente, enquanto somente o grupo tiol da BSA pode ser atacado por radicais de

oxigénio resultando em menor oxidagao de grupos tiol em ligagao dissulfidica.

Para determinaga@o de grupos sulfidrilas utilizam-se métodos colorimétricos, que
muitas vezes apresentam problemas para amostras turvas ou menos soluveis.
HARDHAM (1981) desenvolveu um método especifico para determinagdo do contetdo
de sulfidrilas em concentrados protéicos de soro, usando o reagente de Ellman. Para
reduzir o efeito da turbidez desenvolvida por amostras de concentrado menos soluveis,
foi utilizado o processo de filtragdo em membranas Millipore antes da leitura de
absorbancia a 412 nm. Esta técnica substituiu com sucesso processos de centrifugacao
e ultracentrifugacao.
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2.6.5 Associagoes hidrofobicas

A formacdo de géis semelhantes a coagulos ou géis translucidos esta
fundamentalmente relacionada com propriedades moleculares e estruturais das
proteinas como: hidrofobicidade média (que depende da composicéo de aminoacidos),
carga liquida, peso molecular e concentragdo de proteina. Proteinas que contem mais
que 31,5% de residuos de aminoacidos ndo polares por mol formam géis tipo coagulo,
enquanto proteinas que apresentam menos que 31,5% formam géis transparentes
(SHIMADA e MATSUSHIDA, 1980). Assim, o conteido de aminoacidos nao polares e a
extensdo das interagbes hidrofobicas intermoleculares influencia alteragoes
conformacionais que ocorrem sob aquecimento influenciando a formagao da matriz de
gel (SHIMIZU et al., 1985).

KOHNHORST e MANGINO (1985) observaram nos CPSs disponiveis
comercialmente, que o nivel de hidrofobicidade o6timo, quando medido por ligagao
alcano, nao foi atingido, mas houve uma correlagéo positiva entre forca do gel e
hidrofobicidade da proteina. Em subsequente estudo, MANGINO et al. (1987 b)
relataram que a ligagdo alcano de CPS seco ndo se correlacionou bem com forga do gel,
mas que a hidrofobicidade quando medida por ligagdo com &cido cis-parinarico teve
correlagdo com a forga do gel. A hidrofobicidade da proteina é altamente dependente
das condicdes de processamento e do meio nas quais as medidas foram feitas.
MANGINO et al. (1987 b) relataram que o aumento na forca do gel devido ao aumento
da hidrofobicidade pode ser explicado em parte por um decréscimo no conteudo de
lipidios nos CPSs. MULVIHILL e KINSELA (1988) relataram que lipidios prejudicam a
gelatinizacgao.

2.6.6 Concentragao de sais

Sais em geral podem influenciar a estrutura das moléculas de proteina, asim
como a natureza das interagdes proteina-agua. Os sais influenciam a solubilidade da
proteina e sua velocidade de desnaturagao térmica. A aparéncia de géis formados com
adicdo de sal € mais agregada e opaca que os formados sem adicdo de sal
(HERMANSSON,1975; SCHMIDT et al, 1978 b). O Ca®* é o mais importante

componente mineral envolvido na agregacgéo de proteinas do soro do leite (SCHMIDT et
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al., 1984; MULVIHILL e KINSELLA, 1988). Baixos niveis de Ca** podem aumentar a
dureza de géis de CPS através do aumento de ligagdes cruzadas entre proteinas
(KOHNHORST e MANGINO, 1985). Altos niveis de Ca* resulta em excessiva agregacao
protéica, o que pode inibir a gelatinizagdo por favorecer ligagbes proteina-Ca*’
intracadeias (SCHMIDT et al.,1978a; BERNAL et al. 1987). Em valores de pH alcalino,
onde as moléculas protéicas estdo negativamente carregadas, a adicdo de 5 a 20 mM da
Ca*" tipicamente aumenta a forca do gel (SCHMIDT et al., 1979). Ca®" e outros cations
divalentes maximizam interacoes entre moléculas proteicas negativamente carregadas a
pH>pl e também melhoram a estabilidade e firmeza do gel (SCHMIDT et al.,1979,
BERNAL et al., 1987). Segundo MATSUDOMI (1991), a dureza de géis de BSA e B-Ig foi
marcadamente afetada pela adicdo de CaCl,. BSA formou géis claros e elasticos com
concentracdo de CaCl, até 5 mM, mas acima de 10 mM os géis tornaram-se turbidos e
deformaveis. Géis de B-lg formados com 2 mM de CaCl, foram elasticos e transparentes,

mas acima de 5 mM, os géis tornaram-se opacos e semelhantes a uma esponja.

Embora CPSs com teor de Ca®" reduzido exibam melhor propriedade
gelatinizante (MANGINO, 1992), a didlise de solugdes de CPSs comerciais contra agua
destilada para remover Ca”, outros ions e lactose prejudica sua capacidade
gelatinizante (BRANDENBURG et al., 1992). A remo¢ao de Ca” antes da secagem,
melhora a capacidade gelatinizante porque inibe a agregacao proteina-Ca** (MORR e
HA, 1993). CPSs comerciais, geralmente, apresentam de 0,25 a 1,0% de Ca”, o que
corresponde de 50 a 200 mM (MORR e FOEGEDING, 1990). ions sédio também tem um
efeito marcante na textura de géis de proteina do soro. SCHMIDT e MORRIS (1984)
relatam que a adi¢cdo de 0,1 a 0,3 M de NaCl resulta em géis de CPS com maior dureza.
SCHIMADA e CHEFTEL (1989) relatam que a adi¢ao de NaCl aumentou a firmeza, mas
decresceu a elasticidade de géis formados a valores de pH neutro e alcalino, o que se
deve provavelmente a inibicdo de interagdes protéicas por ligagdes hidrofobicas. JOHNS
e ENNIS (1981) sugeriram que o aumento na dureza e elasticidade de géis de proteina
do soro resultante da substituicdo de Ca® por Na*, durante a manufatura do CPS, pode
resultar na reducdo da extensdo de ligagdes cruzadas nao especificas de moléculas
protéicas desdobradas. Segundo MATSUDOMI (1991), a dureza de géis de BSA nao foi

afetada pela concentragdo de NaCl (0 a 400 mM), todavia a dureza maxima de géis de

B-lg ocorreu a 20 mM de NaCl e a forca do gel decresceu com o aumento da
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concentracdo de NaCl até 400 mM. Os géis de B-Ig apresentaram-se transparentes a
concentracdo de NaCli<20 mM e turbidos e frageis a concentracdo de 40 mM. Em alta
concentragdo de NaCl, os géis apresentaram-se sob a forma de coagulos opacos,
semelhantes a uma esponja. Em concentracdes acima de 80 mM de NaCl, interagbes
repulsivas entre moléculas de PB-lg resultam em colapso da matriz protéica, com
extensiva sinérese. Isto sugere que interagdes eletrostaticas podem ser mais importantes

na formacao e estabilizagao de géis de B-Ig a pH 8,0.

2.5.6.1 Influéncia de ions calcio no perfil de textura (TPA)

A textura & um dos principais fatores de qualidade de um alimento e € a sensagao
sentida na boca quando se mastiga um alimento. Atualmente, utilizam-se equipamentos
chamados texturdmetros para avaliar parametros de textura como fraturabilidade,
dureza, adesividade, elasticidade, coesividade, mastigabilidade e coesividade. Esses
equipamentos simulam a mastigagdo humana e expressam esses parametros de textura
através de curva for¢a-tempo. Desses parametros, os cinco primeiros sao medidos pelo
equipamento e os dois ultimos calculados. ROSENTHAL (1992) apresenta as seguintes
definigbes para os termos acima:

e Fraturabilidade é a forga com a qual o material fratura. Um alimento fraturavel nao é
adesivo;

» Dureza é a forga requerida para comprimir um alimento entre os molares;

e Adesividade € o trabalho requerido para superar forcas atrativas entre a superficie da
amostra e do dente;

e Elasticidade € a taxa pela qual um material deformado volta a sua condic¢éao original,
apos ser removida a for¢a deformante;

e Mastigabilidade é a energia necessaria para mastigar um alimento sélido até o ponto
de ser engolido. Mastigabilidade = Dureza x Coesividade x Elasticidade;

o (Gomosidade € a energia necessaria para desintegrar um alimento semi-solido até o

ponto de ser engolido. Gomosidade = Dureza x Coesividade.

Em geral, tem sido relatado que a adigado de calcio aumenta a forga do gel, ou
seja, aumenta sua dureza. Segundo MANGINO (1984), a adicdo de cdlcio em
concentracdo superior a 11mM provocou decréscimo na forca do gel, devido a

agregacao protéica ocorrer rapidamente, o que limita o desdobramento da proteina e a
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formag&o da rede.

SCHMIDT (1978b) verificou que, para géis preparados a 10% de proteina com pH
7,0 e aquecidos a 100°C por 15 minutos, a adigao de CaCl, ou NaCl em solugées
dialisadas de CPSs, aumentou a for¢a do gel mais drasticamente do que para solugdes
ndo dialisadas. Para solugdes de CPSs dialisadas a dureza maxima dos géis foi obtida
quando foi adicionado de 5 a 20 mM de calcio e para solu¢des nao dialisadas a dureza
maxima dos géis foi obtida quando foi adicionado 5 mM de calcio. A coesividade e
elasticidade dos géis de solugbes de CPS dialisadas decresceram a partir da
concentragdo de 5mM de adicdo de caicio, enquanto a coesividade do sistema de gel
nao dialisado foi maxima em 10 mM e a adicdo de sal ndao provocou efeito na
elasticidade do sistema nao dialisado. Dados de gomosidade seguiram a mesma
tendéncia da dureza e valores de mastigabilidade maximos para os dois sistemas foram
verificados entre 5 a 10 mM de adi¢ao de CaCls,.

MULVIHILL e KINSELLA (1988) observaram que géis de B-Lg preparados com
10% de proteina em pH 8,0, aquecidos a 90°C por 30 minutos apresentaram um valor
maximo de dureza quando houve adi¢do de 10 mM de caicio. A elasticidade minima foi
verificada quando 15 mM de calcio foi adicionado e a coesividade foi maxima quando 10
mM de calcio foi adicionado. A gomosidade e a mastigabilidade dos géis decresceu
abruptamente, sendo verificado um valor minimo quando houve a adigao de 10 mM de
calcio. Foi observado um aumento repentino quando 15 mM de caicio foi adicionado e

entdo os valores diminuiram suavemente com a adi¢ao de CaCl, até 100 mM.

ZIRBEL e KINSELLA (1988) relataram que o cloreto de calcio afetou a dureza de
géis preparados a 20% de proteina em pH 6,0, quando aquecidos a 90°C por 15

minutos. A maxima dureza foi verificada quando houve a adi¢ao de 20 mM de Cca*.

KUHN e FOEGEDING (1991 a) observaram que a didlise de suspenstes de CPS
e IPS aumentou a forga dos géis de dois dos trés CPSs analisados e também dos géis
de IPS, isto para géis preparados com 10% de proteina em pH 7,0 aquecidos a 80°C por
30 minutos. A reposigdo do calcio perdido durante a didlise ndo provocou alteragao

significante na reologia dos geis, mas a quelagdo do calcio causou um decréscimo
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significante na forga dos géis, indicando que uma quantidade minima de calcio e/fou um
complexo de calcio parece ter uma fungao importante na gelatinizacdo de proteinas do
soro.

KUHN e FOEGEDING (1991 b) verificaram que a formagao de gel de suspensdes
proteicas de IPS com 10% de proteina, pH 7,0 aquecidas a 80°C por 30 minutos, so foi
possivel com a adicdo de 7,5 mM de Ca** e o valor maximo de firmeza do gel foi obtido
quando houve a adigdo de 20 mM de Ca*".

SMITH e ROSE (1994) avaliaram a influéncia de agentes quelantes de calcio em
géis de CPS, preparados a 10% de proteina em pH 7,0 aquecidos a 90°C por 15
minutos, e verificaram que a dureza dos géis foi maxima e a “umidade espremivel” (UE)
foi minima para trés dos quatro CPSs analisados a 10 mM de adicdo de NaTPP
(tripolifosfato de sodio). EDTA (etilenodiaminotetraacético) teve efeito similar nos géis de
CPS. A adicdo de NaTPP ou CaCl, ndo melhorou a dureza e a UE de um dos CPSs, o
qual continha menor concentragdo de calcio total e idnico. Agentes quelantes foram
efetivos na melhora das propriedades de gel dos CPSs que continham calcio acima do
nivel 6timo.

BARBUT e FOEGEDING (1993) verificaram que a formacgao de gel iniciou-se em
66°C para solugdes de IPS com 4% de proteina e 10 mM de CaCl, adicionados antes do
aquecimento e somente a 72°C foi verificada a formagao de gel para solugées que foram
aquecidas sem a mesma concentragdo de CaCl,. Géis formados com 4% de proteina e
10 mM de Ca** adicionados antes do aquecimento a 90°C tiveram valores de dureza
cerca de duas vezes maiores que géis produzidos com 8% de proteina e 20 mM de Ca*'

adicionados apo6s o aquecimento a 90°C.

JU e KILARA (1998) verificaram que um periodo de pré-agregagdo afetou a
dureza de géis de IPI induzidos termicamente. Géis preparados com 10% de proteina a
80°C por 30 minutos com concentragées de CaCl, variando de 10 a 30 mM e periodo de
incubacdo a 45°C variando de 0 a 180 minutos apresentaram um valor maximo de
dureza com 30 mM de CaCl, sem incubagéo da solugdo e entdo houve decréscimo do

valor de dureza ao longo do tempo de incubagao que foi de 180 minutos. Com 20 e 30
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mM de CaCl,, a dureza dos géis aumentou e entdo decresceu, sendo que 0 maximo de
dureza do gel foi verificado para um periodo de incubagdo de 60 e 30 minutos
respectivamente. Este resultado sugere que a formag¢do de géis com maior valor de

dureza requer uma agregacao o6tima que é dependente do tempo de incubagao.

RANTAMAKI et al. (2000) avaliando concentrados protéicos de soro de leite e
fragbes enriquecidas de a-la e B-Ig obtidas por diferentes processos, verificaram que géis
produzidos de B-lg com 10% de proteina com pH variando de 6,0 a 8.0 apresentou boa
capacidade gelatinizante na presenga de baixas concentragdes de célcio (0,1-3,0 mM),
enquanto que na presengca de 34 mM de calcio a capacidade gelatinizante foi
prejudicada. A alta concentragdo de caicio presente nestas amostras se deve a remocéao
de lipidios residuais do soro do leite através da precipitacdo de fosfolipoproteinas pela

adicao de CaCl,.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Matéria-prima

Foram utilizados dois CPSs comerciais com 80% de proteina fornecidos por
AMPC Inc (AMP80) e Calpro Ingredients (Calpro 80) e um IPS fornecido por Avonmore
Waterford Ingredients (Provon 190).

3.2. Metodologia

3.2.1 Caracterizagao da matéria-prima

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata.

3.2.1.1 Determinagao de umidade

A porcentagem de umidade foi determinada segundo meétodo 16192 da AOAC
(1980), no qual as amostras foram secas em estufa a 110°C até atingir peso constante
(+ 8 horas). A porcentagem de umidade foi determinada através da diferenca de peso

entre as amostras umidas e secas.

3.2.1.2 Determinacao de proteina bruta

A porcentagem de proteina foi determinada segundo método 16193 (semi-micro
Kjeldahl) da AOAC (1980). Foi quantificada a porcentagem de nitrogénio total presente
nas amostras e convertida para porcentagem de proteina bruta utilizando o fator de 6,38.

3.2.1.3 Determinagao de gordura

A porcentagem de gordura foi determinada segundo método 16199 da AOAC
(1980), no qual a gordura foi extraida com éter etilico e éter de petréleo em proporgdes
iguais por trés vezes. Apos a extragcdo, a gordura foi seca em estufa a 60°C e sua

porcentagem foi determinada pela diferenga de peso.

3.2.1.4 Determinagao de matéria inorganica (cinzas)
A porcentagem de cinzas foi determinada segundo método 16196 da AOAC
(1980) onde as amostras foram incineradas a 550°C. A porcentagem de cinzas foi

determinada pela diferenca de peso.
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3.2.1.5 Determinacgao de calcio, s6dio, magnésio e potassio

Foram realizadas por Espectrometria de Emissdo Otica por Plasma com
Acoplamento Induzido (ICPOES). As amostras foram calcinadas e digeridas com mistura
acida (HNOs/HCI, 1:1) como descrito por BRANDENBERG ef al. (1992). Efetuou-se a

leitura no espectrémetro Perkin Elmer Optima 3000 DV contra curva padrao dos metais
requeridos.

3.2.1.6 Determinacao de fosforo

A determinacao de fosforo baseou-se na AOAC (1980), método 7120 modificado.

As amostras foram digeridas na presenca de acido sulfurico e peréxido de
hidrogénio 30% sob aquecimento a 350°C. Preparou-se uma curva padrao com fosfato
de potassio com concentragdes variando de 20 a 160 pg/ml. Reagente combinado de
molibdato de améneo (8%) e metavanadato de améneo (0,4%) foi utilizado para reagao

de cor que se deu em 10 minutos. A absorbancia foi lida a 470 nm.

3.2.1.7 Determinacao de sulfidrilas reativas

Foi realizada de acordo com a metodologia descrita por BEVERIDGE et al.
(1974), empregando-se o processo de filtragdo em membranas descrito por HARDHAM
(1981) para amostras turvas e utilizando-se Reagente de Eliman (4 mg/ml) preparado em
tamp&o Tris-Glicina.

Quantidades de 10 mg de amostra foram dissolvidas em 10 ml de tamp&o Tris-
Glicina ( 10,4 g de Tris-Base, 6,9 g de glicina e 1,2 g de EDTA por litro) 8 M de uréia em
pH 8,0 e 100 ul de Reagente de Ellman foram adicionados para o desenvolvimento de
cor, o que ocorreu em 30 minutos. Esta solugao foi filtrada através de filtro Millipore 0,45
um e depois através de filtro Millipore 0,25 um para evitar turbidez. A absorbancia foi

lida a 412 nm, contra uma solugao branco.

A concentracdo de sulfidrila livre, segundo BEVERIDGE et al. (1974), foi
calculada atraveés da expressao:

umoles de sulfidrila/g = 735,3 x Abs 412nm / peS0 da amostra (mg)
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3.2.1.8 Determinacgao de solubilidade protéica

Sequiu-se a metodologia descrita por MORR et al.(1985) onde 50 ml de
dispersao protéica a 1% em NaCl 0,1 M foram homogeneizados por 1 hora utilizando-se
agitador magnetico, sendo o pH ajustado para 4,6 ou 7,0 a cada intervalo de 15 minutos.
Em seguida, a solugéo foi centrifugada a 21000 g por 30 minutos a 5°C em centrifuga
Sorvall RC5C. O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro Whatman n° 1. A
concentragdo de nitrogénio total no filtrado foi quantificada pelo método semi- micro

Kjeldahl e a % de solubilidade protéica calculada pela formula:

% Solubilidade Protéica = [A (mg/ml) x 50] + [W (mg) x S/100] x 100
onde:

A = Concentracao de proteina no sobrenadante (mg/mi)

W = Peso da amostra (mg)

S = Concentragao de proteina na amostra (%)

3.2.1.9 Perfil eletroforético

A eletroforese foi realizada utilizando-se o sistema SDS-PAGE como descrito por
LAEMMLI (1970). Solugdes de Calpro 80, AMP 80 e IPS foram preparadas em tampao
da amostra com B-mercaptoetanol contendo 1% de proteina e foram aquecidas a 95°C
por 4 minutos. A analise foi realizada em um sistema Mini-Protean Il com gel de 0,75
mm de espessura. Utilizou-se um gel de corrida com 12% de acrilamida e gel de
empilhamento com 4% de acrilamida, sendo que a voltagem aplicada durante a corrida
foi de 120 V. Utilizou-se padrao da Amersham Pharmacia Biotech Inc. de baixo peso
molecular contendo as seguintes fragcdes proteicas: fosforilase b (94000 da), albumina
do soro bovino (67.000 Da), ovalbumina (43.000 Da), anidrase carbdnica (30.000 Da),
inibidor de tripsina (20.100 Da) e a-lactalbumina (14.400 Da). Os geéis foram corados em
solugéo contendo 0,1% de Comassie Blue R250, 40% de metanol 10% de acido aceético

e 50% de agua.

26



3.2.2 Caracterizagdo das solugées protéicas

3.2.2.1 Dialise das solugoes

Solugdes de CPS e IPS com 16% de proteina e pH corrigido para 3,8 foram
dialisadas em membrana de celulose de 3.500 Da com diametro de 34 mm. As solucées
foram dialisadas contra agua por 24 horas a 6°C sob agitacdo como descrito por KUHN e
FOEGEDING (1991a), sendo que foram feitas duas trocas. Terminada a diélise, foi
novamente corrigido o pH para 7,0 e determinado o teor de proteina para que os géis
pudessem ser preparados com 10% de proteina.

3.2.2.2 Determinagao da transmitancia das dispersdes protéicas

Seguiu-se a metodologia descrita por LUPANO et al. (1996), onde dispersdes a
0,1% de proteina (p/v) de CPSs e IPS tiveram o pH ajustado para 7,0 com NaOH ou HCI
0,1N e foram aquecidas a 90°C em banho de aquecimento por 30 minutos. Os tubos
contendo 9,5 ml de dispersdes protéicas foram resfriados rapidamente a temperatura
ambiente e a absorbancia medida a 660 nm contra um branco com agua destilada. Para

esta determinagao o experimento foi feito em triplicata.

3.2.2.3. Determinacao da solubilidade protéica das solugdes

Seguiu-se a metodologia descrita por MORR et al. (1985) onde 50 ml de
dispersao protéica a 10% em agua deionizada foram homogeneizados por 1 hora
utilizando-se agitador magnético, sendo o pH ajustado para 7,0 a cada intervalo de 15
minutos. Este mesmo procedimento foi realizado para as solugbes dialisadas e nao
dialisadas com adig¢do de diferentes concentragdes de CaCl,. Em seguida, as solugdes
foram centrifugadas a 21000 g por 30 minutos a 5°C em centrifuga Sorvall RC5C. O
sobrenadante foi filtrado em papel de filtro Whatman n° 1. A concentracdo de nitrogénio
total no filtrado foi quantificada pelo método semi-micro Kjeldahl utilizando-se 1 mi de
solucdo protéica e a % de solubilidade protéica calculada pela formula:
% Solubilidade Protéica = B x 1000
onde:
B = Concentracao de proteina no sobrenadante (g/ml)

Para esta determinagéo o experimento foi feito em triplicata.
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3.2.2.4 Determinagdo de calcio idnico

A determinagdo da concentragdo de calcio idnico da agua de didlise e das
solucbes de CPSs e IPS com 10% de proteina, em sistema dialisado e nao dialisado,
foi realizada em pH-metro Expandable ion Analyzer EA 940 marca Orion (modelo 93-20)
com eletrodo seletivo para Ca™ (modelo 90-01 Orion) como descrito por NADEAU E
CLYDESDALE (1991). Preparou-se uma curva padrdo com concentracdes de Ca®'
variando de 10" a 10”° M. A forga idnica das solugdes e da agua de didlise foi ajustada
com KCI 4 M (2ml de KCI 4M para cada 100 ml de solug&o). A concentracdo de Ca** de

cada solugdo e da agua de dialise foi calculada da curva padréo log[Ca®"] x potencial.

3.2.2.5 Determinagao de fésforo

A determinacgdo de fésforo baseou-se na AOAC (1980), método 7120 modificado.

Aliquotas de 2 ml de solucdes dialisadas e nao dialisadas de CPSs e IPS com
10% de proteina foram digeridas na presenca de acido sulfurico e peroxido de
hidrogénio 30% sob aquecimento a 350°C. Reagente combinado de molibdato de
améneo (8%) e metavanadato de améneo (0,4%) foi utilizado para reacdo de cor que se
deu em 10 minutos. A absorbancia foi lida a 470 nm e utilizou-se uma curva padrao

preparada com fosfato de potassio com concentra¢des variando de 20 a 160 pg/ml.

3.2.3 Caracterizagao dos géis protéicos

3.2.3.1 Preparacao dos géis

Os géis protéicos foram preparados segundo o procedimento descrito por
BEUSCHEL et al. (1992). Foram preparadas dispersdes protéicas com 10% de proteina
(p/v) com e sem adicdo de CaCl,. Essas solugdes foram agitadas por 10 minutos em
agitador magnético até completa solubilizagdo, tiveram o pH ajustado para 7,0 com
NaOH ou HCI 0,1N e permaneceram refrigeradas a 9°C por 15 horas para completa

eliminacao de bolhas de ar.

Os géis foram produzidos em tubos de vidro vazados, medindo 2,6 cm de
didmetro e 6 cm de altura, tendo sua extremidade inferior fechada por uma rolha de
borracha e recoberto superiormente por filme plastico. Para produg¢ao desses géis foram

utilizados 9,5 ml da solugdo protéica em cada tubo. Esses tubos foram entdo aquecidos
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em banho-maria a 90°C por 30 minutos e resfriados em banho de agua gelada a 6°C por

20 minutos. Os géis foram mantidos a 9°C por 15 horas e entdo avaliados quanto ao
perfil de textura.

3.2.3.2 Perfil de textura (TPA)

O perfil de textura dos géis preparados de solu¢bes de Calpro 80, AMP 80 e IPS
foi determinado em texturometro TA-XT2 e os parametros avaliados foram: dureza,
adesividade, elasticidade, coesividade, gomosidade e mastigabilidade. Géis com
dimensdes de 2,6 cm de didmetro por 1 cm de altura foram comprimidos por um probe
acrilico cilindrico medindo 2,0 cm de diametro. Utilizou-se uma for¢a de compresséo de 5
g, 50% de compressao, velocidade pré e pos teste de 3 mm/s e velocidade no teste de 1
mm/s. Para esta determinac@o o experimento foi feito em triplicata e 3 géis de cada

experimento foram avaliados.

3.2.3.3 Perfil eletroforético

A eletroforese foi realizada utilizando-se o sistema SDS-PAGE como descrito por
LAEMMLI (1970). As amostras de geis proteicos foram liofilizadas e preparadas em
tampao da amostra com e sem B-mercaptoetanol sendo aquecidas a 95°C por 4 minutos.
A analise foi realizada em um sistema Mini-Protean Il com gel de 0,75 mm de espessura.
Utilizou-se um gel de corrida com 12% de acrilamida e gel de empilhamento com 4% de
acrilamida, sendo que a voltagem aplicada durante a corrida foi de 120 V.

3.2.3.4 Determinagao de umidade espremivel

A umidade espremivel dos geéis foi baseada no método descrito por JAUREGUI et
al. (1981) com as modificagbes descritas por BEUSCHEL et al (1992). Amostras de gel
(de 1 a 2 g) foram pesadas em papel de filtro Whatman n°2 e centrifugadas a 700g
(2500 rpm em rotor SS34 — Centrifuga Sorvall RC5C) por 10 minutos a 6°C. A
porcentagem de umidade espremivel foi calculada através da diferenca entre o papel de
filtro seco e umido. Quanto maior a umidade expremivel, ou seja, quanto maior a
quantidade de agua liberada, menor sera a capacidade de retengéo de agua dos géis. A
porcentagem de capacidade de retencdo de agua dos géis pode ser calculada pela
formula:

% Capacidade de retencao de agua = 100 — (% de umidade expremivel)
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Para esta determinac&o o experimento foi feito em triplicata e 3 géis de cada
experimento foram avaliados.

3.2.4 Procedimento estatistico

Os dados foram avaliados por Andlise de Variancia e as diferencas entre as

médias das amostras por Teste de Tukey utilizando-se o programa Statistica 5.0
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composigado quimica e solubilidade

Tabela 2. Composi¢ao quimica e solubilidade dos CPSs e IPS

(%) Calpro 80 AMP 80 IPS
Umidade 6,24 + 0,04 7:596+0,01 6,66 £ 0,12
Proteina bruta (%Nx6,38) 7549+ 0,15 73,80+£0,35 85,22 +0,48
Gordura 5724027 511+0,18 0,71+0,04
Cinzas 5,61+0,08 3,88 + 0,02 2,50+ 0,07
Calcio 0,42 + 0,007 0,42 +0,005 0,52 +0,008
Foésforo 0,93 £0,010 0,48 +0,008 0,19 +0,007
Solubilidade em NaCl 0,1M (pH 7,0) 90,00 + 0,91 93,71+£1,60 97,33+£0,13
Solubilidade em NaCl 0,1 M (pH 4,6) 84,02 + 0,82 88,96 062 93,38+2,.83

Médias seguidas de desvio padrdo. Andlises realizadas em triplicata.

Os valores encontrados para a composi¢cdo quimica dos CPSs e IPS
apresentados na Tabela 2, sdo similares aos resultados relatados por MORR (1992),
SMITH e ROSE (1994) e KUHN e FOEGEDING (1991a), sendo que o valor de caicio
encontrado para o IPS foi superior aos relatados pela literatura. MORR (1992) avaliou trés
|PSs e oito CPSs, obtendo valores de teor de proteina na faixa de 88,6 a92,7% ede 72 a
76,6%, respectivamente. A solubilidade protéica determinada em pH 7,0, foi superior a
62% para os CPSs e superior a 98% para os IPSs. O conteudo de minerais variou de 1,37
a 2,15% para os IPSs e de 2,52 a 6,04% para os CPSs. O teor de calcio variou de 0,25 a
1,06% para todos os produtos e lipidios de 0,39 a 0,67% para os IPSs e de 3,30 a 7,38%
para os CPSs. SMITH e ROSE (1994) avaliaram trés concentrados protéicos comerciais e
obtiveram valores de teor de proteina entre 73,6 a 76,6%, solubilidade de 92,5 a 96,6 em
NaCl. teor de calcio de 0,22 a 0,41%, concentracdo de sodio de 0,23 a 1,26% e teor de
fosforo de 0,37 a 0,99%. KUHN e FOEGEDING (1991a) avaliaram 3 CPSs e um IPS e
obtiveram os seguintes resultados: teor de proteina entre de 74 a 76,6% para os CPSs e
91,9% para o IPS; solubilidade de 72,4 a 88,3% para os CPSs e 93,9% para o IPS; cinzas
de 3,52 a 6,08% para os CPSs e 1,92% para o |IPS; teor de calcio de 0,26 a 1,05% para
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os CPSs e 0,20% para o IPS e teor de fosforo de 0,29 a 1,30% para os CPSs e 0,047%
para o IPS.

Os valores de solubilidade representados na Tabela 2 foram determinados em
NaCl 0,1 M em pH 7,0 e 4,6 e para os dois valores de pH, as amostras apresentaram-se
altamente soluveis, o que era esperado para proteinas do soro que quando ndo
desnaturadas s&o soluveis em ampla faixa de pH. Apesar de uma pequena reduc@o no
valor da solubilidade protéica em pH 4,6 (pH de desnaturacdo das globulinas), as 3
amostras ainda apresentaram-se altamente soluveis (solubilidade superior a 84%), o que

segundo de WITT (1990) e MORR (1992) indica a ndo desnaturacéo da B-Lg.

A amostra de Calpro 80 apresentou menores valores de solubilidade tanto em pH
7,0 como em pH 4,6 (Tabela 2). Os valores de solubilidade das solugées de CPSs e IPS
com 10% de proteina em agua deionizada e pH 7,0, com a adigcdo de diferentes niveis de
CaCl, foram determinados como mostram as Tabela 3 e 4, sendo que na Tabela 4
encontram-se os resultados de solubilidade de solugdes de CPSs e IPS dralisadas contra

agua deionizada por 24 horas para retirada de ions calcio.

Tabela 3. Valores de solubilidade proteica de solugdes de CPSs e IPS com 10% de

proteina em agua deionizada e pH 7,0

[CaCly] SOLUBILIDADE (%)
mM CALPRO 80 AMP 80 IPS
0 88,28 + 0,58° 88,91 + 0,88° 94,00 + 0,37¢
10 87,90 + 1,11° 89,95 + 3,32° 93,59 + 0,66°
15 89,92 + 0,84° 90,71 +£0,70° 85,21 £ 877"
25 90,42 £ 0,79° 89,41 +0,22° 95,77 + 0,40°
35 88,78 + 1,10° 92,45 +0,10° 91,89 + 1,86°

Médias em colunas seguidas de desvio padrido com sobrescritos diferentes, diferem
significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.
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Verifica-se na Tabela 3 que para as trés amostras analisadas, houve um
decréscimo na solubilidade quando determinada em agua deionizada (nivel 0 mM de
adicdo) em comparagéo aos valores determinados em NaCl 0,1M (Tabela 2) em mesmo
pH. Este resultado esta de acordo com HAYAKAWA e NAKAI (1985), que relatam
interagbes preferenciais (efeito “salting-in”) da B-Lg com NaCl a baixas concentragoes.
Segundo VOJDANI (1996), condigbes do solvente (ions, solutos neutros, pH,
temperatura) modificam a estrutura da proteina e consequentemente o balango de forgas
intermoleculares que controlam a solubilidade da proteina. As forcas repulsivas
(eletrostaticas e hidratag&o) que impedem a agregagéo protéica, s&o minimas no pl onde
as proteinas s&o insoluveis a menos que a carga liquida da proteina seja controlada por
cations altamente hidratados como Mg, Ca** e Na".

Segundo (PHILLIPS et al. 1994), a solubilidade de proteinas é controlada por um
balanco entre forg¢as intermoleculares atrativas e repulsivas que depende da estrutura da
proteina e € afetada por condi¢cées do solvente. Proteinas sdo soliveis em agua quando
forcas repulsivas eletrostaticas sdo superiores as interagdes hidrofébicas. Grupos
ionizaveis e polares de proteinas conferem solubilidade em virtude de sua maior
capacidade de ligacdo de hidrogénio com moléculas de agua (DAMODARAN e
KINSELLA, 1982).

Proteinas nativas que contém muitos residuos de aminoacidos aromaticos
expostos sdo muito mais insoluveis no pH isoelétrico (pl) que aquelas que possuem
poucos residuos aromaticos. Embora a B-Lg seja uma proteina relativamente hidrofébica,
a auséncia de muitos grupos apolares (particularmente aromaticos) na sua superficie
torna-a soluvel em solugdo aquosa enquanto que solugdes com baixa concentragao
ionica de sais neutros (<0,1 M NaCl) pode aumentar sua solubilidade (HAYAKAWA e
NAKAI, 1985).
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Tabela 4. Valores de solubilidade protéica de solugdes de CPSs e IPS dialisadas com

10% de proteina em agua deionizada e pH 7,0

[CaCly] SOLUBILIDADE (%)
mM CALPRO 80 AMP 80 IPS
0 89,51 + 0,88° 91,46 + 0,84° 94,53 +0,84°
10 89,38 + 0,18° 89,16 + 0,29° 93,24 + 0,66™
15 90,59 + Q,10° 89,20 + 2,62° 93,93 +0,18°
25 89,13 +0,14° 90,14 + 1,632 89,10 + 0,57°
35 85,03 £ 0,87° 87,08 = 1,04° 91,47 +0,45°

Médias em colunas seguidas de desvio padrdo com sobrescritos diferentes, diferem
significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.

Analisando as Tabelas 3 e 4 e as Figuras 1 e 2 verifica-se que as amostras de
CPS e IPS continuaram a apresentar alta solubilidade para as diferentes concentracdes
de calcio adicionadas tanto antes como apos a dialise, portanto nao foi verificado o efeito
“salting-out” que segundo VOLDJANI (1996) poderia ocorrer em solugdes protéicas de

soro de leite com a adi¢do de cations divalentes mesmo que a baixas concentragdes.

Para o nivel de adicdo de 35 mM de CaCl, em solugGes dialisadas dos CPSs e
solugdes dialisadas e nao dialisadas do IPS verificou-se uma pequena tendéncia a
diminuicdo da solubilidade protéica (Figura 1 e 2). Segundo HONGSPRABHAS e
BARBUT (1997), solugbes de IPS apresentaram efeito “salting-in” para concentracoes de

CaCl, abaixo de 40 mM e efeito “salting-out” para concentragdes superiores a este valor.

A analise estatistica (P<0,05) mostrou que a adigdo de 35 mM de CaCl, provocou
diferenca significativa na solubilidade protéica dos dois CPSs analisados em sistema
dialisado, enquanto que em sistema nao dialisado nao se verificou diferenca significativa
para as concentragées de CaCl, adicionadas. A solubilidade protéica das solugbes de
IPS com adi¢ao de 35 mM de CaCl, foi significativamente (P<0,05) diferente dos demais
niveis antes do processo de dialise. Apés o processo de didlise, o nivel de 25 mM de
adicdo de CaCl, mostrou-se significativamente diferente dos demais niveis de adicao.

Concentrados protéicos de soro de leite sdo dispersados mais faciimente em agua
do que isolado protéico de soro de leite.
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Figura 2. Efeito da adicdo de CaCl, na solubilidade protéica de CPSs e IPS

dialisados

Os diferentes teores de minerais (como apresentado na Tabela 2), em especial
calcio e fosforo, ocorrem principalmente devido ao tipo de processamento empregado (de
WITT 1990) . Segundo de RHAM e CHANTOM (1984), a manipulacdo das concentragbes

de calcio, magnésio, citrato e fosfato podem alterar as propriedades de solubilidade e

35



gelatinizagdo. Dentre os ions citados, é conhecido o efeito marcante do calcio sobre as
propriedades funcionais de proteinas do soro do leite. Assim, as concentragdes de Ca®*
foram alteradas através da adicdo de CaCl, e da remogéo do céicio que se apresentava
livre, através do processo de dialise. A eficiéncia do processo de dialise ndo foi a mesma
para as amostras de CPSs e IPS. Da amostra CALPRO 80 foi retirado 65% de calcio e
50% do fosforo, da solugdo de AMP 80 retirou-se 28% de caicio e 14% do fosforo e do
IPS retirou-se 52% do calcio e a quantidade de fosforo permaneceu a mesma. Verificou-
se através destes valores que a forma como estes ions estdo presentes na amostra é
diferente. Segundo (DEMOTT, 1969; MULDOON e LISKA, 1972), o calcio pode ocorrer
em trés formas nas proteinas do soro do leite: ligado a proteina; complexado com
lactose, fosfato e outros minerais (fosfato de calcio coloidal) ou ionizado ou livre e o
equilibrio entre estas trés formas pode ser alterado produzindo CPSs com caracteristicas

funcionais especificas.

ApoOs o processo de didlise, as amostras de CPS passaram a apresentar o mesmo
valor de fosforo (0,06%) e também valores de solubilidade muito proximos para o nivel de
35 mM de adig&o de calcio (Tabela 4). Segundo KHUN e FOEGEDING (1991a), a menor
solubilidade poderia estar relacionada a maiores quantidades de calcio ligado a proteinas

menos solldveis ou na forma de complexos de fosfato de calcio coloidal.

A transmitancia das solugcbes de CPSs e IPS dialisadas e nao dialisadas foi
determinada em 660 nm como mostram as Figuras 3 e 4. As solugbes de Calpro 80 e
AMP 80 apresentaram-se menos translicidas (mais opacas) que a solugdo de IPS, sendo
a solucéo de Calpro 80 mais opaca que a solugao de AMP 80, tanto antes como apos a
didlise. O perfil de transmitancia do concentrado protéico AMP 80 praticamente néo foi
alterado quando a solucdo foi dialisada, pois como citado anteriormente para esta
amostra o processo de didlise se mostrou pouco eficiente. A analise estatistica mostrou
que nao houve diferenga significativa (P<0,05) nos valores de transmitancia para as
diferentes concentragdes de CaCl, adicionadas. Este resultado indica que esta amostra
deve conter caicio e talvez outros cations complexados com fosfato formando complexos

maiores que nao passaram pelos poros da membrana.
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Figura 4. Efeito da adi¢cdo de CaCl, na transmitancia de solugdes dialisadas de
CPSs e IPS

Solugdes de CPS Calpro 80 apresentaram uma diminuicdo nos valores de
transmitancia quando 10 mM de CaCl, foi adicionado antes e ap6s a dialise, e as
solucbes de IPS apresentaram uma queda mais acentuada a partir da adicao de 15 mM
de CaCl, tanto em sistema dialisado como em sistema néo dialisado. Segundo LUPANO
et al. (1996), a queda no valor de transmitancia indica a presenca de poucos agregados
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insolveis o que confirma a tendéncia verificada nas Figuras 2 e 3 pela diminui¢cao no
valor da solubilidade uma vez que a analise estatistica indicou que a adigdo da
concentragcao de 35 mM de CaCl, foi significativamente diferente (P<0,05) dos demais
niveis de adicdo para a amostra de Calpro 80 e para o IPS.

4.2 Perfil de textura dos géis de CPSs e IPS

Avaliando a Tabela 5, verifica-se que os dois CPSs apresentaram o mesmo teor
de calcio total, mas diferiram no conteido de fosforo e sédio. Esta observagio é
importante, pois ndo somente o conteudo de minerais é importante, como também a
forma como se apresentam na amostra. Segundo a literatura, ions divalentes tém uma
influéncia maior sobre as propriedades funcionais, principalmente a gelatinizagéo, do que
ions monovalentes. O calcio presente em concentrados e isolados proteicos de soro de
leite pode apresentar-se na forma iénica, ligado a proteina ou complexado com fosforo
(fosfato de calcio coloidal). A Tabela 6 mostra o contetido de caicio e fésforo das solugdes
utilizadas para o preparo dos géis e do total de calcio, quanto se apresentava na forma
idbnica e complexado. Verifica-se que para as trés amostras, a quantidade de calcio
complexada foi muito semelhante e que o IPS apresentou muito calcio na forma idénica.
Este sera um fator determinante na avaliacao do perfil de textura dos géis.

Tabela 5. Teor de minerais dos CPSs e IPS

Ca (%) K (%) P (%) Na (%) Mg (%)
Calpro 80 0,42+0,007 0,65+0,015 0,93+0,010 0,29+0,001 0,05 + 0,001
AMP 80 0,42+0,005 0,67+0,010 0,48+0,008 0,87 +0,025 0,04 +0,001
IPS 0,52+0,008 0,43+0,012 0,19+0,007 0,16+0,004 0,14 +0,003

Médias seguidas de desvio padrao. Analises realizadas em triplicata.

Tabela 6. Concentragdes de calcio idnico, calcio complexado e fosforo em solugdes de
CPSs e IPS com 10% de proteina e pH 7,0 antes do processo de didlise

[Ca*™] (%) [Ca] complexado (%) P (%)
Calpro 80 0,02 0,40 0,12
AMP 80 0,02 0,40 0,07
IPS 0,16 0,36 0,02
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O CPS Calpro 80 apresentou contetido muito superior de fésforo (Tabela 6), o que
poderia levar a suposi¢éo de que grande parte do célcio complexado estivesse na forma
de fosfato de caicio coloidal, mas isto ndo se verificou pois, como mostra a Tabela 6 esta
apresentou maior quantidade de ions dialisaveis. O processo de didlise foi realizado em
pH 3,8 onde além do calcio livre, o calcio ligado a a-La também tornou-se dialisavel por
uma desestabilizagao provocada na molécula protéica (BRAMAUD ef al. 1995). Verificou-
se ainda, que o sistema mais estavel foi o AMP 80, pois somente 28% do calcio e 14%
do fésforo foram retirados. Esta amostra também apresentou maior concentragdo de
sodio (Tabela 5) o que levaria a se supor que grande parte do fosforo presente estivesse
na forma de fosfato de sédio, pois segundo XIONG (1992), em pH 7, 0 o fosfato esta em
sua forma mais ionizavel facilitando a formagéo do fosfato de sodio o qual estabiliza
moléculas protéicas.

Tabela 7. Eficiéncia do processo de didlise

Ca retirado (%) P retirado (%)
Calpro 80 65 50
AMP 80 28 14
IPS 52 0

Tabela 8. ConcentragGes de calcio complexado e fésforo em solugdes de CPSs e IPS

com 10% de proteina e pH 7,0 apos o processo de didlise

[Ca] complexado (%) P (%)
Calpro 80 0,15 0,06
AMP 80 0,30 0,06
IPS 0,25 0,02

Na Tabela 8 verifica-se que apds o processo de didlise, as amostras de CPS
passaram a apresentar o mesmo conteudo de fosforo, diferindo em 50% o valor de célcio
complexado nas amostras de CPS. A amostra de IPS apresentou o mesmo valor de
fosforo e valor bem menor para calcio. As concentracdes de calcio apresentadas nas
tabelas anteriores poderiam ser calculadas em milimoles para facilitar a comparagao dos
dados com obtidos com os dados relatados pela literatura. Assim antes da didlise,
solugbes de Calpro 80 com 10% apresentaram 14,0 mM de caicio total e 0,5 mM de calcio
idnico; solugbes de AMP apresentaram 14,2 mM de calcio total e 0,7 mm de célcio idnico
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e o IPS apresentou 15,2 mM de calcio total e 4,6 mM de calcio idnico. Apds a dialise,
foram retirados 9, 4 e 8 mM de célcio idnico das amostras de Calpro 80, AMP 80 e IPS
respectivamente, sendo que o valor de célcio total passou para 5: 10,2 e 7,2 mM. A
alterag@o do pH durante o processo de didlise permitiu que maior quantidade de célcio
passasse para a forma ioénica.

Os géis produzidos de CPS Calpro 80 e AMP 80 apresentaram uma coloracédo
amarelada e muito brilho. Essas duas caracteristicas foram sendo gradativamente
perdidas a medida que se aumentava a adicdo de CaCl,, sendo que para as
concentragoes de 25 e 35 mM de adicdo de CaCl, os géis apresentaram-se totalmente
brancos e sem brilho, semelhantes a coagulos tanto antes como apds a didlise. Os geis
de IPS produzidos sem e com adicdo de CaCl, apresentaram-se brancos, sem brilho,
semelhantes a coagulo antes do processo de didlise. Para os géis produzidos de solugdes
dialisadas de IPS, verificou-se uma mudanga na transparéncia sem a adicdo de CaCl, e
segundo DOI (1993), aumentando-se a forga idnica os géis passam de transparentes para
opacos e depois turbidos. Geis transparentes possuem uma rede formada por polimeros
lineares, enquanto que em géis opacos e turbidos os agregados séo formados ao acaso
(desordenadamente). Os valores maximos de dureza sdo encontrados quando os géis
estdo passando de transparentes para opacos. Segundo FERRY et a/ (1948), a aparéncia
transparente de géis esta relacionada com menos interagdes intermoleculares e uma

estrutura de gel mais compacta com menor distancia intercadeias.

A Tabela 9 e a Figura 5 mostram que o perfil de dureza dos géis produzidos das
trés amostras apresentou grande diferenca para as diferentes concentragées de calcio
adicionadas. O CPS Calpro 80 apresentou valor maximo de dureza quando houve adig&o
de 25 mM de CaCl,. Para a amostra AMP 80, a adicdo de CaCl, s6 prejudicou a
propriedade de dureza, produzindo géis mais frageis e os géis produzidos de IPS também
apresentaram-se muito frageis. Como comentado anteriormente, a amostra de Calpro 80
apresentava maior quantidade de fosforo e este dialisavel, sugerindo que ao se adicionar
calcio parte foi convertida em fosfato de célcio e somente depois o Ca®* se envolveu em
interagbes para manter a estrutura do gel. Segundo SMITH e ROSE (1994), a adicdo de
10 mM de tripolifosfato de sodio a solugbes de CPS com 12% de proteina em pH 7,0
aumentou a firmeza de géis produzidos a 90°C por 15 min. O CPS AMP 80 nao

apresentou este comportamento. A amostra de IPS apresentou alta concentracdo de
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Ca** (Tabela 6) que ja se mostrava desfavoravel a gelatinizagdo, assim a adicdo de CaCl,
nao melhorou a propriedade de gel.

Tabela 9. Valores de dureza de géis com 10% de proteina de CPSs e IPS

[CaCly) DUREZA (g)
mM CALPRO 80 AMP 80 IPS
0 260,95 + 21,62° 424 57 +11,08° 158,39 + 2,07
10 45537 + 44,07° 287,68 +24,12° 178,09 + 11,78%*
15 550,71 + 8,61° 201,03 + 16,05° 196,74 + 13,07
25 613,02 + 13,98° 146,94 + 6,26° 219,69 + 14,02¢
35 92,92 +1,50° 151,25 + 3,69 141,05+ 0,61°

Médias em colunas seguidas de desvio padrdo com sobrescritos

significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.
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Figura 5. Efeito da adicado de CaCl, na dureza de géis de CPSs e IPS

Apos o processo de didlise, verificou-se sensivel alteragdo no perfil de dureza das
trés amostras como mostra a Tabela 10 e a Figura 6. Os CPSs Calpro 80 e AMP 80

apresentaram valor maximo de dureza quando 15 mM de CaCl, foram adicionados e o

41



IPS apresentou valor maximo de dureza quando 10 mM de CaCl, foram adicionados. As

caracteristicas visuais dos géis produzidos com solucao de IPS dialisada foram alteradas

drasticamente, assim como os valores de dureza. Géis produzidos de solugdo de IPS

dialisada sem adicdo de CaCl, apresentaram-se amarelos,

pouco deformaveis,

semelhantes a gelatina. Com a adicao de CaCl, esta caracteristica foi sendo perdida e os

géis apresentaram-se brancos e deformaveis.

Tabela 10. Valores de dureza dos géis com 10% de proteina de CPSs e IPS dialisados

[CaCl;] DUREZA (g)
mM CALPRO 80 AMP 80 IPS
0 211,33 + 6,62° 212,17 + 13,129 366,44 + 3,73°
10 514,16 +9,80° 500,95 + 15,49° 1050,12 + 85,21°
15 581,75 + 13,30° 627,95 + 21,22° 199,09 + 13,81°
25 244,75 + 17,48° 252,67 +13,83° 144,99 + 6,53°
35 68,48 + 3,72° 210,04 + 12,52° 119,17 £ 9,91°

Médias em colunas seguidas de desvio padrdo com sobrescritos diferentes, diferem
significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.

1400

[ CALPRO 80 DIALISADO
1200 7 AMP 80 DIALISADO
7 IPS DIALISADO
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15
[CaCl5] (miM)

Figura 6. Efeito da adicao de CaCl, na dureza de géis de CPSs e IPS dialisados

KHUN e FOEGEDING (1991a), avaliaram trés CPSs (80% de proteina) e um IPS e

verificaram que a através do processo de didlise realizado em pH 7,0, utilizando
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membrana de celulose com porosidade de 3500 Da, foi possivel remover de 40 a 60%
do calcio presente nas amostras, exceto para um dos concentrados do qual s6 foi
possivel a remogédo de 10% do cdlcio presente. Apés o processo de didlise, géis
produzidos de suspenséas protéicas com 10% de proteina apresentaram maiores valores
de firmeza do que géis produzidos de solugdes n&o dialisadas, o que sé se verificou para
a amostra de IPS avaliada neste estudo.

Segundo MANGINO (1992), um perfeito balango entre forgas atrativas e repulsivas
deve existir para a formac&o de uma matriz de gel ordenada que produza géis fortes com
grande capacidade de retencéo de agua. Neste experimento, os géis foram produzidos a
temperatura de 90°C e pH 7,0 onde além de interagbes eletrostaticas mediadas pelo Ca**
também ligagbes cruzadas poderiam estar mantendo a estrutura dos géis produzidos.
Segundo SHIMADA e CHEFTEL (1988), reagbes de intertroca sulfidrila-dissulfidica sdo
catalizadas em pH superior a 7,0. A Tabela 10 mostra o contetdo de sulfidrilas livres das
trés amostras. Verifica-se que o IPS apresentou contetido de sulfidrilas livres superior ao
dos CPSs o que explicaria o valor de dureza superior ao dos CPSs quando ndo
adicionado CaCl, apos a dialise. Antes da dialise poderia se dizer que a estrutura dos géis
de IPS estaria sendo mantida por interagdes eletrostaticas (coagulos) e apos a retirada do
calcio através da didlise a estrutura dos géis estaria sendo mantida por ligagbes
dissulfidicas principalmente. A medida que se adiciona CaCl, os dois tipos de interacao
estdo ocorrendo mas preferencialmente interagcbes eletrostaticas, que necessitam de

menor fornecimento de energia para se estabelecerem (21 a 84 kJ/mol).

Tabela 11. Concentracao de sulfidrilas livres

Calpro 80 AMP 80 IPS

Sulfidrilas livres (uM/g) 15,26 + 0,297 14,20 + 0,35° 19,30 + 0,24°

Médias em linhas seguidas de desvio padrao com sobrescritos diferentes, diferem
significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.

Os valores relatados na tabela acima estdo de acordo com os valores encontrados
por LI-CHAN (1983) e LIU et al. (2000). SHIMADA e CHEFTEL (1988) encontraram

valores de 40,6 e 54,6 umol/g de sulfidrilas livres para IPS e B-Lg respectivamente.
Segundo LIU et el. (2000), grupos sulfidrilas da BSA apresentam maior reatividade em pH
6,0. Em pH 7,0, a-La e B-Lg s&o as principais responsaveis por reagdes de intertroca
dissulfidica/tiol. A a-La quando aquecida sozinha ndo é capaz de agregar ou polimerizar.
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Segundo de WITT (1988), quando solugbes de a-la com 10% de proteina em pH 6,5
foram aquecidas n&o produziram géis o que sugere a falta de reagoes intertroca
dissulfica/tiol que inicia o processo de gelatinizacdo, mas quando aquecida na presenca
de BSA e B-lg em pH neutro e temperatura superior a 70°C forma géis por meio de
ligacoes dissulfidicas e interagdes hidrofobicas (GEZIMATI et al., 1997). RANTAMAKI et
al. (2000) verificou que géis produzidos de B-lg apresentaram boa capacidade
gelatinizante para concentragbes de calcio de 0,1 a 3 mM mas, para concentragées de
34mM de caicio a firmeza dos géis decresceu.

Nas Figuras 5 e 6 verificou-se que o perfil de dureza das amostras de CPS
mostrou a mesma tendéncia. Existe um concentragdo 6tima de adi¢do de CaCl, que
proporciona um valor maximo de dureza e a partir deste nivel 6timo de adi¢éo de CaCl,
os valores de dureza comegam a decrescer. Segundo MULVIHILL e KINSELA (1988), os
jons calcio promovem pontes de Ca** entre grupos negativamente carregados de
moléculas adjacentes, fortalecendo a matriz do gel. Quando a concentragdo de célcio é
excedida, pontes de calcio tomam-se excessivas e a matriz sofre colapso, formando um
coagulo. O grau de ligagdes cruzadas na formagédo da rede de gel pode ser variavel e a
forga dos geis pode ser manipulada. As diferengas na capacidade de formagéo dos géis
observada para proteinas globulares geralmente reflete um grau variavel de interacdes
proteina-proteina que depende da extensdo das interagbes de sitios ativos disponiveis
nas moléculas desdobradas.

De todos os parametros do perfil de textura, a adesividade foi 0 mais dificil de ser
obtido com baixo desvio padrao, pois durante o teste de compressao no texturébmetro as
amostras aderem ao probe provocando muito erro na determinacdo. Os géis de CPSs
apresentaram baixa adesividade e a adigao de CaCl, provocou aumento na adesividade
tanto em sistema dialisado como nao dialisado. Os géis de IPS tiveram um
comportamento bastante diferenciado, apresentando alta adesividade antes da dialise e
apos a dialise apresentou baixa adesividade (Tabelas 12 e 13 e Figuras 7 e 8). Géis
menos adesivos e mais elasticos foram produzidos de solugdes dialisadas sem a adicdo
de CaCl, .
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Os valores de adesividade dos géis preparados com solugées de CPS e IPS,
dialisadas e ndo dialisadas, sem a adicdo de CaCl, mostraram-se significativamente
diferentes (P<0,05) dos valores obtidos para os géis preparados com diferentes
concentragdes de CaCl, .

Tabela 12. Valores de adesividade dos géis com 10% de proteina de CPSs e IPS

[Ca™ ADESIVIDADE (g)
MM CALPRO 80 AMP 80 IPS
0 3,11+ 0,25° 5,35 + 0,54° 18,27 + 1,92°
10 5,62 +0,10° 17,80 + 0,74° 2243 +1,83°
15 7,63 +0,79° 16,19 + 1,16° 26,39 +1,13°
25 15,73 +0,72¢ 18,32 + 0,89° 31,01 +0,55¢
35 26,50 + 0,44° 20,91 +0,71° 21,51 +0,32°

Médias em colunas seguidas de desvio padrdo com sobrescritos diferentes, diferem

significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.

Tabela 13. Valores de adesividade dos géis com 10% de proteina de CPSs e IPS

dialisados
[CaCly] ADESIVIDADE (g)

mM CALPRO 80 AMP 80 IPS
0 2,14 +0,15° 2,99 +0,16° 3,68 + 0,362
10 7,26 +0,34° 5,37 +0,45° 19,95 +0,73"
15 13,81 +0,33° 12,67 +0,17° 14,10 + 0,74°
25 16,48 + 0,78° 13,39 +1,33° 20,03 +1,53°
35 18,29 + 0,92° 15,59 + 0,68° 18,90 + 0,05°

Médias em colunas seguidas de desvio padrdo com sobrescritos diferentes, diferem

significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.

45



[ CALPRO 80
S0 AMP 80
R Ps

Adesividade (g)

o 0 5 " 35
[CaCly] (mM)
Figura 7. Efeito da adi¢cdo de CaCl, na adesividade de géis de CPSs e IPS
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Figura 8. Efeito da adigdo de CaCl, na adesividade de géis de CPSs e IPS

dialisados

Na Tabela 14 e Figura 9 verifica-se que os géis produzidos de solugdes de IPS
apresentaram menores valores de elasticidade do que os géis produzidos de Calpro 80 e
AMP 80. Os géis produzidos de Calpro 80 apresentaram altos valores de elasticidade até
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o nivel de 25 mM de adicdo de CaCl,, enquanto a amostra de AMP 80 apresentou maior
valor de elasticidade antes da adicdo de CaCl,. Os géis de Calpro 80 e AMP 80

apresentaram nestes mesmos niveis o maior valor de dureza.

Tabela 14. Valores de elasticidade dos géis com 10% de proteina de CPSs e IPS

[CaCly] ELASTICIDADE
mM CALPRO 80 AMP 80 IPS
0 0,94 +0,01° 0,94 +0,01® 0,80 + 0,02°
10 0,94 +0,01° 0,87 +0,01° 0,78 +0,01°
15 0,93 + 0,03% 0,87 +0,01° 0,78 + 0,02°
25 0,92 + 0,01 0,84 +0,01° 0,76 + 0,01°
35 0,83 + 0,014 0,84 +0,02° 0,78 + 0,012

Médias em colunas seguidas de desvio padrdoc com sobrescritos diferentes, diferem

significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.
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Figura 9. Efeito da adicao de CaCl, na elasticidade de géis de CPSs e IPS

Apos a dialise, os géis AMP 80 apresentaram maiores valores de elasticidade e
maiores valores de dureza (Tabelas 14 e 10). Géis produzidos de solugdes de IPS
dialisadas apresentaram-se muito elasticos nos niveis de 0 mM e 10 mM de adicao de

CaCl,. Assim, pode-se concluir que a adigdo de CaCl, produz géis menos elasticos.
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Segundo SHIMADA e CHEFTEL (1988), a alta elasticidade de géis a valores de pH neutro
e alcalino resulta de ligagées S-S intermoleculares. Realmente, os maiores valores de
elasticidade foram encontrados quando as solugdes foram dialisadas, indicando que a
principal ligagao cruzada que estaria mantendo a estrutura dos géis seriam ligacdes S-S.
E provavel que a maior disponibilidade de sulfidrilas livres do IPS (Tabela 11) tenha
produzido géis muito mais elasticos (Tabela 15 e Figura 10) e com maior dureza ( Tabela
10) apos a dialise.

Tabela 15. Valores de elasticidade dos géis com 10% de proteina de CPSs e IPS

dialisados
[CaCly] ELASTICIDADE

mM CALPRO 80 AMP 80 IPS

0 0,93 + 0,02° 0,97 +0,01° 0,96 + 0,01°
10 0,94 +0,01° 0,96 + 0,01 0,90 + 0,01°
15 0,93 +0,01° 0,93 +0,01° 0,86 + 0,01°
25 0,91 + 0,02° 0,89 +0,01° 0,76 + 0,01°
35 0,82 + 0,02° 0,85 + 0,02 0,78 +0,01¢

Médias em colunas seguidas de desvio padrao com sobrescritos diferentes, diferem
significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.
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Figura 10. Efeito da adicdo de CaCl, na elasticidade de géis de CPSs e IPS

dialisados
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As reacdes de intertroca tiol-dissulfidica sdo importantes na gelatinizacao térmica
devido a produgéo de ligagdes cruzadas covalentes envolvidas na formagao da rede.
Essas ligacbes covalentes necessitam de 126 a 420 kJ/mol de forecimento de energia
para que sejam formadas. A elasticidade, ou seja a maior resisténcia do gel a
deformacéo, & diretamente proporcional a densidade de ligagdes cruzadas S-S na rede
(PHILLIPS, 1994).

Os géis que apresentaram maiores valores de elasticidade (Tabela 15 e Figura
10), também apresentaram maiores valores de coesividade indicando que geis de
proteinas de soro de leite mais elasticos possuem um estrutura de gel mais ordenada. As
Tabelas 16 e 17 e as Figuras 11 e 12 mostram que a adigdo de CaCl, diminuiu a
coesividade dos géis de CPS e IPS. No perfil de textura a coesividade é determinada
através da razdo de areas determinada a partir de dois picos determinados para dureza.
Assim quanto menos deformavel for um gel (mais elastico), maior sera esta raz&o e maior
sera a coesividade desses géis. Segundo SCHMIDT et al. (1978), géis produzidos de
CPS dialisados apresentaram-se mais coesivos e de aparéncia transparente do que geis
produzidos de CPS nao dialisado. O aumento na concentragdo de CaCl, provocou
diminuicdo nos valores de coesividade, sendo os valores minimos de coesividade
encontrados quando 10 a 20 mM de CaCl, foram adicionados. O decréscimo na
coesividade e aumento da opacidade dos géis, com a adicdo de CaCl,, foi atribuido a
grande quantidade de ligagdes intermoleculares levando a formacgdo de uma estrutura de
gel mais aberta (menos compacta). HONGSPRABHAS e BARBUT (1997), verificaram que
geis de IPS produzidos com alta concentragdo de proteina e baixa concentracéo de CaCl,
foram mais elasticos que geéis produzidos com alta concentracdo de CaCl, e baixa
concentragao de proteina.

Tanto em sistema dialisado como em sistema sem didlise, géis de CPSs
apresentaram valores maximo de coesividade antes da adigdo de CaCl, sendo que o
aumento na concentracdo de CaCl, mostrou uma tendéncia a diminui¢do da coesividade.
O IPS apresentou baixa coesividade antes da didlise e ap6s a didlise somente sem adicdo
de CaCl, apresentou alto valor de coesividade (significativamente diferente dos demais
niveis, P<0,05). MULVIHILL e KINSELA (1988) encontraram para géis de B-Ig preparados
com 20% de proteina em pH 8,0 valor minimo de coesividade para 10 mM de adigdo de
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CaCl; e neste mesmo nivel a dureza foi maxima. Valores maximos de coesividade foram
verificados com a adicao de 25 mM de CaCl,, a elasticidade maxima foi verificada com a
adicao de 5 mM de CaCl,, a gomosidade maxima foi encontrada com a adi¢éo de 15 mM
de CaCl, e a mastigabilidade maxima com a adigcdo de 5 mM de CaCl,.

Tabela 16. Valores de coesividade dos géis com 10% de proteina de CPSs e IPS

[CaCly] COESIVIDADE
mM CALPRO 80 AMP 80 IPS
0 0,82 +0,03° 0,80 + 0,04 0,70 + 0,032
10 0,79 + 0,02° 0,62 + 0,04 0,76 +0,01°
15 0,79 +0,03° 0,67 +0,01° 0,77 + 0,00°
25 0,74 + 0,04 0,59 + 0,04° 0,77 +£0,01°
35 0,32 +0,01° 0,56 + 0,01° 0,76 +0,01°

Médias em colunas seguidas de desvio padrdo com sobrescritos diferentes, diferem
significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.
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Figura 11. Efeito da adicdo de CaCl, na coesividade de géis de CPSs e IPS
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Tabela 17. Valores de coesividade dos géis com 10% de proteina de CPSs e IPS

dialisados
[CaCly] COESIVIDADE

mM CALPRO 80 AMP 80 IPS

0 0,83 + 0,012 0,88 +0,02° 0,87 +0,02°
10 0,78 +0,01° 0,83 +0,02° 0,73 + 0,01
15 0,79 + 0,01° 0,74 +0,04° 0,70 + 0,01°
25 0,56 + 0,02° 0,70 +0,02° 0,75 + 0,00°
35 0,41 +0,01¢ 0,63 +0,01° 0,77 +0,01°

Médias em colunas seguidas de desvio padrdo com sobrescritos diferentes, diferem
significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.
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Figura 12. Efeito da adicdo de CaCl, na coesividade de geéis de CPSs e IPS

dialisados

Segundo ROSENTHAL (1992), a mastigabilidade € a energia necessaria para
mastigar um alimento até o ponto de ser engolido e a gomosidade é a energia necessaria
para desintegrar um alimento até o ponto de ser engolido. Os valores de mastigabilidade
e gomosidade apresentados nas Tabelas 18, 19, 20 e 21 e nas Figuras 13, 14, 15 e 16
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seguiram o mesmo perfil da dureza, pois a mastigabilidade e gomosidade sdo calculadas
a partir da dureza:

mastigabibilidade = dureza x coesividade x elasticidade
gomosidade =dureza x coesividade

Tabela 18. Valores de gomosidade dos géis com 10% de proteina de CPSs e IPS

[CaCl,] GOMOSIDADE (g)
mM CALPRO 80 AMP 80 IPS
0 217,01 + 15,00° 341,10 + 13,96° 110,40 + 2,37°
10 354,82 + 33,33" 180,41 +7,78° 137,44 + 11,79"
15 434,95 + 36,18° 135,22 + 11,64° 151,95 + 10,40%®
25 449,71 + 31,67° 85,08 + 5,99° 170,09 + 10,58*
35 29,92 + 0,48° 85,59 + 3,21¢ 108,20 + 0,94°

Médias em colunas seguidas de desvio padrdo com sobrescritos diferentes, diferem
significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.
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Figura 13. Efeito da adicdo de CaCl, na gomosidade de géis de CPSs e IPS
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Tabela 19. Valores de gomosidade dos géis com 10% de proteina de CPSs e IPS

dialisados
[CaCl,] GOMOSIDADE (g)

mM CALPRO 80 AMP 80 IPS

0 175,91 + 3,67° 186,11 +7,76° 316,16 + 3,72°
10 401,04 +10,61° 416,66 + 5,20° 771,87 + 50,93°
15 461,23 + 7,49° 465,05 + 11,84° 138,76 + 8,55°
25 121,57 + 8,83° 177,20 + 5,432 108,79 + 5,52°
35 28,57 + 1,76° 125,59 + 4,86° 91,45 + 6,53°

Médias em colunas seguidas de desvio padrdo com sobrescritos

significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.

Gomosidade (g)

1100

diferentes, diferem

1000 ¢ B8 CALPRO 80 DIALISADO
1 AMP 80 DIALISADO

200 ¢ “ IPS DIALISADO

800 |
700
600

500

400

10

5
[CaCly] (mM)

25

Figura 14. Efeito da adigdo de CaCl, na gomosidade de géis de CPSs e IPS

dialisados
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Tabela 20. Valores de mastigabilidade dos géis com 10% de proteina de CPSs e IPS

[CaCly] MASTIGABILIDADE (g)
mM CALPRO 80 AMP 80 IPS
0 204,54 + 16,10° 321,72 + 13,42° 88,87 + 3,90%
10 335,89 + 30,40° 156,30 + 7,05° 107,22 + 10,72%
15 406,49 + 33,21° 116,94 + 10,52° 118,45 + 10,46
25 410,98 + 28,78° 71,87 + 5,43¢ 129,70 + 10,01¢
35 25,05 + 0,03¢ 70,82 + 1,29° 85,08 + 1,50°

Médias em colunas seguidas de desvio padrdo com sobrescritos diferentes, diferem
significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.

Mastigabilidade (g)

500

400

300 ¢

200

100 ¢

I CALPRO 80
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Figura 15. Efeito da adi¢do de CaCl, na mastigabilidade de géis de CPSs e IPS
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Tabela 21. Valores de mastigabilidade de géis de solugdes CPSs e IPS dialisadas com

10% de proteina

MASTIGABILIDADE (g)

AMP 80

IPS

[CaCly]

mM CALPRO 80
0 164,00 + 2,43°
10 374,87 + 11,63°
15 430,82 +9,78°
25 110,02 + 6,231
35 23,42 +1,24°

181,53 +7,90°
398,90 + 6,07°
434,19 + 10,29°
157,80 + 6,24¢
107,28 + 1,83°

304,70 + 6,93°
692,99 + 59,49°
119,60 + 8,12°
82,16 + 4,23°
71,91 £ 5,37°

Médias em colunas seguidas de desvio padrdao com sobrescritos

significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.

Mastigabilidade (g)

diferentes, diferem

BN CALPRO 80 DIALISADO
#101 AMP 80 DIALISADO
W IPS DIALISADO

dialisados

[CaCl5] (mM)
Figura 16. Efeito da adigdo de CaCl, na mastigabilidade de geis de CPSs e IPS
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4.3 Umidade espremivel de géis de CPSs e IPS

Uma vez determinado o perfil de textura dos géis, foi entdo avaliada a capacidade
de retencdo de agua dos géis como mostram as Tabelas 22 e 23 e Figuras 17 e 18. Os

dados apresentados nestas tabelas se referem a umidade espremivel dos géis e quanto

maior a umidade espremivel, menor a capacidade de retengao de agua.

Tabela 22. Valores de umidade espremivel de géis de CPSs e IPS

[CaCly] UMIDADE ESPREMIVEL (%)
mM CALPRO 80 AMP 80 IPS
0 28,83 + 1,35° 33,29 + 0,48° 70,43 +1,53°
10 29,14 + 1,37° 60,06 + 1,12 70,75 + 0,26°
15 3320+ 1,31° 69,40 + 0,30° 70,82 + 0,86°
25 45,08 + 0,62° 69,70 + 1,50° 70,12 +2,08°
35 64,49 + 1,69° 69,30 + 0,32° 70,87 + 3,94°

Médias em colunas seguidas de desvio padrdo com sobrescritos diferentes, diferem
significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.

[ CALPRO 80
0 AMP 80
e ps

100

Umidade espremivel (%)

0 10 15 25 35
[CaCly] (mM)

Figura 17. Efeito da adicdo de CaCl, na umidade espremivel de géis de CPSs e IPS
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Tabela 23. Valores de umidade espremivel de géis de CPSs e IPS dialisados

[CaCl,) UMIDADE ESPREMIVEL (%)
mM CALPRO 80 AMP 80 IPS
0 22,99 + 0,97° 28,75+ 1,712 27,50 + 1,00°
10 32,95+ 1,67° 30,82+ 1,312 4816 +0,78°
15 44,16 + 0,67° 40,72 +1,24° 69,55 + 1,15°
25 62,60 + 2,32° 64,14 + 2, 75° 69,54 + 0,58°
35 67,45 +2,17° 64,34 + 1,60° 69,09 + 0,98°

Médias em colunas seguidas de desvio padrdo com sobrescritos diferentes, diferem
significativamente (P<0,05) pelo Teste de Tukey.

1007 mmm CALPRO 80 DIALISADO
#5% AMP 80 DIALISADO
|PS DIALISADO
80}

Umidade espremivel (%)

0 10 15 25 35

[CaCly] (mM)
Figura 18. Efeito da adicao de CaCl, na umidade espremivel de geis de CPSs e
IPS dialisados

Verificou-se que a adi¢do de CaCl, diminui a capacidade de retencéo de agua dos
géis. Géis preparados de Calpro 80 e AMP 80 apresentaram alta retengao de agua antes
da adicdo de CaCl,. Para o CPS Calpro 80 o maior valor de dureza obtido com a adigao
de 25 mM de CaCl, apresentou retencao de agua de cerca de 55%. O CPS AMP 80
apresentou maior retencdo de agua no maior valor de dureza (OmM) de adi¢do de CaCl,.
O IPS apresentou capacidade de retencdo de agua muito baixo (cerca de 30%) para
todos os niveis de CaCl, adicionados. Quando os géis foram produzidos com solugoes

dialisadas, apresentaram maiores valores de capacidade de retengéo de agua. Nos niveis
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de adicao de CaCl, onde os géis apresentaram maiores valores de dureza, a capacidade
de retencdo de agua variou de 50 a 60%. Estruturas de gel mais coesas e elasticas
apresentaram maior retencao de agua. Os resultados sugerem que uma concentragdo
especifica de Ca®* foi necessaria para otimizar a dureza e umidade espremivel dos géis.
Segundo JOST (1993), em concentragdes de Ca®" abaixo do 6timo as ligacdes cruzadas
eletrostaticas sdo fracas resultando em géis fracos, enquanto que em altas
concentragdes, provoca forte atragéo entre as moléculas protéicas e a matriz do gel sofre
colapso. Os dados apresentados para umidade espremivel estdo de acordo com os
valores relatados por SMITH e ROSE (1994).

Segundo HUDSON et al. (2000), géis formados de solugbes protéicas de soro de
leite podem ser classificados de acordo com sua estrutura como particulados, de estrutura
fina e de estrutura mista (estrutura fina e particulada). Em géis de estrutura fina
(transparente), o processo de agregagao € linear (ordenado), enquanto que géis de
estrutura particulada s&o opacos e o processo de agregagdo ocorre ao acaso. Abaixo ou
acima do pl, os géis possuem uma estrutura fina e sdo transparentes. Porém, géis
formados em pH acima do pl s&o mais fortes e elasticos que aqueles formados abaixo do
pl e apresentam maior capacidade de reten¢do de agua do que géis com microestrutura
particulada. O aumento na concentracdo de sal resulta em gel de estrutura particulada
(opaco) ou mista (fina e particulada), aumentando os poros na matriz de gel e
consequentemente diminuindo a capacidade de retengdo de agua (BOWLAND e
FOEGEDING 1995). Neste estudo, o aumento na concentragdo de calcio, aumentou a
opacidade dos geéis e provocou diminuigdo na capacidade de retencao de agua. Esses
resultados estdo de acordo com MORR e FOEGEDING (1990) e HUDSON et e/. (2000).
Os resultados sugerem que uma concentracdo especifica de Ca®* foi necessaria para
otimizar a dureza e umidade espremivel dos géis. A comparagao de dados com valores
reportados pela literatura € dificil devido a grande variabilidade na composi¢cao mineral
apresentada pelos CPSs e IPS. BARBUT (1995) verificou que géis produzidos de IPS
com 10% de proteina e 5 mM de adigao de CaCl, apresentaram-se transparentes e a
opacidade aumentou com a adi¢ao de CaCl, sugerindo que grandes agregados formavam
a rede de gel. O aumento na concentragdo CaCl, de 30 a 40 mM resultou em géis com
menor valor de dureza. MANGINO (1992) verificou que géis produzidos de CPS
apresentaram maior valor de dureza quando 11 mM de CaCl, foram adicionados.

SCHMIDT et el. (1978) verificaram que a dureza maxima de géis de CPS preparado com
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10% de proteina e pH 7,0 foi encontrada quando 5 mM de CaCl, foram adicionados. Para
solugbes dialisadas verificaram que a dureza maxima foi obtida quando adi¢cdes de 5 a 20

mM de CaCl, foram feitas e acima desse valor houve decréscimo nos valores de dureza.

4.4 Perfil eletroforético

O perfil eletroforético das amostras de CPS e IPS foi determinado em sistema
descontinuo SDS-PAGE utilizando-se gel de resolugdo com 12% de acrilamida como
mostra a Figura 20 . Entre os dois CPSs as fragbes de BSA, B-Lg e a-La apresentaram
maior intensidade na amostra de Calpro 80. As fragdes de imunoglobulinas (peso
molecular superior a 94.000 Da) estdo presentes somente na amostra de Calpro 80. Ja
as fragbes de B-Lg e a-La presentes no IPS apresentam maior intensidade que as
mesmas fragdes presentes nos CPSs, o que pode ser explicado pela maior concentragao
de proteina presente no IPS. As fragdes de Imunoglobulinas ndo estao presentes no IPS
o que, segundo BARKER e MORR (1986), ocorre devido ao processo de troca ibnica
onde proteinas basicas como imunoglobulinas, lactoferrina e lactoperoxidase ndo sdo
retidas na coluna anidnica. Sabe-se que este foi 0 processo empregado para a obtengdo
desta amostra devido a grande quantidade de calcio ibnico presente na amostra.

94.000 Da
67.000 Da

43.000 Da

30.000 Da

20.100 Da

14.400 Da

1 2 3 4 5 6

Figura 19. Perfil eletroforetico de CPSs e IPS de soro de leite. (1) padrao
de baixo peso molecular, (2) IPS, (3) AMP 80, (4) Calpro 80, (5) padrao de
B-Lg e (6) padréo de a-La.
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Figura 20. Perfil eletroforético dos géis de solu¢bes de concentrado protéico de soro de
leite: A) Calpro 80 sem dialise; B) Calpro 80 com dialise; C) AMP 80 sem dialise; D) AMP
80 com didlise: E) IPS sem dialise; F) IPS com dialise; (1), (3), (5), (7), e (9) reduzidas
com ME; (2), (4), (6), (8) e (10) nao reduzidas com 0, 10, 15, 25 e 35 mM de adig¢éo de
CaCl,.
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O perfil eletroforético dos géis preparados com diferentes concentracdes de CaCl,
também foi determinado em sistema SDS-PAGE com e sem a adigdo de B-
mercaptoetanol (ME) que € um agente redutor de ligagéo dissulfidica. Em sistema SDS-
PAGE quando a amostra € preparada em tamp&o sem ME e o perfil eletroforético mostra
a presenca de agregados, isto significa que estes agregados estdo sendo mantidos por
ligagdes dissulfidicas. Na Figura 20 (A, B, C, D, E e F) verifica-se a presenca de
agregados quando as amostras nao foram reduzidas com ME (linhas 2, 4, 6, 8 e 10).
Comparando-se as Figuras 19 e 20, verifica-se que esses agregados se formaram numa
faixa onde o peso molecular varia de 20.100 a 30.000 Da indicando que as proteinas
envolvidas no processo de gelatinizagdo sdo principalmente a-La (14.400 Da) e B-Lg
(18.600 Da) nao sendo verificada a participagdo da BSA (67.000 Da). Neste estudo, os
géis foram produzidos em pH 7,0 e segundo LIU ef al. (2000) os grupos sulfidrilas da BSA
sdo mais reativos em pH 6,0. PARRIS et al. (1997) verificou, através do perfil
eletroforético, a participagédo da BSA no processo de gelatinizagdo de CPS com adigdo de
até 9 mM de CaCl, em pH 6,6.

Segundo HOFFMANN e VAN MIL (1997), quando solugdes de B-Ig s&o aquecidas
acima de 65°C, a polimerizag@o ou agregacgao ocorre principalmente através de ligagoes
cruzadas dissulfidicas. Reagdes de intertroca tiol-dissulfidica e interacées hidrofobicas
ocorrem principalmente entre a B-lactoglobulina e outras proteinas do leite contendo
ligagao dissulfidica como k-caseina e a-lactalbumina (HAQUE et al, 1988). A a-
lactalbumina nao forma agregados quando aquecida sozinha, mas segundo GEZIMATI et
al. (1996) quando aquecida na presenca de BSA ou B-Ig € capaz de formar géis através
de interagdes dissulfidicas e hidrofébicas. Segundo CREIGHTON (1996), a formagao ou
quebra de ligacdo dissulfidica da a-La depende da concentragdo de Ca**. Para os CPSs
Calpro 80 e AMP dialisados e nao dialisados verificou-se a presencga de agregados e das
fragbes de a- La e B-Lg (Figura 20 A, B, C e D linhas 2, 4, 6, 8 e 10) até o nivel de adi¢céo
de 15 mM de CaCl, enquanto que nas concentragoes de 25 e 35 mM de CaCl, estas
fragbes e os agregados desapareceram. De alguma forma a adicdo de CaCl, nestes
niveis inibiu as ligagdes dissulfidicas. No IPS nao dialisado (Figura 21 E, nas linhas 2, 4,
6, 8 e 10) nao se verificou a presenga de tragos de a-La e B-Lg para nenhum nivel de
adicao de CaCl, e esta amostra j& apresentava alta concentragéo de Ca** como citado no
estudo anterior. Quando esta amostra foi dialisada as fragées de a-La e B-L apareceram

até o nivel de 15 mM de adi¢do de CaCl,. Enquanto verifica-se a presenga das fragdes de
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a-La, B-Lg e a presenca de agregados, isto é, até 15 mM de adicao de CaCl,, pode-se
dizer que a estrutura dos géis deve estar associada a formagéo de ligagdes dissulfidicas
e interagGes eletrostaticas mediadas por Ca?*. Ja nos niveis de 25 e 35 mM é provavel
que interacGes eletrostaticas prevalegam. Nessas concentracdes, os géis apresentaram
uma coloragdo branca, semelhantes a coagulos e baixa retencdo de agua que so
caracteristicas de géis cuja rede estad sendo mantida por interagdes eletrostaticas.

Segundo VARDHANABHUTI e FOEGEDING (1999), a polimerizagdo de proteinas
do soro do leite ocorre em duas fases. Na etapa inicial, com o aquecimento de solugdes
de IPS ocorre o desdobramento de monémeros de proteinas do soro expondo grupos
sulfidrilas e hidrofébicos. Esses mondémeros ativados formam um polimero primario
principalmente via rea¢Ges de intertroca sulfidrila/dissulfida e interagdes hidrofébicas. Na
segunda etapa, estes polimeros agregam via interagées ndo covalentes, formando o
polimero final. A concentragdo de proteina tem uma funcéo importante no tamanho do
polimero primario formado , enquanto o tempo de aquecimento determina a extensdo da
agregacao na segunda fase.

Para a amostra de CPS Calpro 80 (Figura 20 B, linhas 7 e 9), verificou-se que
houve uma diminuigao das fragdes de a-La e B-Lg indicando desnaturagdo que pode ter
sido causada pela adi¢do de CaCl,. Também durante o processo de dialise, fosfato e
lactose foram retirados, os quais poderiam estar estabilizando as moléculas protéicas
evitando a desnaturacao. Para o CPS AMP 80, praticamente nao se verificou alteracéo
nas bandas de a-La e B-Lg antes e apds o processo de didlise (Figura 20 C e D). Talvez a
presenca de fosfato de sodio estivesse estabilizando as moléculas protéicas nesta
amostra. O IPS apresentou desnaturagdo com a adicdo de 35 mM de CaCl; (Figura 20
E, linha 9).
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5. CONCLUSOES

Os concentrados protéicos e o isolado protéico avaliados apresentaram alta
solubilidade em pH 7,0 e 4,6na presenca de NaCl 0,1 M, apresentando valores superiores
a 84%. A solubilidade protéica dos CPSs e IPS determinada em agua deionizada foi
inferior a solubilidade determinada em NaCl. O perfil de solubilidade de solugcbes
dialisadas de Calpro 80 e AMP 80 com 10% de proteina em pH 7,0 indicou uma tendéncia
a diminuicao de solubilidade quando 35 mM de CaCl, foi adicionado. Ja o IPS avaliado
mostrou uma tendéncia a diminui¢o da solubilidade quando 35 e 25 mM de CaCl, foram
adicionados, antes e apés o processo de dialise, respectivamente.

Os valores de transmitancia indicaram que as solugées de IPS sdo menos opacas
que solugdes de CPS. O CPS AMP 80 apresentou o mesmo perfil de transmitancia antes
e apos a didlise. Solugbes de IPS e Calpro 80, tanto antes como apés a didlise
apresentaram uma diminui¢ao nos valores de transmitancia a partir da adicdo de 15 mM
de CaCl, .

A aparéncia de géis de proteinas do soro pode ser alterada pela adi¢ao de CaCl,.
Nos niveis de adicdo de 25 e 35 mM de CaCl,, os géis de CPSs apresentaram-se
semelhantes a coagulos. Os géis de IPS antes da dialise apresentaram-se semelhantes a
coagulos em as concentragdes de CaCl, avaliadas.

O perfil de dureza dos géis dos concentrados e do isolado avaliados, apresentou a
mesma tendéncia, quando foram adicionadas diferentes concentracdes de CaCls,
aumentando até um valor maximo e entdo decrescendo. Os concentrados protéicos
apresentaram composigao quimica (80% de proteina) muito semelhantes mas, o perfil de
textura dos geéis produzidos foi bastante diferenciado. O valor maximo de dureza foi
atingido para concentragdes especificas de adicdo de CaCl,. A dureza maxima do CPS
Calpro 80 se verificou quando 25 mM de CaCl, foi adicionado antes do processo de
didlise. Apods o processo de dialise, a dureza maxima foi encontrada quando 15 mM de
CaCl, foram adicionados. Para o CPS AMP 80, o valor maximo de dureza foi encontrado
antes da adi¢ao de CaCl, para solugdes nao dialisadas e apds a didlise quando 15 mM de
CaCl; foi adicionado. O IPS apresentou valor maximo de dureza quando 25 e 10 mM de

CaCl, foram adicionados, antes e apdés a dialise, respectivamente. O aumento na
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concentracdo de CaCl, produziu géis mais adesivos e menos elasticos. Géis mais
elasticos e coesos, de Calpro 80, AMP 80 e IPS, foram obtidos antes da adigéo de CaCl,.
Solugbes de IPS dialisadas produziram géis muito mais elasticos e de coloragdo
amarelada (semelhante a gelatina). Géis de Calpro 80, AMP 80 e IPS apresentaram
maiores valores de capacidade de retengdo de agua, de elasticidade e de coesividade
em sistema dialisado, sem a adi¢cdo de CaCl, . Os valores maximos de dureza e de
capacidade de retencdo de agua nao foram obtidos para a mesma concentragdo de CaCl,
adicionada, o que significa que os géis mais duros n3o apresentaram os maiores valores
de capacidade de reten¢ao de agua.

A concentracdo total de calcio néo garante o mesmo perfil de textura, pois os dois
CPSs avaliados apresentavam 0,42% de caicio total e o perfil de textura (principalmente
dureza) mostrou-se diferente. A forma como os ions caicio estdo presentes nas amostras
(iGnico e complexado) sao determinantes no perfil de textura e retengdo de agua de géis
de CPS e IPS. Altas concentragbes de calcio ibnico prejudicam a propriedade
gelatinizante de proteinas do soro do leite, como pode ser verificado para a amostra de
IPS que apresentou maior concentragéo de Ca®* antes do processo de diélise. A presenca
de outros ions, principalmente anions tem influéncia no perfil de textura de géis de
proteinas do soro. A manipulagcao de ions pode tornar concentrados e isolados protéicos
de soro de leite mais comercializaveis com caracteristicas funcionais especificas.

O perfil eletroforético indicou que a estrutura dos géis dos CPSs e IPS estava
sendo mantida por interagoes eletrostaticas e ligacoes dissulfidicas até o nivel de adigéo
de 15 mM de CaCl,. Em géis de CPS e IPS para os niveis de adi¢do de 25 e 35 mM de
CaCl,, prevaleceram interacdes eletrostaticas mediadas por Ca**. Verificou-se, através do
perfil eletroforético, que o CPS Calpro 80 apresentou desnaturacdo das fracdes de B-Lge
a-La com a adi¢do de 25 e 35 mM de CaCl, e o IPS avaliado apresentou desnaturagao
com a adi¢do de 35 mM de CaCl,.
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