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RESUMO GERAL

Na industria de laticinios, a coacervacao entre o soro de leite com hidrocoléides
pode ser utilizada no fracionamento e recuperacdo das suas proteinas e, ainda, contribuir
na reducdo da poluicdo ambiental. O objetivo do trabalho foi estudar a interacéo entre
proteinas do soro lacteo, obtido a partir da fabricacdo do queijo “minas”, com o
polissacarideo anidnico carboximetilcelulose (CMC), utilizando a técnica de coacervacao
complexa em diferentes faixas de pH. As proteinas foram complexadas e fracionadas
obtendo trés diferentes amostras. Para tal, foi feito ajuste do pH e da concentragéo do
hidrocoléide. Os complexos foram classificados como precipitado 1: B-Lg/CMC,
precipitado 2: a-La/CMC e precipitado total: PT/CMC, sendo obtidos em valores de pH
4,0; 3,2 e 3,0, respectivamente. Em seguida foram avaliadas variagbes nas faixas de pH
na desestabilizacdo deste complexo. Foram utilizados pardmetros de pH, forca ibnica e
concentracao de amostra no estudo de algumas propriedades funcionais tecnolégicas,
tais como solubilidade, geleificagdo, viscosidade, formagcédo de espuma e estabilidade de
emulsdes. Os resultados de porcentagem de proteinas e CMC soluveis e de eletroforese
mostraram que os coacervados sdo parcialmente descomplexados em valores de pH 2, 5
e 6. As analises de calorimetria diferencial de varredura (DSC) permitiram concluir que a
presencga do hidrocoléide aumentou a estabilidade protéica ao processo de desnaturacao
térmica. O aumento da concentragdao de NaCl (0,5M), influenciou positivamente a
solubilidade protéica (%SP), contudo, nas faixas de pH correspondentes as de obtencao
dos complexos, os resultados foram minimos para esta propriedade (%SP). Nos testes de
geleificagdo a 20% de concentragdo, os valores de G’ foram maiores que os de G”,
concluindo-se que todos os complexos formaram um solido-viscoelastico. A viscosidade
das solugdes (pH 6,0) foi maior para as amostras de a-La/CMC e 3-Lg/CMC. Em relagao
as espumas, a melhor capacidade espumante se deu em pH 2,0 com o complexo o-
La/CMC. A interacdo entre os parametros testados (pH e concentracdo de NaCl) foi
significativa (p < 0,05) para a porcentagem de formacdo de espuma (%) com o0s
complexos a-La/CMC e B-Lg/CMC. As analises das emulsdes permitiram afirmar que no
pH 6,0 e a 5 mg/ml de concentragdo de complexo houve maior estabilidade das amostras
ao processo de formagao do cremado e coalescéncia, sendo a PT/CMC a amostra menos
estavel em pH de formacao (3,0) do coacervado.

Palavras-chave: Proteinas do soro, coacervagao, solubilidade, espuma, emulséo,
carboximetilcelulose
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GENERAL SUMMARY

In dairy industries the coacervation between whey with hydrocolloid might be
utilized in the fractionation and recovery of the proteins and contribute to reduce in the
ambient pollution. The aim of this work was to study whey protein interaction as a result of
cheese type “Minas” manufacturing with anionic polysaccharyde carboxymetyl-cellulose
(CMC) using the complex coacervation technique. The proteins were fractionated and
three different complexes. The variables of the conditions optimization of selected
fractionation and precipitation were taken out from hydrocolloid concentration and pH. The
complexes were classified as: precipitated 1: B-Ig/CMC, precipitated 2: a-la;CMC and total
precipitated: whey total protein (PT/CMC) and the values of the pH were 4.0; 3.2; and 3.0,
respectively. The obtained complexes were studied trough the percentage analyses of
soluble proteins-CMC and native-PAGE. The results demonstrated that the complexes
ones partially free as they move further from pH original values of attainment and
complexes precipitation. DSC analyses could conclude that hydrocolloid presence
increases protein stability of the thermal denaturation process. It was analyzed some
technological functional properties such as solubility, gelling, viscosity, foam properties
and emulsion stability in different samples. Extrinsic parameters analysis varied for pH,
ionic force and sample concentration. The increase of NaCl (0.5M) influenced in a positive
way the solubility protein. However, the solubility (%SP) was minimum compared to the
corresponding complexes obtention of pH. G” values had been always superior to G’ for
gelling tests and one could conclude that all complexes formed a viscous solid (20% of
concentration). In pH 6.0, solutions viscosity was higher for a-lactoalbumin/CMC and $-
lactoglobulina/CMC samples. Related to foaming characteristics, the best foaming
capacity occurred in a a-lactoalbumin/CMC with pH 2.0. Related to the interaction between
pH parameters and NaCl concentration one could notice a significant increase to foam
formation (%) with a-lactoalbumin/CMC and B-lactoglobulina/CMC complexes. The results
of emulsions stability analyses demonstrated that pH 6.0 and 5mg/mL concentration had
samples greater stability to creaming and coalescence, and PT/CMC presented the lowest
formation and complexes precipitation in pH 3.0.

Key Words: whey proteins, coacervation, solubility, foam, emulsion, carboxymetyl-

cellulose
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INTRODUGCAO GERAL

Durante a fabricagao do queijo e da obtencao da caseina comercial, obtém-
se um conjunto de subprodutos chamado de soro de leite. Para cada litro de leite
utilizado no processamento, produz-se 0,6 a 0,9 L de soro. Este subproduto é
valioso, pois possui um teor de proteinas solUveis de composicao elevada em
amino acidos essenciais, principalmente o0s sulfurados, semelhante em
composicao as do leite materno humano (NEVES, 2001; PACHECO, 2002).

O fracionamento das proteinas soro lacteas, utilizando a técnica de
coacervacdo com carboidratos complexos € um processo alternativo e
interessante do ponto de vista econémico, para a industria laticinista. Esta técnica
foi explorada por alguns pesquisadores até o advento dos processos de
ultrafiltracdo em membrana (FONSECA; BRADLEY Jr.; 2001).

A técnica de interagdo com hidrocoléides comestiveis, além de promover a
recuperagdo das proteinas do soro lacteo, oferece uma opcado para o
desenvolvimento de novos produtos para aplicacdo na industria de alimentos,
aumentando oportunidades para o agronegocio. Os ingredientes podem ser
utilizados na elaboracdo de produtos fontes de proteinas de alto valor bioldgico e
nutricional, direcionado para formulacdo de suplementos imunolégicos, alimentos
de baixo teor calérico e ainda para praticantes de atividade fisica (SGARBIERI et
al., 2000).

Do ponto de vista macroscopico dos alimentos, a mistura destes dois
biopolimeros (proteinas do soro e hidrocoléides comestiveis) possui capacidade
de produzir produtos com caracteristicas diferenciadas de viscosidade,
estabilidade, textura e sensacdo bucal, contribuindo também nas propriedades
geleificantes e na formacdo e estabilizacdo de sistemas espumados e
emulsionados (TOLSTOGUZOQOV, 1998; KRUIF; TURNIER, 2001).

Um dos polissacarideos mais utilizados como espessante de sistema
alimenticios é a carboximetilcelulose (CMC). Sua aplicacdo na técnica de
complexacao e fracionamento de proteinas do soro de leite foi citada em trabalhos
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pioneiros como o de Hidalgo; Hansen (1971). Neste estudo, as fracdes -
Lactoglobulina e o-Lactoalbumina foram precipitadas de maneira seletiva em

valores de pH 4,0 e 3,2, respectivamente.

Quando se faz a mistura de dois polimeros, alguns fatores sdo essenciais
para classificar o tipo de sistema que sera formado e a sua funcionalidade
tecnolégica. Dentre os parametros que interferem na interagcéo, destacam-se o pH,
a forca ibnica, conformacdo molecular, densidade de cargas e relagédo
estequiométrica entre as duas substancias (MORR; HA, 1993).

Em geral, a interagdo forma um sistema classificado como coacervado
quando o meio se encontra com valores de pH abaixo do ponto isoelétrico das
proteinas (pl) e acima da constante de ionizacdo das gomas (pK). Neste caso,
proteinas e hidrocolbdides estdo unidos por interacdes do tipo eletrostatica e se
concentram numa mesma fase (SCHMITT, 1998; TOLSTOGUZOV, 1997).

A complexacdo contribui na melhora da estabilidade térmica protéica e
pode modificar propriedades reologicas da interface de sistemas aerados e
emulsionados, contribuindo na sua estabilidade (SCHMITT, 1998). No entanto,
alteragdes nos valores de pH e forgca i6nica podem levar a desestabilizacdo e
conseqlientemente a descomplexacao do sistema (TOLSTOGUZOV, 1997, 1998;
FONSECA; BRADLEY Jr, 2001).

Neste sentido, quando a coacervacao é aplicada para a formacao de
espuma ou emulsdes, as proteinas migram e adsorvem na interface formando um
filme estavel, enquanto os hidrocoléides conferem estabilidade na dispersao
através da sua acao interfacial (viscosidade). Desta maneira, observa-se uma
melhora na estabilidade de sistemas espumados e emulsiosnados (DICKINSON,
2003).

Quando aplicada no processo de geleificagdo, a mistura de proteinas e
polissacarideos proporciona melhora da textura e da estabilidade destes alimentos
(TOLSTOGUZOV, 1986).



Neste trabalho, foram estudados parametros de pH e concentracdo do
biopolimero para otimizagdo do processo de fracionamento das proteinas do soro
de leite por coacervagéo, utilizando como hidrocoldide a carboximetilcelulose
sodica (CMC). Foram realizadas analises da estabilidade térmica das proteinas
complexadas: a-La/CMC, B-Lg/CMC e PT/CMC (proteinas totais), e em seguida,
foram avaliadas quanto ao desempenho nas propriedades funcionais tecnolégicas
de solubilidade, formacédo e estabilidade de espuma, estabilidade de emulsées,
geleificagéo e viscosidade.

Os resultados obtidos, além de poder direcionar a aplicacdo deste produto
na elaboracdo de novos produtos formulados, também poderdo contribuir para o
desenvolvimento econébmico-social, no sentido de agregar valor comercial ao soro
de leite, considerado excedente para a industria de queijo. Adicionalmente, podera
criar mecanismos de reducdo da poluicdo ambiental, preservando o meio
ambiente através da recuperacdo de proteinas residuais e, consequentemente,

reduzir a demanda biol6gica de oxigénio (BOD).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

DICKINSON, E. Hydrocolloids at interfaces and the influence on the properties of dispersed
systems. Food Hydrocolloids, New York,
v. 17, p. 25-39, 2003.

FONSECA, L.M.; BRADLEY JR, R. Precipitacdo de proteinas por meio de coacervagdao com
carboidratos complexos. Revista do Instituto “Candido Tostes”. Anais do XVIII Congresso
Nacional de Laticinios, Juiz de Fora, v.56, n.321, p.341-348, 2001.

HIDALGO, J. E HANSEN, M.T. Selective precipitation of whey proteins with
carboxymethylcellulose. Journal of Dairy Science, Champaign, v. 54, n. 9, p. 270-1274, 1971.

KRUIF, C.G.; TURNIER, R. Polysaccharide interactions. Food Hydrocolloids, Oxford, v. 15, p.
555-563, 2001.

MORR, C.V.; HA. E.Y.W. Whey protein concentrates and isolates: Processing and functional
properties. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, Orlando, v. 33, n. 6, p. 431-476,
1993.

NEVES, B.S. Aproveitamento de subprodutos da industria de laticinios. In: Sustentabilidade da
pecuaria de leite no Brasil: qualidade e seguranca alimentar, 2001. Ministério da agricultura,
pecuaria e abastecimento. Embrapa, p. 97-108.



PACHECO, M.T.B. Obtencao e avaliacao de hidrolisados a partir de concentrado protéico de
soro de leite. 2002, p.40. Tese (Projeto de pés-doutorado). Faculdade de Engenharia de
Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, p.40, 2002.

SCHIMITT, C.; SANCHEZ, C.; DESOBRY-BANON, S.; HARDY, J. Structure and technofunctional
properties of protein-polysaccharide complexes: a review. Critical Reviews un Food Science and
Nutrition, Orlando, v. 38, n. 8, p. 689-753, 1998.

SGARBIERI, Valdemiro C.; RANGEL, Humberto A.; PACHECO, Maria Teresa Bertoldo; ZINSLY,
Patricia F.; DIAS, Nadia F.g. Pereira. Novel Nutritional and physiological functions of milk proteins.
In: 4™ International Conference of Food Science and Technology. China: Light Industry
Press, 2000. v. 1, p. 296-209.

TOLSTOGUZOV, V.B. Functional Properties of protein-polysaccharide mixtures. In: MITCHELL,
J.R.; LEDWARD, D.A. (Eds.). Functional Properties of Food Macromolecules. London:
Elsevier, 1986. p. 385-415.

TOLSTOGUZOV, V.B. Protein polysaccharide interactions. In: Damodaran, S.;. Paraf, A (Eds.).
Food proteins and Their Applications. New York: Marcel Dekker Inc., 1997. Cap. , p. 171-198.

TOLSTOGUZOV, V.B. Functional properties of protein-polysaccharide mixtures. In: HILL, S.E.;
LEDWARD, D.A.; MITCHELL, J.R. (Eds). Functional Properties of Food Macromolecules.
London: Elservier, 1998. Cap. 6, p. 252- 277.



OBJETIVOS

1- Obijetivo geral

Recuperar as proteinas do soro de leite bovino através da técnica de
fracionamento por coacervacdo complexa, utilizando o polissacarideo anidnico
carboximetilcelulose (CMC), e avaliar algumas propriedades funcionais dos
complexos obtidos.

2- Objetivos especificos

2.1- Estudar o efeito do pH, concentragdo e proporcao entre proteinas e
polisscarideos para otimizacao da recuperacao e do fracionamento das proteinas
do soro de leite bovino;

2.2- Precipitar de maneira seletiva as duas fragcoes protéicas do soro de leite

(B-lactoglobulina e a-lactoalbumina) e as proteinas totais (PT);
2.3- Caracterizar as fracbes quanto a composicao quimica;

2.4- Caracterizar as fracoes quanto ao perfil eletroforético e a temperatura de
desnaturacao;

2.5- Avaliar a influéncia do pH na desestabilizagdo dos complexos;

2.6- Avaliar as propriedades funcionais das diferentes fragdes, tais como
solubilidade, geleificacdo, viscosidade aparente, formacdo e estabilidade de
espumas e estabilidade de emulsdes.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1- SORO DE LEITE

O leite constitui uma das principais fontes de proteinas na alimentacdo de
animais jovens e humanos de todas as idades. Pode ser considerados um dos
alimentos mais completos da natureza e o Unico que satisfaz as necessidades do
recém-nascido nos primeiros seis meses de vida (SGARBIERI et al., 2000).

O soro de leite, um dos subprodutos resultantes da fabricagdo do queijo e da
caseina, contém aproximadamente 20% das proteinas totais do leite de vaca.
Dependendo do tipo de processamento utilizado, o soro € classificado como doce
ou acido, sendo o primeiro obtido pela coagulacdo da caseina através da adicao
de enzimas proteoliticas (fabricagdo do queijo tipo “cheddar”, mussarela, prato e
minas), e o segundo, por adicao de acido latico, como utilizado na fabricacéo do
queijo tipo “cottage” (MORR; HA, 1993; NEVES, 2001).

O soro do leite é considerado um subproduto de alto valor nutricional, por
apresentar um balango adequado de aminoacidos essenciais. Em geral, estes
aminoacidos apresentam valores que superam as doses recomendadas para
criancas de 2 a 5 anos e para adultos (NEVES, 2001;U.S. Dairy Export Council,
1997). As proteinas que o compde diferem das caseinas por apresentar alto teor
de aminodcidos sulfurados e teores reduzidos de aminoacidos de cadeia
aromaticas (BORGES et al., 2001).

A composigao do soro de leite pode ser mais variavel que a do leite de vaca
devido as diferengas nas técnicas de manufatura, incluindo os passos da lavagem
do coagulo durante a fabricagdo de queijos. As diferengcas nestes fatores podem
influenciar no seu conteudo final de proteinas e gordura. Além disso, a
sazonalidade é outro fator de grande influéncia em sua composi¢cdao (MODLER,
2000; NEVES, 2001).

Muitos dos produtos lacteos utilizados hoje na industria de alimentos séo
derivados do soro doce ou de misturas do soro &acido e doce. Tém sido
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desenvolvidos processos tecnoldgicos que viabilizem a comercializacdo deste
produto, como exemplo temos as técnicas de osmose reversa, ultrafiltracao,
eletrodialise, troca de ions e microfiltracdo ou a combinagdo de algumas delas. A
maioria destas permite a separagdo e a concentragcdo de proteinas sem que
ocorra a desnaturagdo e tem como objetivo produzir produtos protéicos com
atributos especificos na composi¢cao e funcionalidade para aplicagdo na nutricao
humana (MODLER, 2000; NEVES, 2001).

A producéo de concentrado protéico (CPS) ou de isolado protéico de soro
(IPS) é destinada a utilizagcdo como ingrediente de elevada funcionalidade. O
conteudo de proteinas corresponde a valores entre 34-80% nos concentrados
protéicos e concentracdes superiores a 90% nos isolados (MODLER, 2000;
MORR; HA, 1993; NEVES, 2001; U.S. Dairy Export Council, 1997).

As proteinas de soro de leite de vaca representam cerca de 20% das
proteinas totais do leite, sendo as duas principais a B-lactoglobulina (B-Lg) e a o-
lactoalbumina (a-La). Além destas, sdo encontradas em menores propor¢des a
soroalbumina bovina (BSA), imunoglobulinas (lgs), peptonas, lactoferrina,
transferrina, lisozima e enzimas (SGARBIERI, 1996). A Tabela 1 ilustra algumas
das propriedades fisico-quimicas das proteinas do soro (MODLER, 2000; MORR;
HA, 1993).

Tabela 1- Algumas propriedades fisico-quimicas das proteinas do soro

B-Lg o-La BSA Igs
Concentragdo no soro (%) 50-75 10-15 5 0.4-1.0
Ponto isoelétrico 5.14 e 5.41 4.8 471e4.84| 55e83
Peso molecular (Kd) 18,20 -18,36 | 14,14 - 14,17| 66,26 |153,0—901,0
Numero de grupos dissulfidicos 2 4 17 15 ou mais
Temperatura de desnaturacéo (°C) 74 63 87 79

* PB-Lg: P-lactoglobulina; o-La: o-Lactoalbumina; BSA: Soro Albumina Bovina; Igs:
Imunoglobulinas.
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Este subproduto, quando descartado no meio ambiente, € considerado um
grande agente poluidor devido a elevada demanda biolégica de oxigénio (BOD),
em torno de 30 a 60 mg de oxigénio por litro. Comparando o potencial poluidor do
soro em relacdo a poluicao causada pelo esgoto doméstico, o autor concluiu que
100.000 L de soro equivalem ao despejo domeéstico de 55.000 pessoas (NEVES,
2001).

Do ponto de vista econbmico ambiental, a recuperacdo das proteinas dos
efluentes da industria de laticinios permite ndo sé recuperar a proteina de alto
valor nutricional como também reduzir sua demanda biolégica de oxigénio (BOD)
(BORGES et al., 2001).

As proteinas do soro do leite tém sido consideradas de valiosa contribuicao
como ingrediente em alimentos formulados por apresentarem tanto propriedades
funcionais tecnolégicas como também importantes propriedades funcionais
fisioldgicas, atuando na modulacdo da resposta metabdlica e, principalmente, nos
mecanismos de defesa do corpo humano (SGARBIERI et al.,, 2000). Os
responsaveis por esta acdo imunoldgica sdo as imunoglobulinas e os peptideos
imunomoduladores, resultantes da digestao gastrintestinal, que fazem parte da
sua composicdo (PACHECO, SGARBIERI; FARFAN, 2002).

Desta maneira, as proteinas do soro do leite podem ser usadas em
aplicagdes nutricionais, como férmulas enterais e infantis (Peptamem da Nestlé),
na forma de proteinas integras ou pré-digeridas, visando ganho de peso e
recuperacao do estado nutricional, para pacientes pés-cirirgicos, geriatricos e
imobilizados. Em alimentos de baixo conteudo calérico, elas podem ser usadas
como substituto de gordura, ou para formulacbes de alimentos e bebidas
saudaveis, sendo aplicadas como proteinas hidrolisadas e incorporadas como
substratos pré-bidticos para manutencao da vida dos pro-biéticos (de WIT, 1998;
LEE, 1996; SGARBIERI et al., 2000).
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1.1- Proteinas do soro de leite

As duas fragdes mais abundantes das proteinas de soro de leite sdo a f3-
Lactoglobulina (B-Lg) e a a-Lactoalbumina (a-La), que correspondem,
respectivamente, a 75% e a 15% do total de proteinas presentes nos soro
(PACHECO; SAGARBIERI, FARFAN, 2002).

1.1.1- B-Lactoglobulina (B-Lg)

A B-Lg é a proteina mais abundante e & constituida de 162 residuos de
amino acidos, com peso molecular (PM) de 18,3 Kd. Sua estrutura é dependente
do pH. Existe como um dimero de PM de 36,7 Kd numa solu¢do acima de seu
ponto isoelétrico (5,2). Abaixo do pH 3,5 e acima de 7,5, o dimero se dissocia em
mondmeros, e entre pH 3,5 e 5,2, o dimero se polimeriza em octdmero com PM de
147 Kd. Contém cinco residuos de cisteina formando duas pontes dissulfidicas,
entre os residuos 66 e 160, e entre os 106 e 119 ou 121. Este conteudo de
residuos de aminoacidos sulfurados facilita a polimerizacdo da proteina pela
formagédo de pontes dissulfeto intermolecular covalentes durante processamentos
a altas temperaturas e estocagem (MORR; HA, 1993, SGARBIERI, 1996).

Entre as sete variantes existentes de -Lg, as A e B sdo as mais abundantes.
Seu mondémero possui a forma de um caélice hidrofébico capaz de ligar vitamina A
(retinol), substancias hidrofébicas e anticorpos (CAYOTS; LORIENT, 1997).

Contém aproximadamente 15% de sua estrutura em a-hélice, 43% em “B-
folha” (“B-sheet”) e 47% como estrutura desorganizada, a qual é sensivel ao pH e
a altas temperaturas. Acima de 65°C, esta proteina sofre desnaturagdo térmica
acompanhada de transicdo conformacional que expbée seus grupamentos
altamente reativos SH e e-NH> (MODLER, 2000).

Devido a sua estrutura globular, a B-Lg é estavel a acdo de enzimas
proteoliticas presentes no estdmago. Sua funcao biolégica parece ser menos
importante para bebés, o que também explica sua auséncia na composi¢do do
leite materno (de WIT, 1998; MORR; HA, 1993). Por ser termoldbil, o
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processamento térmico pode alterar sua digestibilidade e torna-la biologicamente
disponivel (MORR; HA, 1993). A destruicdo da estrutura nativa e conformacional
pela quebra das pontes de hidrogénio e/ou pelo aquecimento resulta em um
aumento significativo da suscetibilidade a digestdo pela pepsina e pela
quimiotripsina (REDDY; KELLA; KINSELA, 1988).

A fracao B-Lg é totalmente sollvel, comportando-se como uma solucao
limpida e estavel na faixa de pH entre 3,0 a 8,0, podendo ser aplicada na
fortificacao de bebidas lacteas e sucos de frutas (PEARCE; KINSELLA, 1987).

1.1.2- a-Lactoalbumina (a-La)

A fracdo a-La possui aproximadamente 14 Kd e é encontrada na forma de
monbémero. Sua estrutura é composta de 132 residuos de amino acidos, sendo
que todos os residuos sulfurados estdo na forma de pontes dissulfeto
intramolecular, ligando os residuos de amino acidos 6 e 120,28 e 111,61 e 77, e
73 e 91. Portanto, apresenta uma estrutura esférica globular e altamente
compacta, com quatro pontes dissulfeto (MODLER, 2000; MORR; HA, 1993).

Esta proteina é capaz de ligar calcio, zinco e outros ions metalicos. Por se
ligar fortemente ao Ca*™ em trés residuos de acido aspartico (Asp), quando esta
abaixo de seu valor de constante de ionizagdo (pK), sua conformagdo é
estabilizada numa estrutura complexa (de WIT, 1998; MORR; HA, 1993).

A o-La é a unica proteina do leite de vaca muito semelhante a do leite
humano, sendo que, no leite materno, representa a maior porcentagem protéica
de sua composicao. Hipéteses indicam que néo € alergénica e por isso pode ser
usada em formulas infantis (PEARCE; KINSELLA, 1987). Sua fungao bioldgica,
como parte da enzima galoctosil transferase, consiste em participar da biossintese
de lactose, a qual € uma importante fonte de energia para os recém-nascidos. Em
valores de pH abaixo de 4,0, ela se desdobra e se torna suscetivel a digestao pela
pepsina no estbmago (CAYOT; LORIENT, 1997; de WIT, 1998; MORR; HA, 1993).

10



Capitulo 1

1.1.3- Soro Albumina Bovina (BSA)

A BSA esta presente no soro de leite bovino em aproximadamente 0,5 g/L, e
€ idéntica a isolada do soro sanguineo. Possui PM de 69 Kd e consiste de 582
residuos de amino acidos. No total, apresenta 17 pontes intramoleculares
dissulfeto e 1 grupo sulfidrila livre no residuo 34. Apresenta 35% de solubilidade a
3°C, mas precipita a 40-45°C. Esta redugao da solubilidade em altas temperaturas
se deve ao desdobramento parcial que € observado a 42-50°C, havendo
exposicao dos residuos hidrofobicos e promogao das interagdes intermoleculares
(MODLER, 2000; MORR; HA, 1993).

A BSA é conhecida como uma proteina transportadora de acidos graxos
insolveis no sistema circulatério sangtiineo, os quais, por sua vez, a estabilizam
contra a desnaturagao térmica. Provavelmente € uma importante fonte para a
producdo de glutationa no figado, um peptideo que também possui atividade
imunologica (de WIT, 1998).

1.1.4- Imunoglobulinas (lgs)

As Igs apresentam 15 a 1000 Kd e exercem fungdo de anticorpos no
organismo. Consistem de cinco classes: IgA, IgM, IgE e 1gG1 e 1gG,, que foram
identificadas no soro sanguineo e no leite, sendo 80% lIgG. Estas proteinas sao
monémeros de duas cadeias de polipeptideos de 20 Kd e duas de 50-70 Kd, que
sdo interligadas por pontes dissulfeto. Exibem maior temperatura de desnaturagéao
térmica que a a-La e a B-Lg, mas, na presenca de outras proteinas do soro, sdo
extremamente termolabeis. As imunoglobulinas sao capazes de aglutinar
bactérias, neutralizar toxinas e inativar virus (MODLER, 2000; MORR; HA, 1993;
PEARCE, 1987).

1.1.5- Lactoferrina

A lactoferrina é uma metaloproteina que contém 703 residuos de amino
acidos, 16 pontes dissulfeto e um mol de ferro (Fe*®) ligado. Devido a ligagdo ao

metal, possui alta resisténcia a desnaturacdo térmica e propriedades bactericidas
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similares a lisozima e a lactoperoxidase. Possui alto valor de ponto isoelétrico (pl)
e forma complexo com a BSA e a B-Lg (CAYOT; LORIENT, 1997).

2- POLISSACARIDEOS E CARBOXIMETILCELULOSE
2.1- Polissacarideos

Polissacarideos sdo macromoléculas encontradas naturalmente na maioria
dos organismos vivos (ASPINAL, 1970), como plantas e animais (GLICKSMAN,
1982). Dependendo de sua origem, possuem fung¢des distintas, o que os
caracteriza como polimeros extremamente versateis. No caso do amido e do
glicogénio, bem como as gomas (goma locusta e goma guar), servem de material
de reserva. Nas plantas terrestres, a pectina tem funcdo de manter a integridade
estrutural e a forga mecanica, assim como a carragena, o agar e o alginato nas
espécies marinhas. Ja a celulose, as mananas e as xilanas, formam uma estrutura
sélida de sustentacdo na parede celular das plantas. Similarmente a quitina dos
crustaceos, atua como suporte para aqueles organismos (GLICKSMAN, 1982;
LAPASIN; PRICL, 1999).

O termo polissacarideo geralmente é atribuido aos materiais que contém
mais de dez residuos de glicose, que se unem através de ligacbes glicosidicas
entre um grupo do carbono hemiacetal hidroxil de uma unidade e um grupo
hidroxil disponivel da outra, liberando uma molécula de agua. A sua classificagéo
vai depender da estrutura quimica e da fonte na natureza (ASPINAL, 1970;
LAPASIN; PRICL, 1999).

Existem diversas designacdes para este material que, em geral, tem a
habilidade de espessar ou geleificar sistemas aquosos, podendo ser chamado de
gomas, colbides hidrofilicos, hidrocoléides, mucilagens e polimeros solUveis em
agua (GLICKSMAN, 1982).

Em termos praticos, gomas sdo definidas como moléculas hidrofdbicas ou

hidrofilicas de alto peso molecular, que geralmente possuem propriedades
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coloidais, e, portanto, em solventes apropriados ou em agentes de expansao,
produzem uma suspensao viscosa ou até mesmo um gel (WHISTLER, 1993).

Dentre as propriedades tecnoldgicas mais importantes dos polissacarideos, a
formacdo de textura € a mais utilizada no desenvolvimento de produtos
alimenticios, agindo como substancia espessante e geleificante (SAMANT et al.,
1993). Por apresentarem facil capacidade de hidratagédo, sdo produtos largamente
utilizados na industria inclusive como material ndo calérico que pode reduzir o

conteudo energético de determinados alimentos (WHISTLER, 1993).

Aproximadamente trés quartos do peso seco das plantas sao constituidos de
polissacarideos. Os tecidos vegetais contém misturas destes polimeros, dos quais
componentes individuais podem ser separados por processos quimicos ou
mecanicos. Desta forma, os polissacarideos sao obtidos a partir de exsudados de
plantas, algas marinhas, sementes (amidos), microorganismos, a partir do amido e
de modificagdes da celulose (WHISTLER, 1993).

As modificagées quimicas sdo usadas para alterar as propriedades quimicas
e fisicas, conferindo novas propriedades e aplica¢cdes ao polimero. As moléculas
de alguns polissacarideos sao lineares e outras, ramificadas. Conforme o grau de
ramificagdo, ocorrem mudangas nas propriedades fisicas de solubilidade,
viscosidade e comportamento geleificante (STEPHEN; CHURMS, 1995).

Os grupos hidroxilas (predominante em toda estrutura de polissacarideos)
sado, em alguns casos, parcialmente derivados por estereificacdo na presenca de
acetato, sulfato ou fosfato. Sendo assim, o nimero de substituicbes ou a adicao
de algum grupo quimico ao polissacarideo original € chamado grau de substituicao
(GS) (STEPHEN; CHURMS, 1995; WHISTLER, 1993).

O polimero pode sofrer introducdao de: (a) grupos neutros (hidroxietil por
grupos hidrofobicos como etil e propil) em polissacarideos lineares, que melhoram
sua solubilidade, viscosidade e estabilidade, devido a manutencao da extensao da
molécula, (b) grupos acidos, que sdo introduzidos em polissacarideos neutros por

oxidacao, ou ainda a sulfatacdo e fosforilacdo, formando uma molécula que,
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quando dissolvida, forma uma “mucilagem”, (c) grupos basicos, que séao
introduzidos diretamente no anel de acucar do polissacarideo (éster de
polissacarideo carboxilado com aménia, formando amida), (d) polimeros
enxertados, ou seja, transformacado polimeros lineares ou ramificados em outros
polissacarideos e, (e) outras modificagdes quimicas, tais como, dextrinizagéo,
hidrélise enzimética e oxidagdo parcial (STEPHEN; CHURMS, 1995; TOWLE;
WHISTLER, 1993; WHISTLER, 1993).

O polissacarideo de maior importancia econémica e mais abundante na
natureza é a celulose. Sua utilizacdo na industria de alimentos iniciou-se entre os
anos de 1950-1952, quando foi aplicada na sua forma modificada, ou seja, como
carboximetilcelulose sodica, na fabricacao de sorvete (GLICKSMAN, 1982, 1983).

2.1.1- Celulose e Carboximetilcelulose

A celulose € encontrada na parede celular da plantas terrestres, sendo
responsavel por sua estrutura. Constitui em um agregado de polimeros lineares de
residuos de D-glucopiranosil, formando a molécula através de ligacdes
glicosidicas B-1,4. Embora seja altamente polar e hidrofilico, é insolivel em agua.
O seu tamanho molecular é descrito em termos de grau de polimerizagao (GP),
que é a proporcdo do numero de unidades monomércicas (ASPINAL, 1970;
COFFEY; BELL; HENDERSON, 1995; GLICKSMAN, 1982, 1986; GANZ, 1977).

Para lhe conferir solubilidade, faz-se a introdugcdo de grupos carboximetil
sodico, através da reacdo com hidréxido de sédio aquoso (Na *~ COO — CHy), que
hidrata e distende as fibras (Figura 1). Essa adicdo controlada, ou a substituicao
de hidroxilas por unidade de anidroglicose, vai conferir a molécula o grau de
solubilidade, que é melhorado quando o grau de substituicdo (GS) encontra-se
entre 0,4 e 0,8 (GLICKSMAN, 1986; GANZ, 1977; LAPASIN; PRICL, 1999).
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Figura 1- Estrutura da carboximetilcelulose sédica (CMC)

A carboximetilcelulose é comumente chamada de “CMC” e possui
versatilidade na habilidade de controlar a propriedade reoldgica e a viscosidade de
sistemas aquosos, formando um filme forte e de consisténcia viscosa. Derivados
de celulose sdo usados na industria de papéis, processamentos téxteis,
detergentes e membranas de protecdo. Para ser utilizada na industria alimenticia,
farmacéutica ou cosmética, este polissacarideo deve ser obtido no maior grau de
pureza (FEDDERSEN; THORP, 1993).

A CMC foi desenvolvida na Alemanha apés a | Guerra Mundial como
substituto da gelatina. A descoberta, em 1935, de que o polimero melhorava o
desempenho de detergentes sintéticos, promoveu a expansao da sua manufatura
em grande escala (ASPINAL, 1970).

Reduzidas quantidades de CMC melhoram a viscosidade de solugdes. Ela
exibe um comportamento pseudopléstico devido a longa cadeia da molécula, a
qual tende a se orientar na direcao do fluido quando a aplicagdo da forca aumenta
(taxa de deformacgdo). A resisténcia do fluido (viscosidade), por sua vez, é
reduzida, conforme o aumento gradual da forca aplicada. Quando se coloca num
grafico a taxa de deformacao (“Shear rate”) versus taxa de cisalhamento (“Shear
stress”), a solugdo de CMC resulta numa linha curva. Porém, quando a CMC é de
baixa viscosidade, a solucdo é menos pseudoplastica que as solugdes de CMC de
alta viscosidade (alto PM, com GS 0,9-1,2) (FEDDERSEN; THORP, 1993).

Uma solucdo de CMC pode apresentar comportamento tixotrépico quando a
goma € de média ou alta viscosidade (GS 0,4-0,7). Neste caso, a viscosidade da

solugdo é aumentada quando a solucdo é deixada em repouso num intervalo de
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tempo extenso, podendo apresentar caracteristica de gel. Isto deve ocorrer devido
a nao uniformidade da substituicao e é diretamente dependente da concentracao
(FEDDERSEN; THORP, 1993).

A geleificacao da solugdo de CMC pode ser produzida pela adigdo de sais de
ions de metais trivalentes, como aluminio. A elasticidade e a opacidade do gel
pode ser modificada pela adicdo de hidrocol6ides nédo ibnicos, proteinas, sais e
acucares (FEDDERSEN; THORP, 1993; GLICKSMAN, 1983).

Segundo alguns autores citados por Feddersen; Thorp (1993), a estabilidade
de solucbes de CMC pode sofrer influéncia da temperatura, do pH, da
concentracao e de alguns agentes bioldgicos, como descrito a seguir:

- Efeito da temperatura: longos periodos de aquecimento a altas
temperaturas despolimerizam e degradam a CMC. Porém, em condi¢gbes normais,
este efeito é reversivel.

- Efeito do pH: em geral, as solugbes apresentam méaxima viscosidade e
melhor estabilidade em pH na faixa de 7,0-9,0. Acima de 10,0 e abaixo de 4,0,
torna-se  menos soluvel, com predominancia de acidos livres de
carboximetilcelulose, e a viscosidade diminui. O ideal é preparar a solucao em
agua neutra, para depois alterar seu pH.

- Efeito da concentragdo: ao aumentar a concentracdo, a viscosidade
aumenta proporcionalmente numa fungcdo exponencial. Em  solugbes
concentradas, ha uma pequena tendéncia dos ions migrarem para fora do nicleo
por influéncia das cargas na molécula do polimero.

- Efeito de Agentes Biologicos: apesar de ser mais resistente contra
ataques microbiol6gicos que as outras gomas, ndo é totalmente imune. As
solugdes podem ser estocadas a temperatura ambiente por periodos indefinidos
sem haver perda na viscosidade. O aquecimento & 80°C / 30 min, geralmente é
suficiente para protecao contra perdas na viscosidade.

Em geral, uma solugdo diluida de CMC apresenta um pH neutro

(aproximadamente 7,0), e a maioria de seus grupos carboxilicos-acidos encontra-
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se na forma de sal e, uma pequena quantidade, na forma de acidos livres. Seu pK
encontra-se na faixa de 4,2 a 4,4 (GLICKSMAN, 1983).

A CMC é uma goma compativel com varios ingredientes alimenticios, com
outros tipos de hidrocoldides, agucares e também proteinas (GLICKSMAN, 1983).
A interacdo com proteinas pode auxiliar na solubilidade protéica e estabilizar a
solugdo dependendo das condigdes de pH, forgca ibnica e relacdo estequiométrica
(FEDDERSEN; THORP, 1993). Este processo € utilizado para conferir ao sistema
uma alteracdo favoravel das propriedades funcionais das proteinas. Quando o
polieletrolito CMC ¢é adicionado a um sistema contendo proteinas, a interacao
pode ser observada através do aumento da viscosidade do sistema e também de
outras medidas fisicas. A interagdo com polissacarideos anibnicos €
primariamente de natureza i6nica, podendo ocorrer também pontes de hidrogénio
e interacdo do tipo Van der Waals (GLICKSMAN, 1982, 1983; GANZ, 1977;
TOLSTOGUZOQOV, 1998).

A formacdao do complexo pode ocorrer préximo ou abaixo do pl das
proteinas, onde grupos carboxilicos da CMC reagem com os residuos protéicos
carregados positivamente, como €-amino, a-amino, guanidinico e imidiazélico, por
meio de interacao eletrostatica, formando um complexo insolivel que pode ser
precipitado. Com a adicdo de alcali, os amino grupos tornam-se neutros e a
combinagéao idnica é inibida ou rompida (FONSECA; BRADLEY Jr, 2001; GANZ,
1977; LEDWARD, 1994; SAMANT et al., 1993; TOLSTOGUZOV, 1998).

A reatividade das proteinas com CMC, nestas condi¢gdes pode ser utilizada
para isolar, purificar e/ou recuperar caseinas e proteinas do soro de leite para
fontes comerciais (HANSEN; HIDALGO; GOULD, 1971; HIDALGO; HANSEN,
1971; HILL; ZADOW, 1978).

Por ndo apresentar odor e formar solugbes incolores, sem opacidade, a
CMC €& amplamente utilizada na industria alimenticia; também devido a sua
habilidade em absorver agua, agindo como ligante da umidade, dissolvendo-se
rapidamente em sistemas quentes ou frios, texturizando varios tipos de produtos.

Como ¢é fisiologicamente inerte e nao calérico tem sido utilizada na
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formulacdo de alimentos dietéticos. No caso de sorvetes é um ingrediente que
impede a formacado de cristais de gelo e a separacao de fases (FEDDERSEN;
THORP, 1993).

3- INTERACAO PROTEINAS E POLISSACARIDEOS
3.1- Tipos de interacao

Dentre os ingredientes utilizados na industria de alimentos destacam-se as
proteinas, os polissacarideos, lipideos, agucares, emulsificantes, minerais e agua
(KILARA, 1995). Destes, as proteinas e os polissacarideos sao os dois principais
biopolimeros utilizados para formagao de estrutura e estabilizagdo de alimentos
formulados (DICKINSON, 2003), sendo responsaveis pelas suas propriedades
estruturais, mecanicas e fisico-quimicas (GLICKSMAN, 1982; TOLSTOGUZOV,
1991).

Quando ha uma interagdo apropriada com proteinas, as propriedades de
textura, espessante e geleificante dos polissacarideos podem ser melhoradas
(SAMANT et al., 1993).

Ao misturar solugdes aquosas de proteinas e polissacarideos, podem ser
obtidos sistemas de natureza segregativa (polimeros se repelem e séao
classificados como incompativeis) ou associativa na qual os polimeros se atraem
(KRUIF; TURNIER, 2001). Desta forma, pode ocorrer formacao de trés tipos de
sistemas, que séo classificados e interpretados da seguinte maneira (SAMANT et
al. 1993; TOLSTOGUZOV, 1986; 1991; 1997 e 1998):

1- Sistema liquido de duas fases (emulsdo 4gua em agua), no qual as duas
macromoléculas ficam em fases diferentes. Isso se deve a compatibilidade

termodinamica limitada das proteinas e polissacarideos num sistema aquoso;

2- Solucdo homogénea estavel, em que os dois componentes
macromoleculares sao co-sollveis, podendo ocorrer ou nao a interacao entre eles,
ou seja, nao interagem na solugdo ou existem como um complexo soluvel. Nesta

fase estdo envolvidas interagdes eletrostaticas e pontes de hidrogénio;
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3- Sistema de duas fases, no qual os dois componentes se encontram
concentrados em uma mesma fase. Esse fenémeno é atribuido a formagao de um
complexo eletrostatico insoluvel de proteinas e polissacarideos aninicos, que
geralmente é obtido em pH < pl e pode ser separado por centrifugacao, da qual se
obtém o complexo precipitado (coacervagdo complexa).

A medida que se eleva a concentragdo de algum dos polimeros em solucéo,
dependendo do tipo de interacao que ira ocorrer, 0 sistema pode se tornar instavel
(KRUIF; TURNIER, 2001).

O comportamento dos sistemas multicomponentes entre proteinas e
polissacarideos pode ser visualizado na Figura 2 (TOLSTOGUZOV; 1991, 1997;
KRUIF; TURNIER, 2001). A incompatibilidade e a complexagao, ilustradas na
Figura 2, estdo relacionadas aos fendbmenos de repulsdo e atracdo entre os
biopolimeros (SAMANT et al., 1993; TOLSTOGUZOV, 1986; 1991; 1997).

OO O < @ _@ O Proteinas
O
@ —@ —@ Polissacarideos
& &
e [
©oo° € 00 ©©
Incompatibilidade Co-solubilidade Coacervacao Complexa

Figura 2- Principais tendéncias de comportamento da mistura de proteinas com
polissacarideos.

A maior forga responsavel pela interacao entre proteinas e polissacarideos é
de natureza eletrostatica, na qual a formagdo do complexo se da quando os dois
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polimeros carregados com cargas opostas, no caso de polissacarideos aniénicos
em valores acima do seu pK e proteinas abaixo de seu ponto isoelétrico (pl),
resulta numa mistura com entalpia exotérmica e a interacdo entre as cargas
proporciona a formagao do complexo (LEDWARD, 1994; SAMMANT et al., 1993).

O tipo de interacdo e de complexo que sera formado depende da natureza
dos polissacarideos, como peso molecular; grau de substituicdo (GS); acidez ou
neutralidade, proporcdo entre polissacarideos e proteina, e temperatura do
sistema (GLICKSMAN, 1982, 1983; SAMMANT et al, 1993; TOLSTOGUZOQOV,
1986).

Dependendo do tipo de aplicacdo no produto final, ndo se deve considerar
apenas os biopolimeros individualmente, mas todas as propriedades de inter-
relagdo dependentes entre os coldides, como a natureza e a forga de interagéo
que existe na mistura dos dois (GALAZKA et al., 1999; TOLSTOGUZQOV, 1991,
1997, 1998).

Muitas das propriedades funcionais podem ser controladas com a formagéo
do complexo, como a solubilidade, a gelatinizagdo, a formacao e estabilidade de
espumas e emulsdes. Nestes casos, a conformacgao estrutural e a carga molecular
dos componentes serdo responsaveis pelas propriedades do complexo formado
(SAMANT et al., 1993; TOLSTOGUZOV, 1998).

A compatibilidade do sistema proteina-polissacarideo, em geral, decresce na
seguinte ordem: pectina > CMC > alginato > goma arabica > sulfato de dextrana
(FONSECA; BRADLEY Jr., 2001; TOLSTOGUZQOV, 1986).

O complexo proteina-polissacarideo € soluvel quando o hidrocoléide é
adicionado em excesso ao meio de reagdo, sendo que a concentracao elevada de
sal pode interferir negativamente na sua formacao ou precipitar a proteina. Esta
particularidade tem possibilitado a adi¢cdo de proteinas lacteas em sucos de frutas,
onde o pH se encontra na faixa de 4,0 a 5,0 (LEDWARD, 1994).

Os complexos sao menos solUveis ou insolUveis quando a mistura entre os

componentes € realizada na mesma propor¢cdo de cargas, ou seja, faz-se um
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controle dos grupos anibnicos adicionados equivalentes a carga catidnica da
proteina, de maneira que ocorra a formagdo de agregados isoelétricos
(TOLSTOGUZOV, 1991).

Em geral, diversos trabalhos tém sido realizados com o complexo insoluvel
formado pelas proteinas-polissacarideos, tornando possivel o controle da
habilidade de geleificacdo e produgédo de produtos multitexturizados (LEDWARD,
1994; TOLSTOGUZOV, 1986, 1991, 1998).

As proteinas de soro de leite podem formar complexos insolUveis com
polissacarideos anibnicos através do controle das varidveis fisico-quimicas da
mistura de reacao. Observacgdes de que a solubilidade da a-lactoalbumina e da -
lactoglobulina, quando complexada com a carboximetilcelulose (CMC) possui
regides de menor solubilidade em distintas faixas de pH, permite a utilizagdo desta
estratégia para recuperacao das proteinas (MORR; HA, 1993).

No entanto, apés a obtencdo de um complexo coacervado insoluvel, a
interacao atrativa entre o hidrocoléides carboxilados e proteinas adsorvidas pode
ser reduzida quando o pH do meio for maior que o pl das proteinas (DICKINSON,
2003).

Segundo Hidalgo e Hansen (1971), a precipitagao seletiva das proteinas do
soro complexadas com o polissacarideo CMC poderia ser um processo utilizado
para recuperacdo em larga escala das proteinas especificas, podendo
posteriormente ser utilizadas como ingrediente em diversos produtos, tanto com a

finalidade nutricional como para manufatura industrial.

O uso de hidroximetilcelulose (HMC) e carboximetilcelulose (CMC) resultou
num efeito similar quanto a recuperacao das proteinas do soro de leite, sendo o
HMC mais eficiente na precipitacdo da beta-lactoglobulina do que a CMC (EL-
SAYED et al, 1998). Estudos realizados com animais alimentados com o
complexo proteina-polissacarideo revelaram que os complexos nao causam
alteragdes do valor nutritivo da proteina, dos indices glicémicos e da fungéo
hepatica ou renal (ZECHER; GERRISH, 1997).
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Pelo seu carater aniénico, a CMC pode ser utilizada para precipitar proteinas
do soro, como a a-lactoalbumina, em pH 3,2, e pode ser usada na preparacao de
queijos, para melhorar a textura e corpo, bem como aumentar o rendimento de
sua producao (ABDEL-BAKY, 1981 apud ZECHER; GERRISH, 1997; HANSEN;
HIDALGO, GOULD, 1971). A combinacdo de CMC com amido e carragena
melhora a textura e impede a sinerese das preparacées como cremes e leites
geleificados (ZECHER; GERRISH, 1997).

A carragena, um hidrocoléide extraido de algas, possui capacidade de
interagir e causar reacao de geleificacdo com a caseina. Na industria alimenticia é
exclusivamente usada para produzir géis, filmes e na estabilizacdo de sistemas
alimentares (THOMAS, 1997).

Outro fator importante da interacao entre proteinas globulares e gomas € a
inibicdo da agregacao térmica das proteinas devido a limitacdo de sitios
acessiveis, 0 que leva a um aumento da estabilidade térmica (SCHMITT et al.,
1998).

A importancia da interacao entre proteina-polissacarideo se faz ndo s6 do
ponto de vista funcional, mas também na recuperagcao de proteinas em residuos
industriais (BRYANT; Mc CLEMENTS, 2000; DALEV; SIMEONOVA, 1995).
Portanto, uma area com grande potencial de aplicacdo das propriedades de
interacao proteinas-polissacarideos tem sido o desenvolvimento de produtos a
partir da recuperagdo ou inibicdo da precipitagdo de proteinas apdés a

desnaturacao térmica.

Alguns autores tém estudado as propriedades funcionais do complexo
proteinas de soro de leite com polissacarideos como um todo (MANN; MALICK,
1996). Sabe-se que a complexacao das proteinas do soro com CMC modificam
em grande extensdo suas propriedades funcionais. Contudo pouco estudo tem
sido direcionado para as fracdes protéicas isoladas, com o qual se pode esperar

um comportamento funcional diferenciado.
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4- PROPRIEDADES FUNCIONAIS

As propriedades funcionais mais exploradas estdo relacionadas ao
desempenho das proteinas e podem ser definidas como propriedades fisicas e
quimicas que afetam o comportamento das proteinas em sistemas alimenticios
durante processamento, estocagem, preparacdo e consumo, podendo ser
classificadas da seguinte maneira (KINSELLA, 1982):

1-  Hidrofilicas: dependem da afinidade da proteina com a agua —
solubilidade, capacidade de retencao e de absorcao de agua — CRA e CAA;

2- Interfasicas: dependem da capacidade das moléculas de proteinas em
se unirem e formarem uma pelicula entre duas fases imisciveis — formacéo de
espumas e emulsodes;

3- Intermoleculares: dependem da capacidade da proteina em formar
ligagdes cruzadas entre suas préprias moléculas ou com outros componentes do
sistema — formagéao de fibras de proteinas, geleificacdo, massas viscoelasticas;

4- Reoldgicas: dependem das caracteristicas aerodindmicas e estruturais
da proteina — viscosidade;

5- Organolépticas: sado propriedades que se manifestam através dos
orgaos dos sentidos, sendo, portanto, também chamadas de sensoriais — textura,
cor, gosto, (aroma);

6- Formacdo de filmes ou coberturas comestiveis: dependem da

coacervacao das moléculas para formar um sistema homogéneo.

Segundo Kinsella (1982), as propriedades funcionais podem ser
influenciadas por fatores intrinsecos ou individuais das proteinas, sendo estes a
conformacgdo, processos de tratamento (adicdo de alcalis, acidos ou sais),
mudangas no pH, tratamentos enzimaticos, processos de secagem, condi¢des
ibnicas (pH), temperatura, caracteristicas do solvente, tempo de exposicao, forcas
mecanicas (centrifugagao) e concentracao (HALL, 1996).
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4.1- Propriedades funcionais de proteinas e de complexos com
polissacarideos

4.1.1- Solubilidade

Dentre as propriedades funcionais existentes, a solubilidade é a mais
importante, pois exerce grande influéncia nas demais propriedades (SGARBIERI,
1996).

Proteinas, assim como outras macromoléculas, possuem propriedades de
solubilidade e hidrodindmica que afetam varias outras propriedades funcionais. A
solubilidade é responsavel por algumas propriedades de superficie, tais como
formacdo de espumas e emulsbes. Ja as propriedades hidrodinamicas,
influenciam na viscosidade e na geleificagdo (VOJDANI, 1996).

Os fatores que influenciam a solubilidade sao pH, temperatura, forca iénica,
presenca de outros componentes, concentragao de proteinas e parametros fisicos
(SGARBIERI, 1996; VOJDANI, 1996). O pH e a for¢a i6nica alteram a solubilidade
por efeitos nas forgcas eletrostaticas (DAMONDARAM, 1996).

Ao preparar uma solucdo contendo proteinas e polissacarideos, as
propriedades de hidratacdo podem, ou nao, estar melhoradas, dependendo do tipo
de interacao realizada. Esta interacdo, por sua vez, depende principalmente da
razao entre proteinas e polissacarideos. Os complexos insollveis ou coacervados
geralmente apresentam solubilidade quando a solu¢do sofre mudangas de pH e
forca i6nica (SCHMITT et al.,, 1998; TOLSTOGUZOV, 1986). Este efeito foi
observado por Mann; Malick (1996), no qual as proteinas do soro de leite, quando
complexadas com polissacarideos apresentaram a solubilidade dependente do
pH, sendo mais soluvel na faixa de pH &cido.

4.1.2- Viscosidade

A viscosidade é importante por contribuir com a estabilidade de emulsdes e
de outras particulas em suspensdes alimentares, como também para contribuicao

da sensacao tatil na boca. A viscosidade de uma solugdo contendo proteinas é
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afetada pela concentragao e por propriedades fisico-quimicas inerentes, como, por
exemplo, peso molecular, polidispersibilidade, hidrofobicidade e conformagao da
molécula (SCHENZ; MORR, 1996).

O parametro de viscosidade é definido como a resisténcia de um fluido ao
deslizamento de uma camada em relacdo a outra. Ou, ainda, como uma
propriedade fisica de um fluido que implica uma relacdo entre tensbes e
velocidades de deformagdes. O conjunto de fenbmenos que ocorre sob agcao de
um esforco (fluéncia e relaxagdo de tensdo) é chamado de visco-elasticidade
(STEFFE, 1996; SCHMITT et al., 1998).

As medidas de viscosidade, em geral, sdo tomadas em um viscosimetro.
Existem diversos tipos e modelos, como o rotacional, o de tensdo controlada, de
taxa de deformacdo controlada (Brookfield), viscosimetro capilar, e ainda, o
viscosimetro de superficie (SCHENZ; MORR, 1996).

A maior parte dos alimentos possui uma tensao residual que precisa ser
vencida para que comece a escoar. Para vencer esta resisténcia é necessario que
se aplique uma tensdo maior que este valor, de modo a conseguir uma certa taxa
de deformacgado (“Shear rate”). Com o auxilio de um reémetro, por exemplo,
aplicam-se movimentos rotacionais na geometria, que em contato com a amostra,
resulta em uma tensao definida. Ao longo do tempo, esta tensdo pode quebrar
(ensaios estacionarios) ou deformar (ensaios oscilatérios) a estrutura original e

modificar, portanto, a sua viscosidade.

A viscosidade de uma mistura de proteinas e hidrocoloides depende
primordialmente da concentragcdo dos biopolimeros, da extensdao de interacao
entre eles e o solvente e da sua conformacao estrutural (tamanho, flexibilidade
molecular e da configuracdo). Solugdes altamente viscosas sdo obtidas quando ha
um elevado peso molecular, alta flexibilidade e hidrofilicidade dos polimeros, como
€ o0 caso de alguns polissacarideos como xantana e quitosana, e de proteinas,
como a caseina (SCHMITT et al., 1998).
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4.1.3- Formacao e Estabilidade de Espuma

A capacidade da proteina em formar espuma deve-se a expansao do
volume da dispersdo protéica, com incorporagdo de ar através das técnicas de
batimento, agitacdo ou aeragcédo. Na industria alimenticia, a formacao de espuma é
aplicada em produtos como merengues, mousses e cervejas (SGARBIERI, 1996;
WILDE; CLARK, 1996).

O carater anfipatico das proteinas confere a capacidade de adsorver na
interface ar/agua. Para que tenha capacidade de espumar (“Foamability”), a
proteina deve migrar e adsorver rapidamente na interface durante o estagio de
transicao da formacdo de espuma. Este processo pode ser descrito em trés
passos: 1- transporte da proteina do centro da solucdo para a interface, 2-
penetracdo na camada superficial e 3- reorganizacdo da estrutura (desnaturacéao
na superficie) da proteina na camada de adsorvida (HILL, 1998; WILDE; CLARK,
1996). A boa solubilidade do sistema é essencial para que a proteina se distribua
uniformemente e se adsorva na interface (MOHANTY; MULVIHILL; FOX, 1988).

Apos a formagdo da espuma, o sistema pode ser classificado como estavel
ou instavel. Ou seja, o volume espumado tera um tempo médio de vida, que vai
depender da manutengcdo da viscoelasticidade da camada de adsorcdo. A
presenga de coagulos insoluveis rompe a interface e desestabiliza as bolhas de ar
(WILDE; CLARK, 1996).

Muitas vezes, as proteinas sdo mais estaveis num sistema espumado em
valores iguais ao seu pl, onde a carga liquida é zero e a repulsdo é aumentada
(DAMONDARAM, 1996; WILDE; CLARK, 1996). Mudangas no pH, na forga iénica
ou na viscosidade podem ser favoraveis para a capacidade espumante.

No caso de polissacarideos, por serem polimeros carregados, adsorvem a
interface e formam ligagdo cruzada com a proteina também adsorvida,
aumentando a viscosidade da superficie. Como possuem um peso molecular (PM)
relativamente alto, eles aumentam a viscosidade do local e reduzem a drenagem

do filme, consequentemente auxiliando na estabilidade do sistema espumado
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(AHMED; DICKINSON, 1991; WILDE; CLARK, 1996; MOHANTY; MULVIHILL;
FOX, 1988).

A drenagem do liquido lamelar é influenciada pela viscosidade da fase
liquida, viscosidade da superficie, resisténcia ao fluxo e pela repulsédo eletrostatica
entre as duas interfaces préximas. A associa¢ao, ou formagao de complexos entre
proteinas e hidrocoldides, pode ser vista como uma alternativa para aumentar a
estabilidade de um sistema espumado (HILL, 1998; WILDE; CLARK, 1996).

As propriedades espumantes de complexos covalentes de diferentes
proteinas com o polissacarideo dextrana revelaram que as caracteristicas finais do
complexo variam em funcao da proteina utilizada. Para lisozima, a complexacao
com dextrana ocasionou um substancial aumento nas propriedades espumantes,
enquanto a complexagdo com soroalbumina bovina resultou num aumento

insignificante, tendo efeito negativo com a pB-caseina (DICKINSON; IZGl, 1996).

Resultados positivos na formagcao de espuma também foram alcangcados por
Mishra, Mann; Joshi (2001), ao complexar CPS e pectina. Neste caso, a presenca
de 1,0 M de forca ibnica melhorou a estabilidade e a porcentagem de “overrun”,
em torno de 25%, das espumas preparadas a 10 e 30°C e em valores de pH
neutro (4,6 e 7,0). Segundo o autor, o aumento da viscosidade do sistema foi o

responsavel por este comportamento.
4.1.4- Formacao e estabilidade de emulsoes

Emulsées sdo definidas como uma dispersdo ou uma solugcdo de dois
liquidos imisciveis (DICKINSON; STAINSBY, 1982), que resulta numa fase
continua e numa fase dispersa em forma de gotas ou glébulos (WAGNER, 2000).
Nos alimentos, as duas fases ndo misciveis sao geralmente aquosa (solucao ou
dispersao) e lipidica (6leo ou gordura) sendo esta ultima, em geral, a fase
dispersa. Emulsdes alimenticias podem ser definidas como emulsées agua em
6leo (A/O), como é o caso das margarinas, ou 6leo em agua (O/A), como o leite
(HILL, 1996; WAGNER, 2000).
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Para favorecer a formagdo de uma emulsao, é necessaria a presenga de um
agente emulsificante. Estes devem ter a capacidade de estabilizar a interface 6leo-
agua, diminuindo a tenséo interfacial (tensoatividade) e formar uma pelicula na
interface. As proteinas, que também sao usadas na formacdo de espumas por
serem polimeros anfipaticos e possuirem acgado tensoativa, formam um filme
interfasico entre as duas fases e estabilizam a emulsdao (DICKINSON, 2003;
DICKINSON; STAINSBY, 1982; KLEMASZEWSKI et al., 1992; WAGNER, 2000).

A diferengca entre um agente emulsificante e um estabilizante é que o
primeiro tem a capacidade de promover a formagao de uma emulsao e estabiliza-
la, através da diminuicdo da energia livre e da tensdo interfacial. O segundo
confere estabilidade do sistema por longo prazo, ao retardar a colisdo frequente
das gotas emulsionadas. As proteinas podem, portanto, agir como emulsificante
e/ou estabilizante, e o0s polissacarideos, melhorando a estabilidade
(DINCKINSON, 1982; HILL, 1996).

Alguns estudos citam a melhora das propriedades interfasicas das proteinas
quando ocorre sua complexag¢do com polissacarideos. A estabilidade de sistemas
dispersos pode ser aumentada através das alteracbes nas propriedades
reolégicas do filme interfacial (TOLSTOGUZOV et al.,, 1981 apud
TOLSTOGUZOQOV, 1998).

Caseinas conjugadas com maltodextrina apresentaram as propriedades de
emulsificacdo e solubilidade melhoradas na faixa de pH acido, sendo direcionada
sua aplicacdo em bebidas para esportistas e suplementos nutricionais
(SHEPHRED et al., 2000).

A habilidade de formar emulsdo da p-lactoglobulina conjugada com
carboximetildextrana foi aproximadamente dez vezes superior a da proteina
isoladamente, em pH neutro (NAGASAWA et al., 1996). No entanto, a dissociagao
da P-lactoglobulina com polissacarideos tem sido descrita como favoravel no
aumento da estabilidade de emulsdes frente ao processo de coalescéncia
(DICKINSON; GALAZKA, 1991).

28



Capitulo 1

Durante o processo de desestabilizacdo de uma emulsdo, podem ocorrer 0s
seguintes eventos (DICKINSON; STAINSBY, 1982; HILL, 1996; WAGNER, 2000):

1- Cremeificagdo e drenagem: onde o cremado, ou a fase creme, é
descrito como a movimentagcdo da fase dispersa através da diferenca de
densidade entre as duas fases. Como a fase oleosa é menos densa que a agua,
ao formar pouco volume de fase dispersa é chamado de cremado. Se o volume
cremado for muito elevado, serd chamado de drenagem. A adicdo de gomas,
como amido, pode aumentar a viscosidade da fase dispersa e reduzir o tempo de
formagéo do cremado.

2- Floculagédo: descrita como a agregacao reversivel das gotas que se
unem através de interacbes fracas. As gotas emulsionadas sdo prevenidas do
processo de floculagdo por estabilizagdo eletrostatica e/ou estérica. Quando a
quantidade de proteina nado é suficiente para aderir a interface, as gotas se
aproximam e floculam. Através de forcas de deplecdo, a mistura de biopolimeros
tende a flocular e separar as fases.

3- Coalescéncia: as gotas de uma emulsdo coalescem se as forgas de
atracao entre elas é suficiente para atrai-las. H4 uma aproximacao das gotas, que
rompe o filme interfasico e drena o liquido para fora. Se as gotas se aproximam e
permanecem assim por longo periodo formam o cremado ou o floco. A presenca
de particulas sélidas como agregados protéicos aceleram a coalescéncia por
romper o filme e formar uma ponte de liquido.

4- Inversao de fases: € um fendmeno mais complexo e ocorre quando uma
emulsdo O/A passa a A/O, ou vice-versa. Provavelmente envolve os fenémenos

de cremeficacao, floculacao e coalescéncia.

Na faixa de pH neutro, observou-se que a coacervagao de uma proteina com
polissacarideos acidos resultou em valores mais elevados de propriedades
emulsificantes do que a proteina sozinha (KATO et al., 1989).

Outros parametros que podem ser usados para classificar as propriedades
de uma emulsdo séo a hidrofobicidade superficial e a viscosidade aparente (HILL,
1996).
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4.1.5- Geleificacao

Gel pode ser definido como um material formado por uma rede sélida
tridimensional continua (“network”) que embebe o solvente e o imobiliza, havendo
um equilibrio entre as forgcas atrativas e repulsivas (CLARK, ROSS; MURPHY,
1991). Se as forgas atrativas sdo predominantes, a 4gua sera expulsa da matriz
do gel. Por outro lado, se ha predominancia de forgas repulsivas, a rede nao sera
formada (MATSMURA; MORI, 1996).

As caracteristicas tipicas de muitos alimentos estdo determinadas pela
propriedade de geleificar proteinas durante o aquecimento e/ou resfriamento do
material. Podendo ser feita sua aplicacdo em iogurtes, queijos, pudins, geléias,
tofu, entre outros (PILOSOF, 2000).

A geleificacdo consiste de dois passos: (a) mudangas conformacionais ou
desnaturacao parcial das moléculas de proteinas e (b) associagdo ou agregagao
gradual das proteinas desnaturadas individualmente. O segundo passo deve ser
mais lento que o primeiro para permitir a melhor organizagdo para formagao da
rede. Quando as moléculas estdo completamente desdobradas, forma-se um gel
coeso (MATSMURA; MORI, 1996).

As proteinas globulares, como é o caso das proteinas do soro de leite, sdo
capazes de formar dois tipos de estrutura de gel. Uma é chamada de “corrente de
bolsas” (“stirring of beads”) e € altamente organizada. Este gel fica com aparéncia
translicida, como é o caso de géis de albumina, insulina, lisozima e de
hidrocolbdides. J& a outra, € conhecida como “agregacdo ao acaso” (“random
agregation”), possuindo aparéncia mais opaca, como nos géis de proteinas de
soro de leite, B-Lg e miosina. Porém, estes processos sdo dependentes do pH,
presenca de ions e forca ibnica, temperatura e tempo de aquecimento,
concentracdo de proteinas, dentre outros fatores (MATSMURA; MORI, 1996;
SGARBIERI, 1996).
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As forcas de interagdo envolvidas na formacdo do gel sdo as interacoes
hidrofébicas, pontes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas e pontes dissulfeto
(PUPPO; ANON, 1998).

Testes de deformagdes mecéanicas sao utilizados para monitorar a transigao
sol-gel e para caracterizar a sua viscoelasticidade (MATSMURA; MORI, 1996). O
méddulo elastico (G’) ou 0 modulo viscoso (G”) avaliam o ponto de gel. Este ponto
€ observado quando ocorre a interpolacdo entre os dois modulos. A partir deste
resultado, calcula-se a razdo G”/G’, chamada de tangente de delta (Tang 9). Seu
valor deve ser menor que um (1,0),no ponto em que ocorre a formagao de gel; ou
seja, quando G” atinge valores maiores que G’ (da SILVA; RAO, 1992; HSIEH;
REGENSTEIN; RAO, 1993). A medida de ponto de gel e de temperatura de
geleificagdo pode ser feita em reémetro, e as propriedades mecanicas de textura e

elasticidade em um texturémetro.

A mistura de proteinas e polissacarideos na formacdo de sistemas
geleificados é, na maioria das vezes, usada sob condigcdes de incompatibilidade
termodindmica. Em alguns casos, sistemas coacervados podem ser usados, pois
permitem a agregacao térmica sob condicdes especificas de pH e forga ibnica, em
que os biopolimeros nao formam géis sozinhos (SCHMITT et al., 1998).

Em estudo realizado por Baeza et al. (2002), observou-se que o0s
polissacarideos influenciaram o comportamento térmico da B-Lg envolvendo o
desdobramento da proteina em subsequiente agregacdo, enquanto a taxa de
agregacao e o didmetro dos agregados, estudados por varredura dinamica de luz
(“Dynamic light-scaterring”), foi maior quando a proteina estava associada com
Propileno glicol alginato (PGA).
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OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS DE
PROTEINAS DO SORO DE LEITE COM CARBOXIMETILCELULOSE

RESUMO

Em plantas industriais, onde ha perda de proteinas na agua de descarte residual do
processamento, a técnica de interagcdo com hidrocoléides comestiveis permite a obtencao
de subprodutos que podem ser direcionados para a aplicagdo como ingredientes
funcionais. O objetivo deste estudo foi fracionar as proteinas do soro de leite por
utilizando a técnica de complexagdo com polissacarideo, e para isso foi utilizada a
carboximetilcelulose (CMC). Foram estudados a propor¢do dos polimeros (0,1 a 0,9%
CMC p/v) e o controle do pH para obter uma precipitacao seletiva das proteinas do soro
de leite, otimizando as condi¢des para escala de produgao em planta piloto. Fazendo um
ajuste gradual do pH, foi possivel obter no pH 3,0 uma precipitacdo das proteinas totais
(PT/CMC), no pH 4,0 da B-lactoglobulina (B-Lg/CMC) e no pH 3,2 a maior proporgao de a-
lactoalbumina (a-La/CMC). O maior rendimento foi obtido no fracionamento da B-
lactoglobulina com 86% de recuperacdo. As fragdes foram avaliadas em relagéo ao perfil
eletroforético e quanto a estabilidade térmica, medida através da técnica de DSC. Os
resultados apontaram que a presenga de hidocoléide no meio aumenta estabilidade
térmica das proteinas. Para estudar o mecanismo de descomplexagcdao em fungao de
alteracdes do pH do meio (pH 2,0-6,0), foram realizadas analises nos sobrenadantes das
amostras dispersas em diferentes pHs ap6s a centrifugacdo. A quantidade de CMC e de
proteina soluvel foi dosada nos sobrenadantes, e realizou-se eletroforese nativa em gel
de poliacrilamida. A descomplexagao ocorreu em pH 2,0; 5,0 e 6,0. Nestas condi¢oes
observou-se maior porcentagem de proteinas e CMC sollveis e ainda a presenca de
bandas protéicas na eletroforese nativa, nas colunas correspondentes as estes pHs. No
entanto, em pH 3,0 e 4,0, o complexo permaneceu co-sollvel e a proteina nao se
dissociou.

Palavras-chave: Polissacarideo, carboximetilcelulose, coacervagao, proteinas do soro de
leite, estabilidade térmica.
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OBTAINMENT AND CHARACTERIZATION OF THE COMPLEXES
CARBOXYMETHILCELLULOSE WITH MILK WHEY PROTEINS

SUMMARY

In industrial plants with protein losses in residual discarding water of process, the
interaction technique with food hydrocolloids can result in by-products that can be directed
to its application as functional ingredients. This study aimed to achieve the precipitation
and fractionization of milk whey proteins trough polysaccharide interaction technique. It
was used carboxymethylcellulose (CMC). It was studied the effect of variables such
polymer concentration (0,1-0,9% CMC w/v) and pH control to obtain a selective
precipitation of whey proteins. It was optimized the conditions to obtain a pilot scale
production. It was made a pH gradual adjustment in order to obtain a ratio for pH 3,0 a
precipitation of total proteins (PT/CMC); for pH 4,0 of beta-lactoglobulin (B-Lg/CMC); and
for pH 3,2 the greatest proportion of alfa-lactoalbumin (a-La/CMC). The biggest field was
obtained for B-Lg/CMC at 86% of recuperation. Deferential scanning calorimetry (DSC)
was evaluated in order to relate the thermal behavior of complexes and electrophoretic
profile for known proteins fractions composition which was evaluated for different values of
pH (2,0-6,0) after the centrifugation of dispersions for interaction stability analysis, such as
Native-PAGE. DSC measurements could indicate that carboxymethylcellulose was very
effective to stablish the whey protein and to reduce its thermal denaturation temperature.
The results showed that in the presence of hydrocolloids the proteins thermal stability
increased and the acidify or increased of the pH promote partial descomplexation which is
more significant for a-La/CMC for pH 2,0.

Key-words: Hydrocolloids, carboxymethylcellulose, cocervation, whey milk proteins,
thermal stability.
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1-  INTRODUGCAO

O soro de leite, proveniente da industria de laticinios, vém sendo cada vez
mais utilizado na composicao de bebidas lacteas e de alimentos formulados, como
fonte protéica adicional para a nutricdo humana. As proteinas que o compdem
possuem diversidade de propriedades funcionais e, por isso, elevado potencial de
aplicacao na industria de alimentos (CAYOT; LORIENT, 1997).

Recentemente, diversas técnicas tém sido desenvolvidas visando a
recuperacao das proteinas do soro, porém, o alto custo e o baixo rendimento no
processo de secagem, sao fatores limitantes para seu uso, principalmente quando
se tratam de pequenos e médios produtores (FONSECA; BRADLEY Jr, 2001). A
técnica de precipitacdo através de métodos como uso de sais, solventes
organicos, polimeros nao iénicos e polieletrélitos vém sendo aplicados para a
concentracdo e recuperagcdo de proteinas (LALI et al., 2000). A interagdo entre
biopolimeros, como proteinas e polissacarideos pode ser considerada uma
tecnologia limpa e uma opcéo interessante para o fracionamento protéico.

Hidalgo; Hansen (1969); Hansen; Hidalgo; Gould (1971) e Hidalgo; Hansen
(1971) foram pioneiros na utilizacdo da técnica de complexagcado de proteinas do
soro de leite com o polissacarideo anidnico carboximetilcelulose, recuperando de
maneira seletiva as proteinas do soro lacteo. Contudo, os autores ndo avaliaram

propriedades nutritivas ou tecnolégicas dos produtos obtidos.

Diferentes tipos de sistemas podem ser formados quando se promove a
interacao entre biopolimeros, sendo eles de fase uUnica ou de duas fases. Nos
sistemas de fase unica ocorrem dois tipos de formacdo, um no qual os polimeros
podem se apresentar simplesmente co-existentes na solugdo, e outra onde
interagem entre si através de interag6es atrativas (TOLSTOGUZOV, 1997). Neste
altimo caso, a interacdo refere-se a coacervagdo complexa, que é resultado de
atragcbes principalmente do tipo eletrostatica. Outras forcas de atragdo que se
envolvem na complexagdo sao do tipo Van der Waals, hidrofébicas e pontes de
hidrogénio (SCHMITT et al., 1998; TOSTOGUZOV, 1997 e 1998).
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A formacédo de complexo eletrostatico entre proteinas e polissacarideos
anionicos geralmente ocorre em uma faixa de pH que se encontra acima do valor
da sua constante de ionizacdo (pK) dos grupos aniénicos (grupos carboxilicos)
dos polissacarideos e abaixo do ponto isoelétrico (pl) das proteinas
(TOSTOGUZOV, 1997). Esta condicdo de pH afeta o balango de cargas e
promove a interagdo entre as cargas opostas. A concentracdo de sal e a relagéo
estequiométrica entre os polimeros também devem ser consideradas. Sendo
assim, para que ocorra um equilibrio na formacdo do complexo (Pr-Po), o
processo de coacervagcdo deve ser tratado a nivel molecular, em termos de
ligacdo dos macroions protéicos catidnicos (ligantes) e dos macroions do
polissacarideo anidnico, atuando como nucleo do complexo (TOSTOGUZOV,
1998).

Em estudo realizado por Weinbreck; Kruif (2003), utilizando CMC e isolado
de soro de leite, através de técnicas turbidimétricas, buscou-se encontrar as
melhores condicoes de pH e de concentracdo de NaCl para recuperar proteinas.
Resultados mostraram que a menor absorbancia ocorreu em faixas de pH abaixo

do pl das proteinas, o0 que corresponde a maior recuperacao protéica.

Esta técnica de formagdo de complexos insoluveis pode ser aplicada na
recuperacao de proteinas, na microencapsulacdo, na obtencdo de ingredientes
alimentares entre outros (TOSTOGUZQOV, 1998; WEINBRECK; KRUIF, 2003).

Quando se forma um complexo coacervado entre proteinas e
polissacarideos, o comportamento térmico, a estabilidade conformacional e a
funcionalidade protéica sdo modificados (TOLSTOGUZOV, 1991, 1994, 1997).
Dependendo do tipo de proteina e das condicbes aplicadas do processo a
desnaturacdo pode envolver apenas um segmento ou a molécula protéica toda
(LILLFORD, 1978 apud MULVIHILL; DONAVAN, 1987).

A desnaturagdo das proteinas do soro de leite vem sendo pesquisada no
leite integral, no soro e em suas fragbes purificadas (MULVIHILL; DONAVAN,
1987). A capacidade de resisténcia destas proteinas ao aquecimento varia
dependendo de seu estado inicial nativo ou desnaturado (RELKIN, 1996).
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O objetivo deste trabalho foi recuperar as proteinas do soro de leite de
maneira seletiva, utilizando a técnica de coacervacdo complexa com o

polissacarideo carboximetilcelulose (CMC).

Avaliou-se a influéncia do pH na desestabilizagdo do complexo e, utilizando a
técnica de calorimetria diferencial de varredura (DSC), avaliou-se a influéncia do

hidrocolbide na estabilidade térmica das proteinas coacervadas.

A otimizacdo da metodologia de obtencdo das fracbes protéicas
complexadas foi realizada em escala piloto para verificar a viabilidade da técnica e

sua utilizacao em pequenos laticinios.
2- MATERIAIS E METODOS
2.1- Matéria-prima

O soro de leite comercial “in natura” foi obtido numa industria de queijos (tipo
“‘minas frescal”) situada na regido de Espirito Santo do Pinhal, estado de Séao

Paulo.

Para os processamentos de complexacao, utilizou-se a carboximetilcelulose
s6dica (CMC INDUSKOL FG-3000), gentiimente doada pela Denver-Cotia
Industria e Comércio Ltda. (SP), com Grau de Substituicdo (DS) de 0,65-0,85, de

alta viscosidade e grau de pureza de 99,88%.
2.2- Métodos
2.2.1- Obtencao dos complexos fracionados

Devido ao elevado teor de lipideos no soro, este foi conduzido ao
desnatamento antes do processo de complexagdo. O soro foi aquecido a 40 °C e
centrifugado em uma centrifuga de pratos (JK Inka Laborthecnic RW 20 D2 Mn)
com velocidade maxima de 8000 rpm.

Para solubilizacdo da goma foi utilizado um homogeinizador de hélice (RW20
DZM.n, JK lka Labortechnik) a velocidade de 2000 rpm. O polissacarideo foi
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disperso lentamente em agua destilada a temperatura ambiente sob agitacao até
completa solubilizacdo do material.

A solugdo de polissacarideo foi adicionada ao soro liquido desnatado
(22+1°C) com o objetivo de obter trés complexos diferentes. O primeiro e o
segundo complexos compostos das duas principais fragcdes protéicas do soro, -
lactoglobulina e o-lactoalbumina, complexadas seletivamente, segundo a
metodologia descrita por Hidalgo; Hansen (1971) com algumas modificagdes
(Figura 1). O terceiro complexo de proteinas totais foi obtido de acordo com a
metodologia descrita por Hansen; Hidalgo; Gould (1971) ilustrada na Figura 2.

Para precipitar as fragdes B-Lg/CMC e a-La/CMC, foram utilizados valores de
pH 4,0 e 3,2, respectivamente, seguindo a metodologia descrita por Hidalgo;
Hansen (1971), ajustando os valores de pH com solug¢des de HCI 1,0 N.
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SORO de LEITE INTEGRAL

Desnate (40°C — 8000rpm)

SORO de LEITE v SOLUCAO DE CMC
desnatado (0,3% p/v)
v ,
Ajuste pH 4,0 Ajuste pH 4,0

Soro : Solucdo CMC
1:0,43 (v/v)

Centrifugacao (2150 rpm)

>
v ..
i Precipitado 1 —
SOLUGAO DE CMC -
(g 3% p/v) SOBRENADANTE | B- Lactolgobulina/CMC
Ajuste pH 3,2 Ajuste pH 3,2 l
Sobrenadante : solugdo CMC Liofilizagao
1:0,14 (v/v)
Centrifugacao (2150 rpm)
Precipitado 2 —
o~ Lactoalbumina/CMC
v l
SOBRENADANTE II
l Liofilizagcao
Descarte

Figura 1- Fluxograma de obtencao das principais fragdes protéicas do soro complexadas
com polissacarideos - B-Lg/CMC e a-La/CMC (Hidalgo e Hansen, 1971).
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SORO de LEITE INTEGRAL

Desnate (40°C — 8000rpm)

SORO de LEITE v SOLUCAO DE CMC
desnatado (0,3% p/v)
Ajuste pH 3,0 v Ajuste pH 3,0
Soro : Solucdo CMC
1:1 (v/v)
Centrifugacao (2150 rpm) SOBRENADANTE
Precipitado total l
PT/CMC
i Descarte
Liofilizag¢ao

Figura 2- Fluxograma de obten¢éo de proteinas totais do soro complexadas com CMC —

PT/CMC (Hansen, Hidalgo e Gould, 1971).

2.2.2- Estudo da concentracao de CMC (%) e do pH para otimizacao da

obtencao dos complexos

Foram realizados testes preliminares, em escala de laboratério, para
determinar a concentragao ideal entre os dois biopolimeros, de modo a obter uma

maior precipitagdo fracionada das proteinas do soro.

Para estes testes utilizou-se a solugao de CMC numa faixa de concentracao
variando de 0,1 a 0,9 % (p/v). Para selecionar a melhor concentragdo avaliou-se 0
teor de proteinas nos sobrenadantes apds centrifugacao, seguindo as etapas de

complexacao fracionada, de acordo com a metodologia descrita na Figura 1.
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Em relagdo ao pH, para maior recuperacao das proteinas do soro na fragao
PT/CMC (Figura 2), o estudo foi realizado na faixa de 2,0 - 4,5, sendo determinada
a porcentagem de proteina no sobrenadante como critério de selegéao.

2.2.3- Obtencao dos complexos em escala piloto

Para o trabalho em escala piloto, utilizou-se um volume de até 50 L de soro
de leite desnatado. O soro e a solugédo de CMC (0,3% p/v), a temperatura de 22 +
1° C, tiveram os valores de pH ajustados separadamente, com HCI 1,0 N, para os
valores desejados (4,0; 3,2 e 3,0) de acordo com o precipitado a ser obtido. Em
seguida, adicionou-se a solugdo de CMC ao soro, sob agitacdo. Apds a fazer a
mistura nas devidas propor¢des (Figuras 1 e 2), os complexos foram centrifugados
para separagado dos precipitados em centrifuga de cesto GEDR-Heinel (modelo
2250, n°. de série 48586) a velocidade de 2150 rpm (Figuras 3 e 4).

Para controle e otimizagdo do fluxo de alimentagdo da matéria-prima na
centrifuga de cesto, utilizou-se uma bomba peristaltica de fluxo continuo
(Masterflex L/S, modelo 77250-62 — Cole-Parmer Instrument Company) nas
vazdes de 352 ml/min para obtencdo do primeiro precipitado (B-Lg/CMC) e 176
ml/min, para o segundo (o-La/CMC).

O precipitado obtido foi armazenado a —15°C, para posterior liofilizagdo. Todo
processamento foi realizado na planta piloto do Grupo Especial de Engenharia do

Instituo de Tecnologia de Alimentos — ITAL (Campinas - SP).

A Figura 3 ilustra o sistema de equipamentos que foram utilizados na
obtencdo dos complexos. Apds o fracionamento o complexo era retirado da
centrifuga, conforme foto da Figura 4.
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Figura 3- Sistema planejado para fracionar os complexos proteinas/CMC. As solugdes
permanecem sob agitacdo dentro do béquer (A), enquanto a bomba peristaltica (B)
alimenta a centrifuga de cesto (C) de maneira continua.

Figura 4- Vista superior da centrifuga de cesto (C) com o pescador que recolhe o
sobrenadante e o precipitado (D) dentro do cesto.
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2.2.4- Analises quimicas
2.2.4.1- Nitrogénio total

Para acompanhamento da eficiéncia do processo, assim como para
determinar a quantidade de proteinas nas fracdes complexadas, foi realizada a
dosagem de nitrogénio no soro, nos sobrenadantes e nos complexos precipitados,
utilizando a metodologia de micro-Kjeldahl segundo o método descrito pela AOAC
(1990). O teor de proteina bruta foi calculado multiplicando-se o nitrogénio total
pelo fator 6,38.

A mesma metodologia foi utilizada para dosar a porcentagem de proteinas
soluveis em diferentes condigdes de pH (2,0-6,0).

2.2.4.2- Lipideos totais

A dosagem do teor lipidico nas fracdes complexadas foi realizada segundo
o método descrito pela AOAC (1990), apo6s hidrélise acida, com acido cloridrico
concentrado.

2.2.4.3- Umidade, solidos totais e residuo mineral (cinzas)

Foram determinados de acordo com os procedimentos descritos na AOAC
(1990).

2.2.5- Determinacao de carboidratos soluveis

Para quantificar a porcentagem de carboidratos soltuveis — CMC, utilizou-se
a metodologia descrita por Hodge; Hofreiter (1962), que utiliza o método
colorimétrico para determinar os carboidratos presentes solUveis presentes na

solugao.

Para obter a curva padrdo da CMC foram feitas diluigdes (0,01 a 0,05
mg/mL) partindo de uma “solucdo mae” de CMC a 0,1mg/mL, no pH original da
amostra (7,5 = 0,3) e a leitura de absorcéao foi realizada no comprimento de onda
de 480 nm.
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Os trés complexos foram diluidos a uma concentragéo inicial de 1 mg/mL.
Ap6s ajuste de pH nos valores de 2,0; 3,0; 4,0; 50 e 6,0, as solucdes
permaneceram sob agitacdo por 30 minutos e em seguida foram centrifugadas a
13.000 rpm, por 30 minutos (Centifuga.RC5C da marca Sorvall Instruments —
DuPont) para obter somente os carboidratos soluveis. Tomou-se 0,5 mL do
sobrenadante diluido (0,2 a 0,6 mL de sobrenadantes num volume total de 2 mL),
acrescentou-se 0,5 mL de fenol a 5%, e por ultimo 2,5 mL de acido sulfurico
concentrado. Apds 30 minutos, foram feitas leituras a 480 nm em

espectrofotbmetro (Spectrophotometer Beckman, Du-70).

A partir das leituras de absorbancia calculou-se a concentragdo (mg/100mL)
de CMC soluvel nas diferentes amostras, em distintos valores de pH, em relagao a
quantidade inicial de CMC nas solugdes.

2.2.6- Eletroforeses
2.2.6.1- Estudo eletroforético das fracoes precipitadas — SDS-PAGE

Para determinar a massa molecular das fracoes protéicas existentes nos
complexos as amostras foram dissolvidas em tampé&o redutor contendo 62,5 mM
Tris-HCI, 20% de glicerol, 2% SDS (10%), 5% de B-mercaptoetanol e azul de
bromofenol a pH 6,8, segundo a metodologia descrita por Laemmli (1970) e
Svasti; Paninjan (1977). A solubilizagdo foi feita de modo a conseguir
aproximadamente 0,5 mg/mL de concentragéo protéica final. No gel separador foi
utilizada uma concentracdo de 12,5% de poliacrilamida. Como padréo de
determinagdo das massas moleculares dos distintos polipeptidios foram usados
padroes de B-Lactoglobulina — Sigma L4756, e um conjunto de marcadores de
baixo peso molecular — Sigma M3913. As corridas foram realizadas no
equipamento Bio-Rad.
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2.2.6.2- Estudo eletroforético das fracoes protéicas soluveis em
diferentes valores de pH - eletroforese NATIVA

Para determinar a fragdo protéica soluvel nos diferentes valores de pH,
foram realizadas corridas em géis de poliacrilamida utilizando eletroforese nativa
(NATIVE-PAGE), com 10% de concentracdo no gel de separacdo. Assim, 20 mg
de complexo foram solubilizados em 1000 uL de Tampao de pH, sendo estes os

seguintes:
-Tampao Glicina 0,05M: pH 2,0
- Tampéao Acetato de Sédio 0,05M: pH 3,0; 4,0 € 5,0
-Tampao Fosfato Potassio Monobasico 0,05M: pH 6,0

Essas amostras foram agitadas em agitador de tubos por aproximadamente
1minuto. Em seguida foram centrifugadas a 14.000 rpm por 5 minutos. Tomou-se
50 uL do sobrenadante que foi novamente diluido em 100uL de tampao amostra
(Nativo) contendo Tris-HCI 0,5 M, a pH 6,8 e 20% de glicerol. Agitou-se
novamente em agitador de tubos e 10 uL desta solugédo foram injetados em cada

poc¢o. Apds a corrida, os géis foram corados em Corante Coomassie Blue.
2.2.7- Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A técnica de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) foi utilizada para
determinar o comportamento térmico das amostras, medindo o0s seguintes
parametros: temperatura inicial de desnaturacao (T,), temperatura de pico (Tp)
(maxima de desnaturacdo) e a entalpia (AH) (calor necessario no processo de

desnaturacao das proteinas).

Para as corridas foram preparadas solugées dos complexos B-Lg/CMC, o-
La/CMC e PT/CMC numa concentragao final de 25% de sélidos, apds o ajuste de
pH. As solugbes tiveram o pH ajustados entre 2,0 e 8,0, sendo que as variagdes

visaram verificar a influéncia do pH na estabilidade térmica do complexo.
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Para comparar o comportamento térmico dos complexos foram utilizadas
como referéncias amostras de concentrado protéico de soro de leite (CPS ou
WPC) e dos biopolimeros simplesmente misturados, sem coacervagao. Utilizou-se
como um dos padroes de referéncia o WPC — 83% de proteinas, a 25% em pH 6,5
e também uma mistura de solugbes de WPC com CMC na proporgéo 4:1 (prot:pol
(v/v)), em pH 6,5.

Realizaram-se corridas em capsulas de aluminio de 160 L, contendo no
minimo 50 mg de solucdo. Para estudar a transicdo térmica dos complexos foi
utilizado o calorimetro diferencial de varredura (Mettler-Toledo DSC 822). A
andlise dos termogramas foi realizada com o Software Stare. Como referéncia
utilizou-se uma cépsula de aluminio vazia padréo. As solugdes foram aquecidas a

uma velocidade de 10°C/min, numa faixa de temperatura entre 5 a 100°C.
- Parametros calorimétricos

Foram avaliadas as temperaturas de inicio e de pico de desnaturagcao, assim

como as alteracdes de entalpia aparente (AH) envolvidas no processo.

A temperatura de inicio de desnaturacédo (T,) é dada pela temperatura na
qual se inicia a desnaturacdo, a temperatura de pico (Tp) ocorre quando a maior
parte ou a totalidade da proteina existente se desnatura e a temperatura final (Tf)
€ calculada ap6s a desnaturacao de toda a amostra. Como a desnaturagcao é um
processo endotérmico, calcula-se a entalpia de desnaturacdo (AH) partir da
integracdo da area endotérmica entre os valores de Tp e Tf (temperatura final),
utilizando uma linha de base ajustada entre os valores de inicio e de fim de
desnaturacao (LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).

Os parametros calorimétricos avaliados mencionados acima estdo

representados na Figura 5.
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T f/_/—/J‘Tf

T AH1/2 W,
p AHT [ ]

Figura 5- ParAmetros calorimétricos avaliados em relacao a desnaturacao dos complexos
coacervados de proteinas de soro de leite com CMC.

2.2.8- Tratamento estatistico

Os resultados de otimizagdo da concentragdao de CMC (%) e do pH foram
submetidos a analise estatistica utilizando o Programa SAS através da analise de
variancia (ANOVA) e andlise das diferengas entre as médias segundo o teste de
Tukey, considerando p < 0,05 como critério de significancia.

3- RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1- Testes preliminares para definicao da concentracao de CMC e de
pH.

3.1.1- Estudo da melhor concentracao de CMC (%)

Para escolher a melhor concentracdo de CMC visando maxima recuperagao
protéica das fracoes P-Lg/CMC (pH 4,0) e o-La/CMC (pH 3,2), variou-se a
concentracao da solucao de CMC de 0,1 a 0,9% (p/v), seguindo as etapas de
complexagéo fracionada, de acordo com a metodologia descrita no Fluxograma da
Figura 1.

Embora pela analise estatistica os valores para as concentragbes de 0,1 e
0,3% (p/v) ndo sejam significativamente diferentes (p < 0,05), optou-se pela
concentragao 0,3% (p/v) de solucao de CMC pela melhor facilidade do manuseio
do precipitado apos centrifugacao (melhor consiténcia). Neste valor ocorreu menor
concentragdo, em valores absolutos, de proteinas tanto no sobrenadante 1 como
no 2 (Figura 6). HANSEN, HIDALGO e GOULD (1971), mostraram que numa
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concentragcao crescente de CMC de 0,15 até 0,3% (p/v) fixando a proporcéo de
1:1 ((v/v) soro : CMC), conseguiu-se recuperar mais de 90% das proteinas com a
solugéo do hidrocoldide a 0,25% (p/v).

18 -
16 1 a
14 1 —F—

% Proteinas totais

onNn A~ O

0,10% 0,30% 0,60% 0,90%

Concentracao de CMC (p/v)

[0 Sobrenadante 1 O Sobrenadante 2 ‘

Figura 6- Concentragao de proteina bruta nos sobrenadantes 1 e 2, ap6s a complexacao
e precipitacao das fragdes com diferentes concentracées de CMC (0,1 a 0,9% p/v).

* as letras iguais indicam que n&o existe diferenca significativa entre si (p < 0,05) pelo teste de
Tukey. Letras maiusculas (A) indicam tratamento estatistico dos resultados do sobrenadante 2, e

as minusculas (a, b, ¢), do sobrenadante 1, isoladamente.

Em estudos realizados por Fonseca; Bradley Jr. (2001), a CMC de alta
viscosidade resultou na precipitacdo maxima de proteinas na proporcao
estequiométrica 8:1 (proteina:carboidrato), enquanto a CMC de baixa viscosidade
nao precipitou proteinas,

3.1.2- Otimizacao do pH para obtencdao da fracao proteinas totais
(PT/CMC)

Definida a melhor concentracdo da solugcdo de CMC para precipitagdo das
proteinas (Figura 6), variou-se o pH para verificar a influéncia deste parametro e
obter maxima precipitacdo protéica na fragdo proteinas totais (PT/CMC). Neste
caso, a proporcao entre os volumes das solugcbes de CMC 0,3% (p/v) e soro de
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leite foi de 1:1 (v/v), sendo a relagao estequiométrica de biopolimeros de 3:1 (p/p)
de proteinas: CMC.

Na Figura 7 observa-se que em pH 3,0 houve uma diferenca significativa
entre as médias obtidas de concentracdo de proteinas nos sobrenadantes

(p<0,05), portanto, optou-se pelo pH 3,0 para precipitar a fragdo PT/CMC.

0,9 -
08 -
07 1
06 -
051 b ab
04
0,3 - c
02 1
0,1 1

% Proteinas totais

2 3 4 45 Soro de
pH leite

Figura 7 — Concentragdo de proteinas no sobrenadante apds precipitagdo com CMC
0,3% (p/v) na relacao 3:1 (proteinas: polissacarideos p/p) em diferentes pHs, e no soro de

leite desnatado.

* as letras iguais indicam que nao existe diferenca significativa entre si (p < 0,05) pelo teste de
Tukey

Como a maior parte das interagées que ocorrem no processo sdo do tipo
eletrostética, faz-se necessario que os valores de pH estejam abaixo do pl das
proteinas do soro, garantindo que estejam suficientemente desprotonadas para
que ocorra a reacdo de complexacdo. Sabe-se que o pl da P-lactoglobulina
encontra-se na faixa de 5,2, e da o-lactoalbumina entre 4,2 e 4,5 (SCHMITT et al.,
1998).

Na faixa de pH 3,0 (Figura 7), onde ocorreu a maxima precipitacao de
proteinas, provavelmente ocorre maior balanco entre as cargas negativas no
carboidrato e cargas positivas nas proteinas. Neste pH, os sitios de ligacao das

proteinas carregados positivamente sdo grupos amino, que realizam ligacdo com
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0s grupos carboxilicos desprotonados da goma (FONSECA; BRADLEY Jr., 2001;
TOLSTOGUZOV, 1997 e 1998).

Mudanca na intensidade de coloracdo do soro de leite desnatado,
comparado aos sobrenadantes 1 e 2 apds a obtencdo dos complexos de [3-
Lg/CMC (pH 4,0) e a-La/CMC (pH 3,2), é mostrada na Figura 8. Verifica-se que a
intensidade de cor diminui a medida que as proteinas vao sendo precipitadas,

refletindo a menor concentracéo de sélidos soluveis.

Figura 8- Soro de leite apés o desnatamento (1) e sobrenadantes (2) e (3), apds os
respectivos fracionamentos, segundo a metodologia descrita na Figura 1.

3.2- Caracterizacao dos complexos, sobrenadantes e soro de leite
desnatado

As amostras de soro de leite e dos complexos (liofilizado) foram
caracterizados quanto a sua composicdo quimica parcial: teor de proteinas,
lipideos, carboidratos e residuo mineral (Tabela 1).
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Tabela 1 — Composicdo centesimal do soro de leite

proteinas complexadas com CMC, em base seca.

desnatado e das amostras de

AMOSTRAS
Determinacoes Soro de Leite B-Lg/CMC o-La/CMC PT/CMC
desnatado
Proteinas Totais (%) 13,05+ 0,43 57,23 +0,32 35,96 + 1,73 48,33 + 0,53
Lipideos Totais (%) 0,89 + 0,05 9,42 + 0,01 3,21 + 0,002 7,37+0,13
Residuo Mineral (%) 9,31 £0,05 1,98 £ 0,96 4,14 1,81 1,76 £ 0,04
Carboidratos (%)* 76,73 31,37 56,69 42,54
Cloretos (mg/100g) 2481 £35 * * *

* Calculado por diferenca: 100 - (Proteinas + Lipideos + Cinzas) = % carboidratos
**Nao determinado.

A concentracdo inicial de proteinas no soro de leite integral foi de
aproximadamente 12% (em base seca). Devido ao elevado teor de lipideos nesta
amostra, em torno de 10%, foi feito seu desnate antes da complexagdo, o que
acabou elevando o teor de proteinas e de outros componentes.

A concentracao de cloretos presente na amostra inicial de soro de leite
desnatado pareceu nao interferir no processo de formagédo e precipitacdo dos

complexos, nas condigdes estabelecidas.

A fragao B-Lg/CMC arrastou maior quantidade de lipideos aumentando cerca
de dez vezes sua concentracdo em relacdo ao soro de leite desnatado.
Comportamento similar foi observado para o complexo PT/CMC.

Observa-se que a fracdo B-Lg/CMC contém maior teor de proteinas que as
demais, comprovando maior rendimento na etapa de complexagcdo e de

fracionamento (Tabela 2).

O maximo rendimento alcancado com o Precipitado 1, em relacdo a
porcentagem de proteinas recuperada, observado pela menor quantidade de

proteinas no sobrenadante apds a primeira precipitagdo, pode ser justificado pelo
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fato da B-Lactoglobulina ser a fracao protéica mais abundante no soro e por
apresentar quase 50% de sua estrutura na forma desorganizada, tornando-a
sensivel e reativa as variagbes de pH e a outras alteragdes do meio (MODLER,
2000).

Ao analisarmos a matéria seca total, obtida a partir de 50 L de soro
desnatado, observou-se que a maior quantidade de complexo seco foi obtida com
a fracdo PT/CMC (Tabela 2), porque provavelmente ele arrastou quantidades
equivalentes de proteina e CMC devido a relacdo estequiométrica de 1: 0,9
(proteinas : CMC) .

Tabela 2 — Rendimento em peso seco e recuperagao protéica nos complexos secos por

liofilizag&o a partir de 50L de soro de leite desnatado.

Rendimento
Amostras Peso seco (g) ,
de proteina (%)
pB-Lg/CMC 300 86
a-La/CMC 50 31
PT/CMC 400 53

O melhor rendimento de coacervacao é obtido quando ha uma proporgéo
ideal de mistura das moléculas por peso, cujo valor de pH proporcionara uma
razdo equivalente de cargas opostas entre os polimeros ionizados. Este valor de
pH é chamado de pH de equivaléncia (SCHMITT et al., 1998).

A amostra a-La/CMC, embora tenha resultado em menor teor de lipideos e
proteinas, apresenta maior conteudo de carboidratos proveniente da CMC, na
proporcao de 1:1,5 (Proteina:CMC). Provavelmente, parte desta proteina
permaneceu soluvel apds precipitagdo desta fracdo, como pode ser observado na
Figura 6.
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3.3- Efeito da variacao de pH na estabilidade dos complexos

3.3.1- Determinacgao do teor de proteinas e de carboidratos (CMC)
soluveis

A determinagédo de quantidade de CMC livre numa solugdo como citada em
alguns trabalhos, pode ser utilizada para verificar o grau de complexagédo ou perda
de complexacdo da goma com a proteina (HIDALGO HANSEN, 1969; HANSEN;
HIDALGO; GOULD, 1971; GIRARD, TURGEON; PAQUIN, 2002). Neste caso,
analisou-se a quantidade de CMC e também de proteinas presentes nos
sobrenadantes de solugbes preparadas na faixa de pH 2,0 a 6,0, a fim de verificar
a influéncia do pH na desestabilizacdo do complexo e justificar alteragcdes na
viscosidade do sistema em relacéo ao pH.

A concentracdo, em porcentagem (%), de proteinas e de carboidratos
soluveis, em relacdo a variacao de pH, foi determinada em sobrenadantes obtidos
apds centrifugagcédo, partindo-se de solugdes de 1 mg/mL de complexo. A
concentracao protéica inicial das amostras de B-Lg/CMC, a-La/CMC e PT/CMC foi
de respectivamente 0,5723 mg; 0,3596 mg e 0,4833 mg. Ja a quantidade de CMC
inicial nas amostras foi de 0,3137 mg para a B-Lg/CMC, 0,5669 mg para a o-
La/CMC e de 0,4254 para a PT/CMC, sendo os calculos da solubilidade (mg/mL)
realizados a partir destas concentragdes. O objetivo destas analises foi verificar se

o pH ocasiona descomplexacao total ou parcial dos coacervados.

Para todas as amostras a porcentagem minima de proteinas e CMC sollveis
ocorreram nos valores de pH iguais ou préximos ao de obtengdo dos complexos
(3,0 a 4,0) (Figura 9 A, B e C). Nestas condicdes, a solubilidade da proteina foi de
18,3% para a B-Lg/CMC (Figura 9A) e 23,01% para a a-La/CMC (Figura 9B). No
caso do complexo PT/CMC em pH 3,0 (original) e 4,0, os resultados foram
menores que 2% (Figura 9C). Todavia, os resultados, expressos em mg/100mL,
mostraram que em pH &cido e em pH na faixa proxima a neutralidade (6,0) a
concentracdo de proteinas que solubiliza foi maior para todas as amostras, sendo
menos expressiva para a PT/CMC.
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Em relagdo a quantidade de proteinas sollveis, observou-se que a amostra
B-Lg/CMC obteve maior solubilidade em pH 2,0 e 6,0 (97,36 e 95,62%)
representando o complexo que apresentou maior dissociacao protéica (Figura 9A).
A mesma tendéncia em relagcdo ao pH foi observada com a a-La/CMC, ou seja,
87,53% e 74,08% de solubilidade protéica em pHs 2,0 e 6,0, respectivamente
(Figura 9B). No entanto, esta amostra apresentou maior solubilidade de CMC que
proteinas, assim como a PT/CMC, o que justifica pela maior proporgao
proteina:carboidrato existentes nestes complexos quando comparada a -
Lg/CMC.

Em relacdo a quantidade de CMC soluvel, os complexos apresentaram
porcentagem de solubilidade distintas entre si em relacdo a amostra inicial. A
Figura 9 (A, B e C) abaixo, representa a concentragdo em porcentagem
(mg/100mL) de proteinas e de CMC soluveis dos trés complexos em valores

diferentes de pH.

O complexo B-Lg/CMC (Figura 9A) apresentou minima quantidade de CMC
soluvel em pH 4,0 (original — 13,4%) e maxima nos valores de pH entre 5,0 e 6,0
(aproximadamente 45% de CMC soluvel), sendo que na faixa de pH entre 2 e 3 a

CMC foi de aproximadamente 30%.

Observa-se que para a amostra a-La/CMC (Figura 9B) a solubilidade do
carboidrato foi maior em pH 2,0 (56,52%). A minima concentragdo de CMC soluvel
foi observada na faixa de pH 3,0 (45,11%), sendo que os valores permaneceram
praticamente constantes com a elevagdo do pH, variando de 46 para 49,5%.
Contudo, pode-se afirmar que para a amostra em questdao, mesmo no valor de pH
de obtencao do complexo (pH 3,0), existe uma parte da CMC que se encontra co-

soluvel no meio e se precipita sem estar coacervado com a proteina (Figura 9).

62



Capitulo 2

100 -
90
80 - A) B-Lg/CMC
70
60
50

40

30 - E'—‘ ?;

20 -

187 /,.‘ /7 E/, i /
4 5

2 3

Concentracao (%)

6
pH

& % Proteina sollvel 0 % CMC soluvel

B) o-La/CMC

Concentracao (%)

ik

% Proteina soluvel 0O % CMC soluvel

100 -

70 C) PT/CMC

ve o 1 J1 ]

pH

Concentracao (%)
(e
o

% Proteina soltvel 0% CMC solavel

Figura 9- Concentracao (mg/100mL) de proteinas e CMC sollveis em diferentes valores
de pH, a partir de uma concentracdao de 1 mg/mL de complexo. As letras A, B e C

representam, respectivamente, as amostras B-Lg/CMC, a-La/CMC e PT/CMC.
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O complexo PT/CMC (Figura 9C) apresentou um comportamento distinto, no
qual a maior parte de CMC presente solubilizou-se em pH 4,0 (29,2%),
permanecendo constante com a elevacao do pH até 6,0 (28,9%). No pH de
formacao do complexo (3,0) € no pH 2,0, a solubilidade da CMC foi reduzida em
torno de 20%.

Durante a formacgao do coacervado, a carga liquida do polissacarideo diminui
a partir do agrupamento gradual aos macroions protéicos. Essa reducao da carga
liguida conseqientemente acarreta a reduc¢do da solubilidade do complexo obtido.
Isto também leva a reducao do pl do precipitado em relacdo ao pl protéico inicial,
e, portanto, a redugao de energia livre do sistema (TOLSTOGUZOV, 1986).

Esses fatores justificam a menor quantidade de CMC e proteinas sollveis
nas faixas de pH de obtencdo dos complexos. Entretanto, como a coacervacao
ocorre através de interacbes do tipo eletrostatica, essas ligacbes podem se
dissociar com as mudancas das condicbes do meio (TOLSTOGUZOV, 1998;
KRUIF; TURNIER, 2001). Conseqtientemente, os resultados obtidos comprovam a
maior concentragcédo de proteinas e carboidratos no sobrenadante a medida que se
afasta do pH de obtengdo, sendo este mais visivel na fragdo p-Lg/CMC em pHs
2,0 €6,0.

3.4- Estudo eletroforético das fracées precipitadas e dos complexos
solubilizados em distintos valores de pH.

3.4.1- Estudo eletroforético das fracoes precipitadas — SDS-PAGE.

Os perfis eletroforéticos dos complexos B-Lg/CMC, a-La/CMC e PT/CMC,
obtidos por coacervacado em pH &cido, estdo apresentados na Figura 10. Observa-
se, que as proteinas foram precipitadas de maneira seletiva, ou seja, apesar de
haver fracoes protéicas contaminantes foi possivel obter amostras ricas em B-Lg e
em o-La, sendo as mesmas classificadas como B-Lg/CMC e o-La/CMC,
respectivamente. Como se esperava, a amostra de PT/CMC contém as duas
fracoes protéicas principais em sua composicao, além da BSA.
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No trabalho de Hidalgo; Hansen (1971), citado como referéncia na
metodologia de obtencdo dos complexos, foram observadas bandas de B-Lg,
quando complexada em pH 4,0, ficando visivel no sobrenadante a presenca da
fracdo a-La, o que indica que neste pH esta proteina ndo precipita. Porém em pH
3,2, utilizando uma solucdo de CMC 0,37%, a fracdo o-La apresentou maior

propor¢cao no complexo.

94.000 Da s
67.000 Da 3 ““ - ‘d
43.000 Da ‘ -
3000002 ™ L0 L
20.100 Da
B-Lactoglobulina

14.400 Da

=

1 oS 6 8

Figura 10 — Eletroforese SDS-Page, em gel 12,5% de poliacrilamida. Colunas: 1- Padrao
de baixo peso molecular; 2 e 3- fragdo PT/CMC; 4 e 5- fragao B-Lg/CMC; 6 e 7- fragéo o-
La/CMC; 8- Padrao de B-Lg.

3.4.2- Estudo eletroforético das fracGes protéicas soluveis em
diferentes valores de pH — eletroforese NATIVA.

Neste estudo foi avaliada a presengca de proteinas soluveis nos
sobrenadantes das amostras em diferentes valores de pH, utilizando variados
tampdes. Desta forma, pode-se correlacionar a presencga de bandas protéicas com

a descomplexagao do coacervado.

As Figuras 11, 12 e 13 apresentam os resultados das proteinas
solubilizadas em diferentes pHs (2,0 a 6,0) em eletroforese nativa realizadas em
géis de poliacrilamida.

Na Figura 11 observa-se o gel com as amostras de o-La/CMC em

diferentes pHs. Pode-se dizer que em pHs 2,0; 5,0 e 6,0, ocorre uma
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descomplexacdo que pode ser visualizada pelas presenca de bandas protéicas no
gel. Apesar de haver outras fragcdes protéicas contaminantes, as faixas

correspondentes as bandas de a-La se apresentam com maior intensidade.

€— (-Lactoalbumina

<4—— -Lactglobulina

pH 20 30 4.0 50 6.0

Figura 11- Eletroforese Page-Native (gel de poliacrilamida 10%) da amostra de a-La/CMC
em diferentes pHs. As duas Ultimas colunas correspondem aos padrées de B-Lg e a-La,

respectivamente.

Comparando os resultados da eletroforese (Figura 11) com a Figura 9B,
nota-se que a amostra o-La/CMC apresentou valores de polissacarideos e
proteinas sollveis para todas as faixas de pH estudadas (56% em pH 2,0 a 50%
em pH 6,0). Porém, em pH 3,0 e 4,0 as colunas pH correspondentes na
eletroforese ndao mostraram presenca de proteinas. Nestes valores a quantidade
de proteinas solluveis determinada anteriormente foi de 23 e 29,5%,
respectivamente, o que indica que aproximadamente 77 a 70% das proteinas
existentes na amostra inicial estdo unidas e insolUveis e o restante soluvel com o
coacervado. Em relacdo a concentracao de CMC, a solubilidade foi de 45%.

Analisando os resultados obtidos pode-se dizer que € provavel que a fragao
protéica encontre-se unida e soluvel nestas faixas de pH (3,0 e 4,0), sendo o peso
molecular do complexo muito elevado, este ndo penetra no gel. Por outro lado,
nas faixas de pH 2, 5 e 6 o coacervado se descomplexa e a proteina é capaz de

penetrar livremente no gel, conforme observado na Figura 11.
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As amostras de B-Lg/CMC (Figura 12) tiveram o mesmo comportamento
descrito anteriormente, ou seja, no mais baixo e nos mais altos valores de pH

aparecem bandas de proteinas no gel, correspondentes a proteina livre.

T YIWTE

oA s
oL

pH | 2.0 30 4.0

B-Lactoglobulina

Figura 12- Eletroforese Page-Native (gel de poliacrilamida 10%) da amostra de B-

Lg/CMC em diferentes pHs. A Ultima coluna corresponde ao padrao de B-Lg.

Comparando a coluna da eletroforese correspondente ao pH 4,0 (Figura 12)
com o0s dados obtidos de solubilidade protéica e de CMC (Figura 9A), pode-se
dizer que nestas condicdes o complexo se apresenta insoluvel. Ja em pH 3,0,
31,4% da CMC e 45,3% das proteinas encontram-se soluveis. Contudo, a proteina
nao se faz presente no gel. Pode-se sugerir que nestes valores de pH (3,0 € 4,0) o
complexo apresentou-se parcialmente soluvel, indicando que aproximadamente 55
e 80%, respectivamente, das proteinas coacervadas estdo unidas ao
polissacarideo, no estado de co-solubilidade e ndo penetram no gel.

Em relacdo aos valores de pH 5,0; 6,0 e 2,0, ao comparar a Figura 10 com a
Figura 9A, pode-se afirmar que ocorre uma descomplexacao parcial da CMC. Em
pH 2,0 estimou-se que 30% dos carboidratos encontraram-se descomplexados,
enquanto 70% estavam unidos as proteinas e insoluveis. Nos valores de pH 5,0 e
6,0 detectou-se 45% de solubilidade da CMC, sendo que 55% permaneceram

unidos e insollveis.
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Ao correlacionar valores de proteinas solluveis e bandas protéicas presentes
no gel, nota-se que em pH 2,0 e 6,0 estes resultados foram de, respectivamente,
97,4 e 95,6% de solubilidade de proteinas. Sendo que 80% das proteinas

permaneceram unidas e insollveis.em pH 4,0,

A Figura 13 apresenta o resultado da eletroforese nativa das amostras de
PT/CMC. Pode-se verificar que este complexo também foi insoluvel nos pHs 3,0 e
4,0, sendo que em pH 5,0, 6,0 ou 2,0 as bandas de proteinas de soro de leite

puderam ser visualizadas.

F1yYT B

B-Lactglobulina

pH 2.0 30 4.0

Figura 13- Eletroforese Page-Native (gel de poliacrilamida 10%) da amostra de PT/CMC
em diferentes pHs. A Ultima coluna corresponde ao padrao de B-Lg.

Nesta amostra (PT/CMC) a quantidade de proteinas soluveis em pH 3,0 e
4,0 foi menor que 2%, indicando que aproximadamente 98% das proteinas
continuam unidas e insoluveis (Figura 9C). A quantidade de CMC insoluvel em pH

de obtencao (3,0), também foi maxima (83%).

Resultados similares nao foram encontrados na literatura, pois os trabalhos
sobre interagdo de proteinas com polissacarideos utilizando a técnica de
coacervagdao complexa ndo tém utilizado a técnica de eletroforese para
caracterizar o perfil de solubilidade das proteinas em fungéao do pH.
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3.5- Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Ao relacionar as temperaturas de inicio (To) e de pico de desnaturacao
térmica (Tp), dentro de uma mesma faixa de pH (6,5) pode-se afirmar, através dos
resultados da Tabela 3, que todos os complexos, inclusive a mistura (sem
interacdo de coacervagdao) de WPC:CMC, tiveram aumento da estabilidade
térmica em relacdo ao WPC puro. Isto indica que tanto a complexagdo com CMC
como simplesmente a sua presenga ocasiona um aumento na estabilidade da

proteina em relagéo a temperatura.

Tabela 3 — Valores de To e Tp obtidos com as amostras de WPC e complexos
fracionados a 25% de concentragao, e mescla de WPC:CMC a 20%, todas ajustadas em

pH 6,5+ 0,5.

Amostra To (°C) Tp (°C)
a-La/CMC 81 88.3
B-Lg/CMC 79 83

PT/CMC 80.7 85
WPC:CMC 77.7 77.8

WPC 70 75.3

Diversos trabalhos, utilizando a técnica de DSC, citam resultados de
temperatura de inicio e temperatura de pico de desnaturacdo para as fracoes
protéicas do soro de leite B-Lg, a-La e BSA (Tabela 4). Ao comparar estes dados
com os resultados expressos na Tabela 3, é possivel dizer que nas faixas de pH
6,0 a 7,5 os autores encontraram menores valores de Tp para as todas as
proteinas estudadas, incluindo o WPC quando comparados aos valores dos
complexos. Ou seja, as proteinas do soro quando complexadas com CMC, e em

pH 6,0, resultaram em aumento da estabilidade térmica.
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Tabela 4- Valores de Temperatura de desnaturacao (Tp) das proteinas do soro de leite
em variados valores de pH.

Proteina pH Temperatura maxima de Referéncias *
6.7 72.8 1
6.4 799+05 1
B_Lg 7.4 744+04 1
3.0-4.0 82.0 2
3.0 82 4
6.0 78 4
7.5 71 4
6.7 65.2 1
o-La 4.0-5.0 62.0 2
6.5 64.9 3
6.0 63 4
7.5 62 4
6.7 62.2 1
BSA 6.7-7.0 64.0 3
4.0-5.0 74.0 2
6.0 68-74 4
7.5 66-68 4
Ig 3.0 53 4
6.0 78 4
7.5 77 4
6.5 88.0 2
WPC 3.0 83 4
6.0 74 4
7.5 70 4
* 1- Ruegg et al. (1977); 2- Bernal; Jelen (1985); 3-Relkin (1996); 4- de Wit; Klarenbeek
(1984).

De acordo com alguns trabalhos, a adicdo de hidrocoldides ou sais (Na* ou
Ca™) pode aumentar a temperatura de desnaturagdo de algumas proteinas. O
aumento da estabilidade térmica de proteinas associadas a carboidratos também
foi observado por Baeza; Pilosof (2002), utilizando a técnica de DSC. Este
trabalho relatou valores de Tp para a B-Lg pura nos pHs 6 e 7,0, de 79,9 e 76,8 °C,
respectivamente. No entanto, ao adicionar o hidrocoldide k-Carragena, em pH 6,0,
houve um aumento de 1,3°C na Tp. Outros autores ao complexarem as proteinas

mioglobina e BSA com alginato, pectina e CMC, também obtiveram resultados
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satisfatérios em relacdo ao aumento da estabilidade térmica (IMENSON;
LEDWARD; MITCHELL, 1977).

Observa-se na Figura 14 que a temperatura de inicio de desnaturagdo térmica
(To) é maxima na faixa de pH 3,5 - 4,0 para todos os complexos. Ao acidificar ou
alcalinizar o meio, a To diminui sendo mais expressiva para a o-La/CMC.
Comportamento similar foi obtido para a temperatura maxima de desnaturacao
(Tp) (Fig. 15).

Menores valores de To e Tp (Fig. 14 e 15) foram obtidos ao abaixar o pH
das amostras. Este fato pode ser atribuido a dissociagdo dos complexos.
Complexos coavervados sao formados e mantidos, principalmente, por interacoes
do tipo eletrostaticas e em pH maiores que o pK das gomas e menores que o pl
das proteinas (TOLSTOGUZOQOV, 1986, 1991, 1994, 1997, 1998; SCHMITT et al.,
1998; DINCKINSON, 2003). Porém, dependendo de algumas variaveis como pH e
forca ibnica, este processo pode ser reversivel. Geralmente isso ocorre em pH
acima do pl das proteinas. Pode haver adicionalmente interagdes eletrostaticas
entre grupos carboxilicos dos polissacarideos e subunidades oligoméricas
carregadas positivamente das proteinas (TOLSTOGUZOV, 1997). Em valores
alcalinos, os dois polimeros estdo carregados negativamente, favorecendo a
repulsao entre eles (BAEZA; PILOSOF, 2002).

90 -
88 -
86 -
84 -
82 -
80 -
78 A
76 -
74 -
72 A
70 T T T T 1

0 2 4 6 8 10
pH
‘ —e— Alfa-La/CMC  —m— Beta-Lg/CMC —&— PT/CMC ‘

To (°C)

Figura 14- Temperatura inicial de desnaturagéo (To) das trés amostras, a 25% de
concentracdo, em diferentes valores de pH.
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Figura 15 — Temperatura maxima de desnaturacdo (Tp) das trés amostras a 25% de
concentracao, em diferentes valores de pH.

Estudos do comportamento térmico da B-Lg indicaram que esta proteina
apresenta maxima estabilidade térmica em pH igual ou menor que seu pl que é
proximo a 5,0 (RELKIN, 1994). O grupo tiol livre desta fragdo protéica € capaz de
reagir e formar novas pontes dissulfeto. Esta reagdo aumenta quando o pH esta
proximo ou maior que pH 6,8. O desdobramento de proteinas globulares é
acompanhado de um efeito térmico exotérmico, que diminui, desta forma, a Tp (de
WIT; KLARENBEEK, 1984).

A técnica de DSC relata alteragcdées conformacionais da proteina dentro do
complexo (SCHMITT et al., 1998). Comparando de uma maneira geral as trés
amostras, a tendéncia da curva mostra que a a-La/CMC foi a que apresentou
maiores valores de To e Tp dentro da faixa de pH estudados para todas as
amostras. Este fato pode estar associado a maior quantidade de CMC presente
nesta amostra que provavelmente favorece a estabilidade da proteina
(TOLSTOGUZOV, 1997).

Comparando todos resultados de temperatura de desnaturacado (Tp) das
proteinas coacevadas e em diversas faixas de pH com os dados da Tabela 4, é
possivel dizer que a presenca do polissacarideo, tanto no complexo unido como
no soluvel, promoveu um aumento da estabilidade térmica para todas as
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proteinas. Todos os valores indicaram maior Tp quando as proteinas estavam
unidas a CMC. De acordo com a Tabela 4, a maxima estabilidade térmica (Tp) da
fracdo a-La foi obtida em pH 6,7, sendo de 65,2 °C. Esta mesma proteina
coacervada com o hidrocoléide CMC e em pH 6,5 obteve valores de Tp de 85,4 °C
(Figura 14).

Quando se aplica uma quantidade de calor, a proteina se desnatura e o
polissacarideo altera sua conformacao, favorecendo, desta maneira, as interagdes
entre outros grupos laterais funcionais dos biopolimeros (SCHMITT et al.; 1998).
Por isso, apesar de ser esperado ocorrer uma tendéncia em diminuir a
estabilidade térmica ao variar o pH do meio, principalmente ao acidifica-lo, as
temperaturas de desnaturacao das proteinas do soro continuam superiores as das
proteinas originais, ou seja, 74, 63 e 83°C, para a o-La, B-Lg e BSA,
respectivamente (MODLER, 2000).

Valores de entalpia de desnaturacdo em diferentes valores de pH estao
ilustrados na Figura 16. A partir deste grafico é possivel dizer que existe uma
relagéo inversa da Tp e da To em relagédo a entalpia de desnaturacdo. Ou seja,
menores valores de AHt foram obtidos com a a-La/CMC, sendo maior em maximo

valor de pH.

AH (J/g)

pH
\ —e— Alfa-La/CMC  —=— Beta-Lg/CMC —.—PT/CMC\

Figura 16- Valores de Entalpia de desnaturacdo AH: (J/g de proteina), dos trés

complexos em diferentes faixas de pH.
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Resultados de entalpia de desnaturacédo foram diferentes para amostras de
B-Lg complexada com diversos polissacarideos em pH 6,0 e 7,0. Em pH 6,0
(préximo ao pl), as alteragdes entalpicas foram maiores para a proteina pura (9.94
J/g) do que quando associada a gomas, com excegdao da goma xantana que
apresentou pequena reducao no AH (8.34 J/g) (BAEZA; PILOSOF, 2002). Neste
pH ocorre a agregagao fisica da proteina, a qual envolve evento exotérmico e leva
a um aumento aparente da entalpia. Provavelmente nesta faixa de pH pode
ocorrer incompatibilidade entre a proteina e o polissacarideo e por isso a
agregacao da molécula é mais importante que a adicdo do hidrocoldide (BAEZA;
PILOSOF, 2002).

A Figura 17 mostra os valores de entalpia nas amostras em pH 6,5. Observa-
se que os resultados mais baixos foram obtidos com a amostra a-La e que todos
os valores foram menores que os de WPC. Maiores valores de Tp e menores de

AH podem indicar uma interacdo mais forte desta fragao protéica com a goma.

—_

o N ~ O (o] o
I

A H (J/g de proteina)

O Alfa-La/CMC O Beta-Lg/CMC @ PT/CMC mWPC

Figura 17- Valores de entalpia de desnaturagdo (AHr — J/g) dos trés complexos e da
amostra WPC em pH 6,5.

A complexagdo de sulfato de dextrana, pectato de sddio e pectina com
inibidor de tripsina mostraram que a entalpia de desnaturacdo da proteina no
complexo € sempre menor que a da proteina pura na auséncia de hidrocolodides
(TOLSTOGUZOV, 1998).
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4- CONCLUSOES

A partir das condicoes de pH e concentracdo de CMC utilizados neste
trabalho foi possivel obter dois complexos coacervados ricos em B-Lg, a-La e um
terceiro composto das principais fracées protéicas do soro lacteo (PT/CMC), como
observado nas andlises de eletroforese.

Os complexos sofreram descomplexacdo a medida que se variou o pH do
meio; sendo este resultado maior em pH 2,0; 50 e 6,0. Dentre todos os
complexos, a maior solubilidade de CMC foi obtida pela a-La/CMC em pH 2,0, e a
maxima solubilidade protéica pela -Lg/CMC em pH 2,0 e 6,0.

Através dos resultados das eletroforeses nativas em gel de poliacrilamida,
concluiu-se que os coacervados sao insollveis no pH original do processo de
obtencao, e parcialmente descomplexados ou soluveis de acordo com a variagao
de pH.

A presenca de CMC, mesmo quando ndao complexada a proteina promoveu
uma protecao a desnaturacao térmica protéica. Maiores valores de temperatura de
desnaturacao foram obtidos na faixa de pH de obtengcdo dos complexos, sendo os

melhores resultados expressos pela a-La/CMC em todos os pHs testados.
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ESTUDO DAS PROPRIEDADES FUNCIONAIS DE SOLUBILIDADE,
GELEIFICACAO E VISCOSIDADE APARENTE, DOS COMPLEXOS
PROTEINAS DE SORO DE LEITE-CARBOXIMETILCELULOSE

RESUMO

Neste trabalho foram avaliadas as propriedades hidrofilicas de solubilidade protéica,
geleificagdo e viscosidade aparente de trés complexos coacervados em pH acido de
proteinas do soro de leite com o hidrocoléide carboximetilcelulose (CMC): B-
Lactoglobulina/CMC (B-Lg/CMC), a-Lactoalbumina/CMC (a-La/CMC) e proteinas totais do
soro de leite/CMC (PT/CMC). A porcentagem de solubilidade protéica foi avaliada em
agua e em solugcbées de NaCl (0,1 e 0,5M). Pardmetros de textura e de oscilagdes
dindmicas (reologia) foram realizados em solu¢des a 20% de concentragao em diferentes
valores de pH, para avaliar o desempenho de geleificagcdo das amostras. A viscosidade
aparente dos trés complexos foi analisada em pH 6,0 nas concentragdes de 0,5 e 1 g/mL
de amostra, com o objetivo de estudar seu comportamento reolégico e correlaciona-lo
com outros pardmetros funcionais analisados. Os complexos tiveram a solubilidade
aumentada quando solubilizados com NaCl a 0,5M, com excegéo da amostra a-La/CMC.
Os resultados revelaram que estas amostras se comportam como sélidos viscoelasticos
antes do aquecimento e por isso ndo podem ser caracterizadas como géis, ja que 0s
valores de G’ encontram-se sempre acima de G”. Quanto a viscosidade, os resultados
mostraram que os sobrenadantes das solu¢gdes em pH 6,0 possuem comportamento

pseudoplastico e que os complexos a-La e B-Lg/CMC sao mais viscosos que a PT/CMC.

Palavras-chave: proteinas do soro, solubilidade, coacervacao, geleificacéo e viscosidade

aparente.
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EFFECT OF WHEY PROTEIN-CARBOXYMETHILCELLULOSE
INTERACTION ON FUNCTIONAL PROPERTIES: SOLUBILTY,
GELLING AND APPARENT VISCOSITY BEHAVIOR.

SUMMARY

It was evaluated the hydrophilic properties of solubility, gelling behavior and
apparent viscosity of three complexes: B-lactoglobulin (B-lg/CMC); a-lactoalbumin (o-
La/CMC) and total proteins of milk whey (PT/CMC) interaction results of hydrocolloid-
protein in acid pH. The percentage of protein solubility was evaluated in water and NaCl
(0,1 and 0,5M) solutions. The gelling performance of the samples was evaluated for the
texture and dynamic oscillations (rheology) in solutions of 20% of concentration in different
values of pH. The apparent viscosity of the three complexes was made in pH 6,0 with
concentrations of 0,5 and 1 mg/mL of sample; and to study its rheological behavior it was
related to another functional parameter analyzed. The complexes had their solubility
increased with NaCl 0,5M soluble except for a-La/CMC sample. The obtained results
classified the samples as viscoelastics solids. Before heating they cannot be
characaterized as gels since G” values are always above G’. Related to viscosity the
results showed that the solutions in pH 6,0 presented pseudoplastic behavior and the
complexes section a-La/CMC and B-lg/CMC was more viscous than PT/CMC.

Key-words: whey proteins, solubility, coacervation, gelling behavior, apparent viscosity.
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1- INTRODUCAO

Em certos tipos de reacdo de coacervagdo entre proteinas e
polissacarideos, a solubilidade protéica € reduzida, permitindo desta forma,
recuperar seletivamente as proteinas de uma maneira simples, através de ajuste
de pH seguido de precipitacdo por aplicacdo de forga centrifuga (HIDALGO;
HANSEN, 1971). A solubilidade deste complexo é afetada por alteragées do pH,
adicao de sais e pela razdo entre proteinas e polissacarideos (SCHMITT et al.,
1998).

Tanto proteinas como polissacarideos contribuem para as propriedades
estruturais e de textura de alimentos através de suas propriedades de agregacao
e geleificacdo. A morfologia e as propriedades mecanicas de géis obtidos da
mistura de proteinas e polissacarideos, em um sistema termodinamicamente
incompativel, vai depender primeiro das caracteristicas iniciais do sistema liquido
(sistema de fase Unica ou de duas fases) e da capacidade de geleificacdo dos
polimeros individualmente. Dependera, também, da concentracdo (chamada
critica) de geleificagcdo do sistema, a qual pode estar acima ou abaixo da

capacidade geleificante das gomas (BAEZA et al., 2002)

Numa solu¢ao na qual dois biopolimeros capazes de geleificar encontram-se
em quantidade acima da concentragao critica e ndo ocorre a inversao de fases,
forma-se um sistema homogéneo de gel misto. Porém, se ocorre a separacao de
fases, forma-se uma emulsao do tipo 4gua em agua o que ocasiona a separagcao
de fases do gel (TOSLTOGUZOV, 1997).

As propriedades de um gel podem ser afetadas pela solubilidade da amostra,
e ainda pelo pH, tipo e concentragcdo de sais, agucares e outros componentes
como liquidos e polissacarideos, sendo a concentracdo protéica o fator mais
importante (PILOSOF, 2000).

A coacervacdao de proteinas e polissacarideos pode ser utilizada em
processos de geleificacéo, pelo fato das proteinas garantirem a gelatinizagdo (por
aplicacao de calor e sob condi¢des especificas como de pH e forgca ibnica) mesmo
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que os polissacarideos ndo sejam geleificantes. Dependendo do tipo e da
intensidade das forgas que envolvem a interacdo das proteinas com o solvente,
podem ocorrer fendmenos de agregacao, coagulacdo ou geleificagdo (PILOSOF,
2000).

A viscoelasticidade destes géis pode ser medida através de um redbmetro de
tensdo controlada, com o qual € possivel obter valores de G’, que representa o
mddulo elastico (“Storage modulus”) ou a energia armazenada elasticamente na
sua estrutura, e G” que representa a perda de energia associada ao moédulo
viscoso (“Loss modulus”). Os dois resultados descrevem as propriedades
dindmicas viscoelasticas destes géis (PILOSOF, 2000; SCHMITT, 1998).

Ja o perfil de textura permite correlacionar medidas de analise sensorial do
material geleificado. O ensaio consiste da compressao da amostra duas vezes
seguidas imitando o processo de mastigacdo, avaliando a evolugdo da forca
aplicada pelo texturémetro (PILOSOF, 2000).

Medidas de compressdo uniaxial dos testes, com os géis em faixas
distintas de pHs, permitiram avaliar os parametros de dureza e elasticidade das
amostras. A dureza é definida como forga que se deve aplicar para conseguir uma
deformagéo; e a elasticidade esta relacionada com a altura que o material
recupera entre o final da primeira compressao e o comeco da segunda (PILOSOF,
2000; PUPPO; ANON, 1998).

A capacidade de solubilizacdo de uma determinada amostra influencia
diretamente na viscosidade da solugdo e consequentemente em outras
propriedades funcionais tecnoldgicas, como na capacidade de formar gel. A
viscosidade de uma solugdo de biopolimeros depende primariamente da
concentragao, da extensdo da interacdo entre estes e o solvente, e da estrutura
aerodinamica dos compostos (tamanho, conformacao e flexibilidade da molécula).
A dispersdo de um complexo de proteinas e polissacarideos, ap6s uma separagao
de fases associativa, causa um discreto aumento da viscosidade do sistema. Isto
se deve a maior resisténcia ao fluxo causada pelas particulas dispersas no
sistema (SCHMITT et al., 1998).
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Neste trabalho fez-se um estudo preliminar da solubilidade para correlaciona-
la com as propriedades de formagao de gel e viscosidade. Analisaram-se alguns
parametros de geleificacdo através de medidas de oscilagdo dindmica, dureza e
textura. Foram realizadas analises de viscosidade das solugdes obtidas com os
complexos de proteinas de soro de leite (a-La/CMC, B-Lg/CMC e PT/CMC) com o
hidrocolbide carboximetilcelulose (CMC) em pH 6,0.

2-MATERIAIS E METODOS
2.1- Materiais

Foram obtidos trés complexos coacervados de proteinas do soro de leite com
polissacarideo. Para tal, utilizou-se o polissacarideo carboximetilcelulose (CMC)
em pH acido (INDUSKOL — G3000, Denver-Cotia Industria e Comércio Ltda. -SP),
com grau de substituicao (DS) de 0,65 - 0,85, de alta viscosidade. O soro de leite
proveniente da fabricagdo do queijo tipo “minas frescal” foi doado por uma
industria da regiao de Espirito Santo do Pinhal (SP).

Os complexos B-lactoglobulina/CMC (pH 4,0) e a-lactoalbumina/CMC (pH
3,2) foram obtidos apds centrifugacdo segundo a metodologia descrita por
Hidalgo; Hansen (1971) com algumas modificacdes. Ja o complexo de proteinas
totais/CMC (pH 3,0) foi obtido de acordo com a metodologia descrita por Hansen;
Hidalgo; Gould (1971). Todo processamento foi realizado em escala piloto.

2.2- Métodos
2.2.1- Solubilidade de proteinas em funcao da forca idnica.

Realizaram-se estudos preliminares da porcentagem de solubilidade protéica
(%SP) dos trés complexos em diferentes valores de forca iénica (NaCl 0,0; 0,1 e
0,5M) a 1% de concentracao de proteinas, segundo a metodologia descrita por
Morr et al. (1985). A solubilidade de proteinas nos sobrenadantes foi determinada
por micro-Kjeldahl (AOAC, 1990), e calculada segundo a equacgao abaixo:
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% SP* = Concentracdo de proteina no sobrenadante (mg/ml) x vol inicial de solucdo (mL) x 100

Peso da amostra (mg) x Concentrac&o inicial de proteina da amostra (%)
100

Obs: * Solubilidade Protéica

2.2.2- Solubilidade das proteinas e de CMC em funcao do pH

Com a finalidade de avaliar a influéncia do pH na estabilidade dos
complexos, foram realizadas determinac¢des de porcentagem de proteinas e CMC
soluveis (mg/100mL) nos sobrenadantes das amostras apds centrifugacdo. Os
complexos em concentracdes de 1 mg/ml e nos valores de pH de 2,0; 3,0; 4,0; 5,0
e 6,0, foram solubilizados a temperatura ambiente por 30 minutos € em seguida
centrifugados a 13.000 rpm, por 30 minutos (Centifuga.RC5C da marca Sorvall
Instruments — DuPont) para obter somente os carboidratos e proteinas soluveis.

Para determinar a porcentagem (%) de proteina soluvel utilizou-se 0 método
micro-Kjeldahl, e a concentragcdo de proteinas soluveis nos sobrenadantes foi

calculada pela diferenga da quantidade de proteinas iniciais presentes na solugéo.

A quantidade de CMC soluvel (mg/100mL) foi determinada segundo o
método colorimétrico descrito por Hodge; Hofreiter (1962). Tomou-se 0,5 mL do
sobrenadante em diferentes diluicées, acrescentou-se 0,5 mL de fenol a 5%, e por
altimo 2,5 mL de acido sulfurico concentrado. Ap6s 30 minutos, foram feitas
leituras a 480 nm em espectrofotdmetro (Spectrophotometer Beckman, Du-70).

2.2.3- Geleificacao
2.2.3.1- Preparo dos géis

Foram preparadas solucbes a 20% de concentragdo, lentamente
homogeneizadas com uma bagueta de vidro por 30 minutos, em temperatura
ambiente. Devido a alta viscosidade das amostras, o valor final do pH foi
monitorado por um pHmetro com eletrodo de ponta (Mettler Delta 320).
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Uma aliquota de 10 mL da dispersao foi transferida para tubos de ensaio
com as paredes internas levemente impregnadas com silicone. Em seguida foram
aquecidos em banho seco (Thermolyne — Dri Bath) a 90°C por 45 minutos e

resfriados a 4°C por 24 hs.
2.2.3.2- Medidas de oscilacoes mecéanicas (Reometria)

Utilizando as mesmas dispersdes a 20% de concentragdo (para preparacao
dos géis) nos pHs 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0, realizaram-se testes de medidas de
oscilacao dinamica (reometria — Varredura de Frequéncia). As medidas de
oscilacdo mecanica foram realizadas no equipamento Modular Compact
Rheometer (Phaar Physica MCR 300), utlizando os seguintes parametros:
geometria de ponta - PP 30 mm/segundos, com diametro de 29,95 mm, 16
micrometros de concentricidade e 7 micrometros de paralelidade. Para anélises
dos reogramas gerados utilizou-se o programa de analises do préprio
equipamento (US 200 V2.21). As solugbes a temperatura ambiente (25°C) foram
colocadas sobre o prato do re6metro, e a temperatura durante as corridas foram
controladas através do Sistema Peltier (Viscotherm VT2, Phaar Physica).

A duracao das corridas foi de 40 minutos no total, sendo 30 minutos de
aquecimento de 25°C a 90°C e 10 minutos para o resfriamento de 90°C a 5°C. A
temperatura na qual o médulo elastico e o viscoso (G’'e G”) se sobrepdem foi
estabelecida como temperatura de formacao do gel. A partir dos valores de G’e
G”, calculou-se a tangente de delta (Tang §), a qual indica o carater da estrutura

geleificada (mais ou menos sélido).

Para estudar o carater viscoelastico da estrutura antes do aquecimento e
depois do aquecimento e resfriamento (90-25°C) utilizou-se a Varredura de
FreqUéncia (“Barrido de Frecuencia”).

2.2.3.3- Avaliacao e Caracterizacao estrutural dos géis

Neste estudo utilizou-se o equipamento texturémetro TA-XT2i (Stable Micro

Systems) para analise dos perfis de dureza e elasticidade dos géis. Os géis, apos

88



Capitulo 3

resfriamento (4°C por 24 horas), foram cuidadosamente desmoldados e a partir da
regiao mediana foram retiradas amostras contendo 19 mm de diametro e 1 cm de
altura para cada tubo. Estas amostras foram colocadas no TA-XT2i e comprimidas
utilizando uma ponta de prova cilindrica de aluminio de 36 mm de didmetro
(P/36R), a 30% de sua altura original, numa velocidade de deformacéo de 0,5
mm/segundos. A amostra foi submetida a 2 ciclos de compressao, sendo o tempo

de espera entre a compressao e a expansao de 5 segundos (BAEZA, 2003).

Utilizou-se o software do equipamento (Texture Expert Exceed) para obter, a
partir das curvas de forca em fungdo do tempo, os parametros de dureza (pico
maximo de forca aplicada durante a primeira compresséao) e elasticidade (relagao
entre a recuperagao da altura da amostra entre o final da primeira compressao e o

comego da segunda).
2.2.4- Viscosidade aparente

Os complexos foram solubilizados em agua destilada, a temperatura
ambiente, nas concentragdes de 0,5 e 1,0%. O pH foi ajustado para 6,0 (NaOH 2N

ou 0,1N) e mantidas sob agitacdo por 30 minutos.

As solucdes foram centrifugadas a 2000 rpm por 2 minutos para evitar que
bolhas de ar e particulas em suspensao interferissem nas leituras. Foram
transferidos 3,5 mL de sobrenadante coletadas com pipeta volumétrica para o
cilindro de parede dupla de acrilico com raio de 21,96 mm. As corridas foram
realizadas no RebGmetro de Tensdo Controlada (Carri-Med Rheometer - TA
Instruments — CSL 2 -500).

A curva de escoamento foi tracada utilizando uma taxa de deformacéo de O-
100 s”'. Para obter a viscosidade aparente das solugdes o intervalo de tensdo
utilizado foi de 0,15 a 1,5 Pa para as solugdes a 0,5% e de 0,15 a 2,5 Pa, para
1,0%.

89



Capitulo 3

2.2.4.1- Modelagem e obtencao dos parametros

Para ajuste dos pontos experimentais das curvas de escoamento foram
realizados célculos utilizando os modelos com trés parametros (Herschel —
Bulkley) e com dois parametros (Lei de Poténcia — fluido pseudoplastico ou

dilatante), utilizando o programa Excel através de regressao nao linear.

A classificacdo do modelo foi realizada a partir dos parametros calculados de
indice de consisténcia (K), indice de comportamento do fluido (n) e valores de
coeficiente de correlacéo linear (R?) e de qui-quadrado (X?). Maiores valores de R?
e menores de X? indicam melhor ajuste da curva em relagdo aos modelos
calculados. Na Tabela 1 encontram-se os valores utilizados como parametros para
justificar os modelos calculados.

Tabela 1- Parametros utilizados para classificacdo dos modelos obtidos a partir
das curvas de escoamento (Herschel-Bulkley, Newtoniano, Lei de Poténcia -Fluido

Pseudopléstico e Dilatante).

Classificacao

Do Fluido Equacao Constitutiva Go K n Exemplos Tipicos
Herschel — Bulkley 6=+ k() 50 >0 O<n<e 1St pelxeprggzgo, pasta uva
. Agua, leite, mel, suco de fruta
Newtoniano c=k(y 0 >0 1 clarificado.
- n Puré de banana, suco
Pseudopléstico o= k(y) 0 >0 O<n«<t concentrado de laranja.
Dilatante o=k (" 0 >0 1<n<o Suspensao ;?Iézde amido de

* Fonte: STEFFE, J.F. (1996).

3- RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1- Solubilidade

Os resultados de solubilidade protéica em fungao da forca ibnica revelaram
que a solubilidade das amostras foi maior com o aumento da concentracdo de
NaCl na solugéo (Tabela 2), com exce¢éao da a-La/CMC. A amostra de B-Lg/CMC

teve a solubilidade aumentada em aproximadamente 60% em NaCl 0,5M,
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enquanto a de PT/CMC aumentou-se em 45%. Ja o complexo a-La/CMC
apresentou um comportamento diferenciado, ou seja, nao apresentou aumento da
%SP quando a concentragdo de NaCl passou de 0 a 0,1 M, sendo esta de 6,37
para 6,6%SP, respectivamente. Porém, este valor foi reduzido ao ser solubilizado
em NaCl 0,5M (2,63%SP).

Tabela 2— Porcentagem de Solubilidade Protéica (%SP) dos trés complexos em pH
original das amostras (NaCl 0 M) e em de NaCl com diferentes concentragoes.

%SP
Amostras NaCIO M NaCl 0,1M NaCl 0,5M
B-Lg/CMC 3.04 +0.05 4.40 +0.25 63.46 + 0.9
o-La/CMC 6.37 £ 0.02 6.57+0.10 2.63+0.06
PT/CMC 2.93 +£0.02 3.53 £ 0.006 48.81 +0.36

Tem sido verificado que as globulinas reagem de maneira muito particular
com relagdo a solubilidade frente as variagées de forgca ibnica. O complexo o-
La/CMC na presenca de NaCl 0,5M apresentou um comportamento inverso as
demais, o qual pode indicar a baixa disponibilidade da molécula para se ligar a
agua, apresentando um fenémeno de “salting out”, no qual proteinas e ions
salinos competem pela agua, levando a maior interacdo entre proteinas-proteinas
reduzindo a solubilidade (PACHECO, 1996). Cabe ressaltar que a a-La apresenta
4 pontes dissulfetos intermoleculares que conferem a proteina uma estrutura

bastante compacta .

Em um estudo comparando a solubilidade da B-Lactoglobulina com
diferentes tipos de concentrados de soro de leite comercial em pH 4,6, apenas a
proteina isolada apresentou 100% de solubilidade (de WIT, 1998). Neste mesmo
valor de pH as proteinas totais do concentrado protéico de soro a 25°C
apresentaram cerca de 84% de solubilidade protéica (PACHECO; AMAYA-
FARFAN; SGARBIERI, 2002).
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Mudancas de pH do meio afetam a conformacdo da maior parte das
proteinas do soro de leite, e isso podem implicar em alteragcdes na solubilidade e
outras propriedades funcionais (de WIT; KLARENBEEK, 1984).

Durante o processo de coacervagdao complexa ocorre uma perda da
entropia intrinseca devido a deplecdo dos segmentos aniénicos do polissacarideo
junto as proteinas (SCHMITT et al., 1998). Desta forma ocorre precipitacdo pela
diminuicdo da solubilidade protéica (HIDALGO; HANSEN, 1971).

Desta maneira, pode-se afirmar que o processo utilizado neste trabalho
resultou na obtengdo de complexos de baixa solubilidade, que por sua vez foram
precipitados por aplicacdo de forca centrifuga. Esta baixa solubilidade das
proteinas que compdem as amostras pode ser observada na baixa porcentagem
de solubilidade protéica em pH original dos complexos (4,0 - B-Lg/CMC; 3,2 - a-
La/CMC e 3,0 - PT/CMC).

Estudos realizados pela técnica de complexacdo de polissacarideos
aniénicos com leguminosas, na razao de 1:1 (proteina : polissacarideo), a
incorporagao de 0,4M de NaCl ocasionou o rompimento do complexo, verificada
através de sistemas de sedimentograma e termograma. Esta andlise permitiu

confirmar a natureza eletrostatica do complexo (TOLSTOGUZQOV, 1991).
3.2- Solubilidade das proteinas e de CMC em funcao do pH

De modo geral os resultados mostraram que em pH original de formagéao dos
complexos (4,0 - B-Lg/CMC; 3,2 - a-La/CMC e 3,0 — PT/CMC) as amostras
apresentaram menor solubilidades de proteinas e de CMC. No entanto, quando o
pH do meio foi alterado para valores na faixa de 2,0 e entre 5,0 e 6,0, ocorreu uma
dissociacdo do complexo e a porcentagem de solubilidade dos biopolimeros oi

maior (Figuras 1 e 2).

A amostra PT/CMC apresentou menores valores de solubilidade protéica e
de carboidrato, quando comparados os valores com os de B-Lg/CMC e de a-
La/CMC.
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Figura 1- Concentragcao de proteinas soluvel (mg/mL) em sobrenadantes obtidos a partir
de solugdes a Tmg/mL de amostra (B-Lg/CMC, a-La/CMC e PT/CMC) variando o pH (2,0-
6,0).
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Figura 2- Concentragdo de CMC soluvel (mg/mL) em sobrenadantes obtidos a partir de
solugdes a Tmg/mL de amostra (3-Lg/CMC, a-La/CMC e PT/CMC) variando o pH (2,0-
6,0).

O complexo a-La/CMC apresentou aproximadamente 45% de solubilidade da
CMC em pH original (3,2). Isto indica que parte da goma encontra-se unida e
soluvel, formando um sistema em que proteinas e polissacarideos estdao co-
soluveis no meio.

As mudangas no pH, na forga i6nica e/ou na viscosidade podem ser
favoraveis nos resultados de outras propriedades funcionais. A reologia de uma
dispersao protéica depende do volume hidrodinamico, do tamanho ou forma, da



Capitulo 3

94



Capitulo 3

concentracdo das particulas dispersas e ainda da natureza e for¢a de interagéo
que ha entre as particulas e a solugao (PACHECO; SGARBIERI, 1998).

3.3- Geleificacao

Neste estudo foi possivel avaliar os resultados de textura e de
viscoelasticidade de géis preparados a 20% de concentracdo como 0s trés

precipitados coacervados em diferentes valores de pH.

Optou-se por trabalhar em pH 5,0 - 5,5, pois em estudos preliminares foi
observado que a variacdo de pH (3,0; 4,0; 5,0 e 6,0) ndo influenciou nos
resultados obtidos para a formagéao de gel, conforme observado com os dados de

oscilagcado mecanica (valores de G’e G”), para todos os complexos analisados.
3.3.1- Medidas de oscilacao mecanica dos géis (Reometria)

Através do reograma de varredura de freqiéncia (Figura 3), observou-se que
numa concentracao de 20%, e em pH 5,0 a amostra a-La/CMC nao desenvolveu
uma estrutura de gel. Pode-se observar que nesta condi¢do, a amostra ja tem um
carater de sdlido viscoelastico antes do aquecimento, uma vez que G’ apresentou
aproximadamente uma ordem maior que G” em toda a faixa de freqiéncia
(CLARK, 1991).
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Figura 3- Varredura de freqiiéncia da amostra o-La/CMC em pH 5,0 a 25°C.
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Observa-se na Figura 4 que G’ apresenta valores superiores a G” desde o
inicio da corrida, sendo tang 9, préximo a 0,2. Estes valores levam a concluir que
este sistema apresentou inicialmente um carater viscoelastico. Logo apos
aquecimento a 90°C e resfriamento até 25°C ndo se observa uma variagdo
significativa dos médulos e nem da tangente delta. Deste modo, pode-se dizer que
a amostra de a-La/CMC, em pH 5,0, ndo desenvolve uma estrutura de gel durante

a aplicacao de calor.
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Figura 4- Varredura de frequéncia da amostra a-La/CMC em pH 5,0, depois de aquecida
a 90°C e resfriada até 25°C.

O comportamento da amostra B-Lg/CMC em pH 5,5 pode ser visualizado nas
Figuras 5 e 6. Antes de aquecer (25°C), a varredura de freqiiéncia mostra que os
valores de G’ sdo aproximadamente iguais aos de G”, e a tang ¢ = 0,7-0,8, o que
demonstra que a B-Lg/CMC ndo é um gel e nem um sélido (Figura 5). Porém,
quando aquecida e em seguida resfriada (90°C para 25°C) os valores de G’
aumentaram muito e resultaram em valores muito maiores que G”, de tal forma
que tang o tém valor de 0,25 , o que indica que se formou um sélido viscoelastico
(Figura 6).

Assim, em todos 0s casos, os valores de G’ sdo maiores que de G”, 0 que

resulta em valores de Tang 6 de 0,2-0,3. Deste modo, pode-se dizer que o
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complexo B-lg/CMC desenvolveu um carater de estrutura soélida durante o

processo de aguecimento, porém nao formou um gel caracteristico (G' > G”).
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Figura 5- Varredura de freqiiéncia da amostra f-Lg/CMC em pH 5,5, a 25°C.
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Figura 6- Varredura de freqiéncia da amostra 3-Lg/CMC em pH 5,5, depois de aquecida

a 90°C e resfriada

até 25°C.

Quando um sistema inicialmente fluido (G" > G') é submetido ao calor e

ocorre um cruzamento do dois médulos e G’ passa a ser maior que G”, significa

que a estrutura de gel foi formado (PILOSOF, 2000). No entanto, através dos

diagramas (Figuras 3, 4, 5 e 6) nota-se que os mddulos elastico e viscoso nao se
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cruzam em nenhum momento, e G’ apresenta valores maiores que G’ a

temperatura ambiente.

O complexo PT/CMC obteve resultados similares aos da a-La/CMC quando
analisados os reogramas de varredura de freqiiéncia em pH 5,5.

Na Figura 7 observa-se a aparéncia visual dos sistemas a 20% de
concentragdo em pH 5,0 antes e depois do aquecimento. Observa-se que o
complexo de B-Lg/CMC desenvolve uma estrutura sélida com o aquecimento,
enquanto a o-La/CMC ndo se modifica, similarmente @ PT/CMC. Em todos os
casos foram obtidos sistemas com particulas ndo homogéneas e visiveis, apds o

aquecimento e resfriamento.

B-Lg/CMC

Antes doaquecimento Gé1S desmo

ao-La/CMC
P

Antes d@ aquecimento Ge€is desmoldado

PT/CMC

Antes dofaquecimento - Géis desmoldados

Figura 7- Fotos ilustrativas dos géis formados em pH 5,0 a 20% de concentragdo com o0s
complexos B-Lg/CMC (A), a-La/CMC (B) e PT/CMC (C), antes e depois do processo de

aquecimento (90°C/45 min) e resfriamento (£4°C).
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3.3.2- Avaliacao e Caracterizacao estrutural dos géis

A Figura 8 exibe os resultados de dureza obtidos com os géis dos trés
complexos em pH de obtencao (4,0 - B-Lg/CMC; 3,2 - a-La/CMC e 3,0 — PT/CMC)
e em pH 5,0. Os resultados indicaram que em pH original de obtencao dos
coacervados, as amostras de PT/CMC e p-Lg/CMC ndo formam géis
desmoldaveis e por isso os valores de dureza (Figura 8) e elasticidade (Figura 9)
sdo iguais a zero. Entretanto, em pH 5,0 todos formaram um gel desmoldavel e
com caracteristica de elasticidade.

A amostra a-La/CMC foi a que apresentou, em valores absolutos, maior
dureza e a unica que em pH original (3,2) formou uma estrutura desmoldavel. Isto
mostra que este complexo apresentou uma grande capacidade de absorcdo e
retencdo de 4agua, resultando em uma aglomeracdo de particulas de estrutura
solida e carater eléstico

Os valores de elasticidade a pH 5 sao similares para todos os complexos
(Figura 9). Valores de elasticidade préximos a 1,0 podem indicar que a
recuperagcao da altura original (proximos de 100%) ocorre logo apds a

compressao.

70 -
60 -
50 -
40 T

Dureza (N)

20 -
10 A

pH original (3,2) pH5

‘ O Beta-Lg/CMC O Alfa-La/CMC m PT/CMC

Figura 8- Valores de Dureza (N) dos géis de a-La/CMC, B-Lg/CMC e PT/CMC em funcao
do pH.
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Figura 9- Valores de Elasticidade (N) dos géis de a-La/CMC, B-Lg/CMC e PT/CMC em
funcéo do pH.

Estudos realizados com proteinas do soro lacteo demonstraram que estas
apresentam elevada capacidade de geleificacdo, formando géis estaveis apos
aquecimento entre 70-90°C (MORR; HA, 1993).

Quando as proteinas do soro estdo complexadas com polissacarideos,
ocorre uma modificacdo estrutural em funcdo das zonas de unido entre os
biopolimeros, modificando tanto suas caracteristicas hidrofilicas como
hidrofébicas. A formagdo das zonas de unido, provavelmente, bloqueiam
segmentos protéicos que participariam da agregacao necessaria para a formagao
de rede durante a geleificagdo. Desta forma, sua capacidade geleificante torna-se
reduzida (TOLSTOGUZOV, 1998). Mann; Malick (1996), concluiram que
complexos de CMC com concentrado protéico de soro de leite (CPS) produzem
géis fracos e frageis, os quais ndao puderam ser seccionados e avaliados quanto

ao perfil de textura nas condigdes testadas.
3.4- Viscosidade aparente
3.4.1- Modelagem e obtencao dos parametros reolégicos

Foram realizados calculos para modelagem e obtencdo dos parametros

reolégicos das amostras em duas concentragdes (0,5 e 1,0%) e pH 6,0. Este valor
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de pH foi escolhido, pois as solugbes preparadas em pH acima de 5,0
apresentaram um comportamento aparentemente mais viscoso e homogéneo que
nas demais condicées. Em valores de pH de 3,0 a 4,0 a solubilidade dos
complexos foi minima apresentando muitas particulas em suspensao (Figuras 1 e
2).

3.4.1.1- Curvas de escoamento e calculos dos modelos reoloégicos

O ajuste das curvas de escoamento (tensdo de cisalhamento x taxa de
deformacéao) esta representado nas Figuras 10, 11 e 12, obtidas a 0,5 e 1,0% de
concentragao e pH 6,0 para todas as amostras.
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O Beta-Lg/CMC X Alfa-La/CMC

Figura 10- Curva de escoamento (tensdo de cisalhamento x taxa de deformacao) das
amostras B-Lg/CMC e a-La/CMC a 0,5% e em pH 6,0.
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0,5 - A

Tensao de cisalhamento (Pa)

0 50 100 150 200

Taxa de deformacao (1/s)

A PT/CMC

Figura 11- Curva de escoamento (tensdo de cisalhamento x taxa de deformacao) da
amostra PT/CMC a 0,5% e em pH 6,0.
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Figura 12- Curva de escoamento (tensdo de cisalhamento x taxa de deformacao) das
amostras 3-Lg/CMC, a-La/CMC e PT/CMC a 1,0% e em pH 6,0.

Nas Tabelas 3, 4 e 5 estdo representados os resultados dos ajustes dos
parametros de controle para os modelos Herschel — Bulkley (HB) e Lei de Poténcia
(LP) das amostras a-La/CMC, B-Lg/CMC e PT/CMC, respectivamente.
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Observando os valores de X2 e R? pode-se concluir que o modelo que melhor
se ajustou foi o de Lei de poténcia (LP), para a amostra a-La/CMC (Tabela 3), pois
a 0,5 e a 1,0% de concentragdo foram obtidos os menores valores de X? e
maiores de coeficiente de regressao linear (R?). Neste caso, esta amostra pode
ser classificada como um fluido pseudoplastico, pois os valores de n estdo entre
umezero (0O<n<1).

Tabela 3- Valores obtidos a partir dos calculos de modelo reolégico para a amostra o-
La/CMC, a 0,5 e 1,0% de concentragdo em pH 6,0.

Amostras
o-La/CMC 0,5% o-La/CMC 1,0%
Parametros LP HB LP HB

Co - -0.024 - 0.031
K (Pa.s") 0.0297 0.034 0.0702 0.1145

n 0.77 0.74 0.76 0.62

X? 0.002 0.002 0.005 0.743

R’ 0.9997 0.9996 0.9997 0.9972

Em relacdo a B-Lg/CMC (Tabela 4), apesar de apresentar maior coeficiente
de regressao linear (R?) para o modelo HB, a 1,0% de concentragdo, observou-se
que o valor de tenséao inicial € negativo, o que indica um erro no ajuste deste
modelo. Para que um fluido ou material plastico seja classificado como Herschel-
Burkley € necessario que apresente uma tensao inicial residual (cp) (STEFFE,
1996). Desta forma, pode-se dizer que o modelo que melhor se ajusta para esta
amostra também é o de Lei de poténcia, que ndo possui tensao residual.
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Tabela 4- Valores obtidos a partir dos céalculos de modelo reoldgico para a amostra -
Lg/CMC a 0,5 e 1,0% de concentracdo em pH 6,0.

Amostras
B-Lg/CMC 0,5% B-Lg/CMC 1,0%
Parametros LP HB LP HB

Go - 0.018 - -0.06
K (Pa.s") 0.0509 0.0461 0.059 0.0737

n 0.69 0.71 0.77 0.73

X? 0.0085 0.0082 0.1119 0.0063

R? 0.9986 0.9985 0.9994 0.9996

Com a PT/CMC o modelo que melhor se ajustou aos dados também foi o de
Lei de poténcia, conforme os resultados da Tabela 5. Através dele foram obtidos
maiores valores de R? e menores de X2. Apesar dos resultados destes parametros
serem similares para o modelo HB, observa-se que os valores de tens&o residual
(cp) calculados foram negativos, indicando o ndo ajuste do modelo para este
parametro. Portanto, os resultados obtidos mostram que esta solucao tem carater

de um fluido pseudoplastico.

Tabela 5- Valores obtidos a partir dos célculos de modelo reolégico para a amostra
PT/CMC a 0,5 e 1,0% de concentragédo em pH 6,0.

Amostras
PT/CMC 0,5% PT/CMC 1,0%

Parametros LP HB LP HB
Co - -0.4834 - -0.025
K (Pa.s") 0.0043 0.0693 0.0051 0.0069

n 0.89 0.50 0.94 0.88
X 0.010 0.1209 0.0014 0.0011
R’ 0.9983 0.9817 0.9974 0.9973
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No geral todas as solugdes apresentaram caracteristica de fluido
pseudoplastico. Esta afirmacdo é confirmada a partir dos valores de indice de
comportamento do fluido (n), citados na Tabela 2. Neste caso, os valores devem
estar entre zeroeum (0 <n < 1).

3.4.2 - Curvas de viscosidade aparente em funcao da taxa de
deformacao

Os graficos representados pelas Figuras 13 e 14 mostram as curvas
comparativas da viscosidade aparente (Pa.s) versus taxa de deformagéao (1/s).

Observa-se que a 0,5% a amostra B-Lg/CMC apresentou valores mais altos
de viscosidade, enquanto a PT/CMC é a menos viscosa (Figura 13). Deve-se
ressaltar que a amostra de PT/CMC é a que permanece com maior nimero de
agregados insoluveis mesmo apos a solubilizacao por 30 minutos. Estes dados se
correlacionam com os resultados de solubilidade protéica e de CMC em diferentes
valores de pH. Nas Figuras 1 e 2 observa-se que este complexo (PT/CMC) obteve
menores porcentagens de solubilidade de proteinas e de carboidratos
comparando com as outras duas amostras.

0.1

0,01 |

Viscosidade (Pa.s)

0,001 ey ey
1 10 100 1000
Taxa de deformacao (s-1)

o Beta-Lg/CMC X Alfa-La/CMC A PT/CMC

Figura 13- Curvas comparativas da viscosidade aparente x taxa de deformacao, das
solugdes dos trés complexos a 0,5% de concentragao em pH 6,0.
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De modo geral, com todas as solugées de complexos, ao aumentar a taxa
de deformacao, a viscosidade do sistema diminuiu. Em um estudo observou-se
que solugdes de concentrados de soja, obtidos por diferentes tipos de
processamentos, em trés concentragcbes e em pH 7,0, apresentaram
comportamento caracteristico de um fluido pseudoplatico. Nesta situagdo a taxa
de tensdo é inversamente proporcional a taxa de deformacdo (PACHECO;

SGARBIERI, 1998), como ocorreu com as amostras testadas neste estudo.

Solugcdes de CMC apresentam pseudoplasticidade porque sua cadeia tende
a se orientar em direcao ao fluxo a medida que se aumenta a forca ou a tensao
aplicadas. Assim a viscosidade ou a resisténcia ao fluxo é drasticamente reduzida
(FEDDERSEN; THORP, 1993).

A Figura 14 mostra os resultados a 1,0% de concentracdo da solugao.
Apesar dos valores de a-La/CMC parecerem maiores que da B-Lg/CMC, esta
diferenca € muito pequena. Neste caso, 0s valores iniciais de viscosidade
aparente da PT/CMC sdo menores que os valores finais dos precipitados [3-
Lg/CMC e a-La/CMC.

0,1

0,01

Viscosidade (Pa.s)

0,001 ‘ Ly ey
1 10 100 1000
Taxa de deformacao (1/s)

O Beta-Lg/CMC X Alfa-La/CMC APT/CMC

Figura 14- Curvas comparativas da viscosidade aparente x taxa de deformagdo das
solugdes dos trés complexos a 1,0% de concentragdo em pH 6,0.
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Ao correlacionar a quantidade de proteina e CMC soluvel (Figuras 2 e 3)
com as medidas de viscosidade (Figuras 13 e 14) pode-se dizer que as amostra
de o-La/CMC e B-Lg/CMC apresentaram maiores valores de viscosidade em
concentragdo de 1,0 e de 0,5%, e resultaram em valores sempre acima dos
valores obtidos com a PT/CMC, tanto para a viscosidade como para as
concentracdes de proteinas e polissacarideos soluveis.

Ao elevar o valor de pH de obtengdo dos complexos para 6,0, observou-se
que ocorreu uma maior solubilizagdo da CMC para todas as amostras quando
comparados os resultados em pH original de formagdo dos complexos, sendo o
valor mais reduzido da PT/CMC (Figuras 2 e 3). A viscosidade medida nestes
sistemas pode ser justificada pelo fato de que uma dispersédo polissacaridica em
geral € mais viscosa que a de proteinas, por isso a concentragdo de gomas
modifica a textura do meio (SCHIMITT et al., 1998).

Ainda que em pH 2,0, as proteinas e o polissacarideo possam ser
solubilizados (Figuras 2 e 3), nesta condicao, a solucdo de CMC apresenta uma
viscosidade reduzida (FEDDERSEN; THORP, 1993). Como verificado
anteriormente, ocorre uma descomplexacao parcial da CMC nesta condicao, e
apenas uma fracdo dos hidrocolbides permanece livre na solucéo.

Faz-se necessario retomar o conceito de que ao elevar o pH para 6,0
(acima do ponto isoelétrico - pl - das proteinas do soro) o aumento das cargas
negativas reduz a atracdo entre proteinas e hidrocoléides pela inibicdo da
interacdo dos grupos positivamente carregados das proteinas com as cargas
negativas da CMC. Nestas condigdes pode ocorrer uma descomplexagao parcial
dos polimeros, facilitando o aumento da viscosidade da solu¢do (DICKINSON,
2003).

4- CONCLUSOES

A partir das andlises de solubilidade protéica pode-se afirmar que a adicao
de NaCl (0,5M) alterou a estrutura do complexo e promoveu aumento da interagéo

com o solvente, exceto para a a-La/CMC.
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A variacdo do pH (2,0 a 6,0) das solucbées de a-La/CMC, B-Lg/CMC e
PT/CMC revelou que a quantidade de proteinas e de CMC soluvel no
sobrenadante foi menor em valores iguais ou proximos aos de obtengdo dos
coacervados (3,0; 3,2 e 4,0).

Em relacdo a geleificagéo verificou-se que em concentragdes de 20% de
complexo as amostras nao formaram um gel caracteristico, pois os valores da fase

sélida (G’) foram sempre maiores que de G” (fase liquida).

Através de medidas em redmetro, observou-se que o0 comportamento
geleificante néo foi afetado pela mudanga de pH. Nos valores de pH de obtengéo

dos coacervados a unica amostra que formou gel desmoldavel foi a a-La/CMC.

As andlises de viscosidade aparente indicaram que a amostra PT/CMC
apresentou menor viscosidade. Todas as amostras se caracterizaram como um

fluido pseudoplastico.
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ESTUDO DAS PROPRIEDADES FUNCIONAIS DE SUPERFICIE:

FORMAGCAO DE ESPUMAS E ESTABILIDADE DE EMULSOES

PREPARADAS COM OS COMPLEXOS B-Lg/CMC, a-La/CMC e
PT/CMC

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades de superficie de trés complexos
obtidos por coacervagdo com carboximetilcelulose (CMC) em pH &cido: (-
Lactoglobulina/CMC (B-Lg/CMC), a-Lactoalbumina/CMC (a-La/CMC) e proteinas totais do
soro de leite/CMC (PT/CMC). As propriedades espumantes foram estudadas pela técnica
de batimento utilizando um homogeinizador de hélice. Com o objetivo de avaliar a
capacidade espumante e a estabilidade da espuma foram analisadas medidas do volume
de espuma formado, tempo médio de drenagem e tempo para colapsar 10% do volume
total espumado. Para avaliar a influéncia do pH e da concentracéo salina na formagéao de
espuma, empregou-se a metodologia de superficie de resposta, com o desenho
experimental 22 incluindo os pontos centrais e axiais. Ja as propriedades emulsificantes,
foram analisadas através de medidas de “Baccker Scattering”, com a qual se fez uma
estimativa do namero e distribuicdo das gotas da emulsao, obtendo assim, valores de
constante de cremado, de “Back-Scattering” e porcentagem de coalescéncia. As variaveis
estudadas foram pH (2,0, original de obtengcdo dos complexos e 6,0) e concentragdo de
amostra (1,0; 2,5 e 5,0 mg/mL). Os resultados mostraram que a capacidade espumante
foi melhor em pH &cido para todas as amostras. Em pH 6,0 houve menor volume de
espuma, porém maior estabilidade. Ocorreu uma interacdo positiva entre as variaveis pH
e NaCl para a porcentagem de volume de espuma com as amostras a-La/CMC e B-
Lg/CMC. Em relacdo as emulsdes, a colascéncia s foi observada em pH original para
todas as amostras, sendo mais expressiva para o complexo PT/CMC.

Palavras chave: proteinas do soro, coacervacao, espuma, emulsao, carboximetilcelulose.
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STUDY OF SURFACE FUNCTIONAL PROPERTIES: FOAM
FORMATION AND EMULSION STABILITY WITH THE COMPLEXES

B-Lg/CMC, a-La/CMC AND MILK WHEY TOTAL PROTEIN/CMC.

SUMMARY

This study aimed to evaluate the surface properties of three complexes: (-
lactoglobulina/CMC (B-Lg/CMC), a-lactoalbumin/CMC (a-La/CMC) and, milk whey total
protein (PT/CMC) trough coacervation with carboxymetyl-cellulose (CMC) in acid pH. The
foaming properties were studied trough beating technique with a homogeneous helix. The
objective was to evaluate the foam capacity and stability measuring the foam formed
volume, draining average time and collapsed time of 10% of the bubbled total volume. It
was used methodology of replying with experimental draw 2° | including central and axial
points, to analyze the effects of variables such as pH and saline concentration on the
foaming formation. Emulsifiers properties were analyzed trough Baccker Scattering
measures and it was estimated the number and distribution of the emulsion drops; and
thus, one could get the values of Back-Scattering and coacervation percentage. The used
variables were pH (values of 2.0, original of sample — 4,0 for B-Lg/CMC; 3,2 for a-La/CMC
and 3,0 for PT/CMC, and 6.0) and sample concentration (1.0; 2.5 and 5.0 mg/mL). The
results presented foam capacity better in acid pH. In pH 6.0 had reduced volume but
higher stability time. The presence of NaCl interacts with pH and interferes in a distinct
way for each sample with an increased the percentage of bubbled volume. Related to
emulsion the stability was higher for 5mg/mL concentrations and in pH 6,0. However, the
coalescence itself was observed for all the samples in original pH and, was expressive for
PT/CMC complex.

Key words: whey proteins, coacervation, foam, emulsion, carboxymetyl-cellulose
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1- INTRODUCAO

As proteinas sao conhecidas por suas propriedades emulsificantes e
espumantes enquanto os polissacarideos por suas propriedades de absorcao de
agua e agente espessante. Essas propriedades podem ser modificadas tanto pela
estrutura quimica dos biopolimeros como pela sensibilidade as condi¢coes
extrinsecas do meio (temperatura, estado vitreo) ou da solugéo (pH, forga ibnica,

presenca de outros ions e/ou outras substancias) (DICKINSON, 2003).

A caracteristica de solubilidade de uma amostra interfere diretamente na sua
capacidade de exercer propriedades interfasicas. Em uma mistura de biopolimeros
como proteinas e polissacarideos, esta propriedade hidrofilica pode ser
modificada através de variacdes de forca ibnica, pH e relacdo estequiométrica
entre os polimeros. Desta maneira, a capacidade de formagcao de espumas e/ou
emulsdes também sera influenciada (PACHECO, 1996; PILOSOF, 2000).

Em complexos obtidos de proteinas de concentrado protéico de soro de leite
(WPC) com carboximetilcelulose (CMC), observou-se que a solubilidade foi
melhorada quando o pH foi elevado de 3,5 para pH 7,0, e conseqlentemente
houve melhora das propriedades de espuma (MANN; MALICK, 1996). Em estudos
realizados com complexos de proteinas de soro de leite e 0 mesmo hidrocoloide,
os valores de capacidade e estabilidade de espuma foram melhorados quando o
pH foi elevado para valores acima de 7,5, encontrando uma correlagéo
diretamente proporcional entre a solubilidade e as propriedades espumantes
(HANSEN; BLACK, 1972).

A capacidade de formar espumas refere-se a expansdao de volume da
dispersdo com a incorporagdo de ar, por batimento, aeracdo ou agitagdo
(SGARBIERI, 1996). Através destas técnicas, forma-se um sistema onde uma fase
liguida circunda uma fase dispersa constituido de bolhas de ar. Entre elas existe a
lamela surfactante que forma a interface ar-agua e previne a coalescéncia
(HALLING, 1981).
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Em sistemas aerados tanto as proteinas como os polissacarideos podem
contribuir favoravelmente para sua estabilidade. Geralmente a presenca de
polissacarideos promove um aumento da viscosidade do liquido lamelar, enquanto
as proteinas contribuem na diminuicdo da tensao interfacial entre as fases e
promovem uma repulsdo eletrostatica posterior entre as bolhas de ar
encapsuladas (DICKINSON, 2003; DICKINSON; IZGl, 1996).

As emulsdes se caracterizam pela dispersdo entre dois liquidos imisciveis
num mesmo sistema, geralmente formados por lipideos e agua. Quando se estuda
a estabilidade de sistemas emulsionados é valido o mesmo principio dos sistemas
aerados, desde que o complexo (proteina-polissacarideo) esteja solavel no meio.
Contudo, tem sido observado que em algumas condicbes de pH, forca ibnica e
concentragcdo da amostra a presengca do complexo contribui para diminuicdo da
estabilidade da emulsao (SCHMITT et al., 1998).

Um dos métodos utilizados para medir a estabilidade de emulsbées é
conhecido por “Back-Scattered” (BS). Este método mede a incidéncia ou a
dispersédo de luz através da emulsdo preparada que € colocada em um tubo de
vidro (£ 80 mm). A intensidade da luz transmitida (A = 850 nm) pelo equipamento
(“Quick Scan”) é sensivel a fragcdo volumétrica e ao tamanho das gotas numa
emulsdo. A cada 1 minuto vao sendo registrados os dados de transmisséao (T) e
da dispersdao (BS). Regides do tubo que tem alta densidade de gotas
emulsionadas terdo alto valor de BS. Os valores ou a porcentagem de BS
resultardo numa estimativa do nimero de gotas emulsionadas (PAN; TOMAS;
ANON, 2002).

A medida que a %BS diminui, em fun¢do do tempo, significa que ocorreu o
processo de cremado e, em alguns casos, a floculacao das gotas. A formagao do
cremado pode ser observada quando o BS sé abaixa em uma regido do tubo e o
perfil de luz se move em uma direcdo (alto BS). Neste caso, as gotas
emulsionadas se concentram na parte superior do tubo. Depois de algum tempo
este processo podera evoluir para a coalescéncia e desestabilizacao total da
emulsdo (PAN; TOMAS; ANON, 2002; EUSTON; FINNIGAN; HIRST, 2002;

CHANAMAI; MCCLEMENTS, 2000; MENGUAL et al., 1999).
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Euston, Finnigan; Hirst (2002), analisaram por medidas de “Back-scaterring”
a estabilidade de emulsdes preparadas com uma mistura de WPC com as gomas
xantana, propileno glicol alginato e carragena. O aquecimento levou a separagao
de fases apés 1-2 minutos de leitura, enquanto a ndo aplicacao de calor deixou a
emulsdo estavel por até 30 minutos. As variagbes de temperatura levam a
desestabilizagdo do sistema, pois 0 complexo eletrostatico se torna mais fraco e o
polissacarideo reduz o efeito estabilizador na interface (FEDDERSEN; THORP,
1993).

Segundo Nagasawa; Takashi, Hattori (1996), conjugados de B-Lg com
carboximetildextrana (CMD) tiveram melhor habilidade emulsificante do que a
proteina sozinha. Quando o pH foi elevado, a capacidade de emulsdo melhorou,
sendo que, em pH entre 4,0 - 5,0 ela foi praticamente nula por estar proximo ao
ponto isoelétrico (pl) da proteina. Outro fator analisado foi a melhor capacidade
emulsificante em temperaturas até 80°C. A B-Lg, neste caso, foi adsorvida na
superficie das gotas através de suas regides hidrofébicas, enquanto a CMD foi
orientada na fase aquosa, estabilizando o sistema.

Os experimentos realizados neste estudo tiveram como objetivo analisar o
comportamento interfacial dos complexos de proteinas de soro de leite com
carboximetilcelulose — CMC (a-La/CMC, B-Lg/CMC e PT/CMC) em relagdo a
variacao do pH, concentracao de amostra e forca idnica (NaCl). Foram avaliadas a
capacidade e estabilidade de formacdo de espumas, sendo a formacdo de
espuma também analisada utilizando a metodologia de superficie de resposta, no
qual as variaveis foram pH e concentracdo de NaCl. No estudo da estabilidade de
emulsées os complexos foram avaliados comparativamente, sendo as variaveis

pH e concentragdo de amostra.
2-MATERIAIS E METODOS
2.1- Materiais

Para a obtencdo dos complexos coacervados, utilizou-se o polissacarideo
carboximetilcelulose (CMC - FG-3000/INDUSKOL -Denver-Cotia Industria e
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Comércio Ltda. -SP), com grau de substituicdo (DS) de 0,65-0,85. O soro de leite
foi proveniente da fabricagdo do queijo tipo “minas frescal” de um laticinio situado
na regiao de Espirito Santo do Pinhal (SP).

Foram obtidos trés complexos por coacervagao das proteinas do soro de leite
com o polissacarideo carboximetilcelulose (CMC). Através do controle do pH e
concentracdo da goma realizou-se uma complexacdo seletiva com as principais
fracoes protéicas. Numa primeira etapa foram obtidos por precipitagéo fracionada
os complexos B-lactoglobulina/CMC, por ajuste e recuperacao por centrifugacao
em pH 4,0 e o a-lactalbumina/CMC em pH 3,2 (HIDALGO; HANSEN, 1971). A
terceira amostra (PT/CMC) foi obtida a partir da complexacdo da CMC com as
proteinas totais do soro de leite por ajuste e recuperacao por centrifugacdo em pH
3,0 (HANSEN; HIDALGO; GOULD, 1971).

2.2- Métodos
2.2.1- Espuma

Para estudo das propriedades espumantes dos complexos B-Lg/CMC, a-
La/CMC e PT/CMC utilizou-se a técnica descrita por Elizalde et al. (1991). Foram
preparadas solugdes em concentracdes de 1,0% de amostra e para ajuste do pH
as solucbes foram mantidas sob agitagdo com magneto por 30 minutos, usando
HCI 2,0 ou 0,1N e/ou NaOH 2,0 ou 0,1N. Em seguida, 30mL de solugcédo foram
transferidos para uma proveta de 150 mL e agitada por 3 minutos a 250 rpm em
um homogeinizador de hélice. O valor maximo de volume de espuma formado foi
imediatamente anotado e o volume de liquido drenado, assim como o volume de

espuma colapsado foi registrado em fungéao do tempo.
2.2.1.1- Planejamento experimental e analise estatistica

A metodologia de superficie de resposta foi utilizada para estudar as
interacbes entre as variaveis pH e NaCl na porcentagem de espuma formada,

seguindo a metodologia descrita anteriormente (ELIZALDE et al., 1991). Os
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complexos foram solubilizados em NaCl (0 a 1,0M) e em seguida feito o ajuste de
pH (variando de 2,0 a 6,0).

Foi utilizado o planejamento fatorial completo 22, mais os pontos centrais
(nivel 0) e pontos axiais (niveis + a). Desta forma, cada fator foi estudado em 5
niveis (Tabela 1), para avaliar o nivel de significancia das variaveis envolvidas (pH
e forca idbnica - NaCl) e a forma como atuam sobre a resposta de interesse
(porcentagem de formacao de espuma). Esta metodologia foi descrita por Box et
al. (1978).

A andlise de variancia foi aplicada para examinar a significancia estatistica
do modelo (p < 0,05), ou seja, as analises de efeito foram feitas pelo erro padrao e
as variaveis foram consideradas estatisticamente significativas ao nivel de 95% de
confianga. Para tal utilizou-se o software Statistica 98, versao 5.0, para a obtencao

das curvas de nivel.

Tabela 1 - Niveis codificados e reais das duas variaveis utilizadas no planejamento.

Niveis
Variaveis -0 -1 0 1 + Q
pH (X4) 2,0 2,61 4,0 5,38 6,0
Concentragao de NaCl 0 0,15 0,5 0,84 1,0
(X2)

2.3- Emulsao
2.3.1- Preparo das Emulsoes

As dispersdées com os complexos de B-Lg/CMC (pH 4,0), a-La/CMC (pH 3,2)
e PT/CMC (pH 3,0) foram preparadas em agua destilada, nas concentrac¢oes finais
de 1,0; 25 e 50 mg/mL. Antes de completar o volume, as solugdes
permaneceram sob agitagcdo por 30 minutos, sendo o pH ajustado dos valores
originais de obtengdo dos complexos para os valores 2,0 e 6,0, com solugdes de
NaOH 2N e/ou HCI 0,1N. Em seguida, foram transferidos 150 mL de solugéo para
um béquer de 250 mL e adicionou-se 50 mL de Oleo de girassol refinado —

densidade (¢) 0,25. A mistura foi emulsionada utilizando o equipamento Ultra-
121



Capitulo 4

Turrax T25 (IKA LabortechniK), por 3 minutos a uma velocidade constante de
20.000 rpm, com o dispositivo grande. Todas as analises foram feitas em
duplicata.

2.3.2- Analise das emulsoées utilizando fotos em microscépio 6ptico

Para todas as emulsbées preparadas foi retirada uma aliquota de 4 uL e
colocada diretamente em uma lamina coberta com uma laminula de (22 x 22 mm).
Foi utilizado um microscopio de contraste de fase (Leica 100) acoplado a uma
camera fotografica digital. Para realizacao das fotos utilizou-se um aumento 20X a
fim de avaliar a estrutura macroscépica das emulsdes e a presenga ou auséncia

de agregados insoluveis.

Nenhum tipo de tampdo foi utilizado, com a finalidade de observar de

maneira qualitativa a formagao de fléculos na estrutura das emulsées.
2.3.3- Estabilidade das emulsoées

Uma fragdo de aproximadamente 80 mL da emulsdo preparada foi
transferida para um tubo de vidro com tampa. Este foi acoplado ao equipamento
QuicK Scan (Beckman Coulter), que utiliza medidas de disperséao de luz (A = 850
nm) para caracterizar a emulsdo quanto a estabilidade relativa. O intervalo de
tempo para tomada das medidas foi de 60 minutos, sendo feita em média uma
leitura por minuto. Para calcular a porcentagem de coalescéncia (%C) as
emulsdes foram mantidas nos tubos por 24 horas, quando se realizou uma nova
leitura de 60 segundos (BS de 24 horas).

2.3.4- Medidas da estabilidade das emulsoes
2.3.4.1- “Back Scattering” inicial (BSo)

Para esta medida elege-se uma zona do tubo escaneada na qual foi obtida
uma curva mais homogénea. Esta zona pode estar entre 0 a 80 mm da altura do
tubo, mas em geral, é escolhida a altura entre 10 a 25 mm. A densidade elevada
das gotas emulsionadas vai resultar em valores de BS elevados. Por outro lado,
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nas regides onde o BS é reduzido significa que houve maior transmissao de luz. O
valor médio de BS dentro da zona eleita do tubo, no tempo inicial logo apés a
formagédo da emulsdo, € chamado de “Back Scattering” zero ou inicial (BSo).

2.3.4.2- Constante de Cremado (K)

Para calculo da Constante de Cremado (K), tomou-se valores de BSo entre
20-25 mm de altura do tubo, e calculou-se o tempo médio (T1,2) para formar a fase
“Cremado” aplicando-se a seguinte equacgao:

K= (1/BSo x T ¥5) x 10°
K=[min~]

O valor de K correlaciona o tempo em que a emulsdo demorou em formar a
fase de cremado. Quanto maior os valores de K, mais rapido é a formacao do
cremado (PAN; TOMAS; ANON, 2002).

2.3.4.3- Porcentagem de coalescéncia (%C)

Uma vez que se forma o cremado, favorecido pelos fenémenos de
floculacédo e diferenca de densidade, ele pode se estabilizar ou ndo. Quando se
desestabiliza, ocorre 0 que chamamos de Coalescéncia. Neste caso ocorre uma

queda no valor de BS.

A porcentagem de Coalescéncia é calculada a partir de valores de BS
maximo dentro da zona eleita (10 a 25 mm de altura do tubo) e de BS lido depois
de 24 horas (PAN; TOMAS; ANON, 2002).

C (%) = (BS max—-BS 24 h/BS max) x 100
2.4- Analise dos resultados

Todos os parametros de estabilidade das emulsdes tiveram seus resultados
expressos através da média das corridas realizadas em duplicata no equipamento
“Quick-Scan”.
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3- RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1- Propriedades Espumantes

Observa-se na Tabela 2 que os valores de volume de espuma foram maiores
no pH 2,0, principalmente para a amostra de a-La/CMC. A ndo formagédo de
espuma no pH original de obtencdo dos complexos provavelmente esta associada
a baixa solubilidade das proteinas, constada pela determinacado da porcentagem
de proteina soluvel (%SP) no pH original. Estes resultados foram de
aproximadamente 3,0, 6,3 e 3,0% de solubilidade para as amostras de B-Lg/CMC,
o-La/CMC e PT/CMC, respectivamente

Apesar ter ocorrido maior aumento do volume espumado para a a-La/CMC
em pH 2,0, a estabilidade desta espuma foi menor quando comparada com os
complexos B-Lg/CMC e PT/CMC, nas mesmas condigbes. Observou-se em
estudos anteriores que neste pH a porcentagem de CMC soluvel foi de
aproximadamente 60% para a o-La/CMC. Sabe-se que a presenca de
hidrocoil6ides soluveis na interface melhora a estabilidade do sistema, contudo, a
CMC em pH abaixo de 4,0 apresenta viscosidade reduzida, o que
consequientemente pode ocasionar a diminuicdo da estabilidade (FEDDERSEN;
THORP, 1993). Esta hipotese nos leva a acreditar que ocorreu fendbmeno similar
com a amostra a-La/CMC em pH 2,0, pois, apesar da CMC se encontrar soluvel e
parcialmente descomplexada da proteina neste pH, a estabilidade da espuma
formada foi reduzida (Tabela 2). Sendo assim, é possivel afirmar que o
hidrocol6ide ndo apresentou viscosidade suficiente para garantir a estabilidade do

liquido lamelar entre as interfaces.

Os melhores resultados de formacao de espuma foram obtidos em valores
de pH afastados daquele de obtencdo dos complexos, sendo que nao houve
formacdo de espuma nos valores préximos ao de coacervacao e precipitagao.
Provavelmente, nesta condicdo as proteinas insollveis ndo puderam se difundir

no meio e alinhar-se a interfase ar/ agua para exercer fungao tensoativa.
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Tabela 2- Valores de capacidade espumante e estabilidade da espuma (T4,2 drenagem e
T4 de colapso) das amostras a 1% de concentracao, em pH 2,0; pH original de obtencao
dos complexos e pH 6,0.

Amostras PH %c?: \?;T;Zto drenaggn:*(min) Tz
colapso (10% - min)
o-La/CMC | 2+0,1 193,3 3,5 11,2
o-La/CMC | 30,2 * * *
o-La/CMC | 640,1 73,3 15,5 34,0
B-Lg/CMC | 2+0,1 26,6 0,16 e
B-Lg/CMC | 40,2 * * *
p-Lg/CMC 6+0,1 13,3 >60,0 >60,0
PT/CMC 2+0,1 53,3 0,34 0,65
PT/CMC 3+0,3 * * *
PT/CMC 6+0,3 6,6 3,98 >60,0

* ndo formou um volume expressivo de espuma; **Tq;2 = tempo médio.

Em pH afastado do pH original (pH 2,0 e 6,0), os complexos se apresentaram
parcialmente dissociados e soluveis. No pH 6,0 essa dissociacdo permitiu que a
CMC descomplexada (aproximadamente 50%) atribua uma certa viscosidade ao
sistema e eleve consideravelmente os resultados da estabilidade, principalmente
em relacdo ao tempo de colapso. Esta condicdo (pH 6,0) ndo apresentou
nenhuma correlagdo com a capacidade de formacéao de espuma para as amostras
B-Lg/CMC e PT/CMC, pois o volume espumado destas amostras foi limitado neste
valor de pH. Com excecao da a-La/CMC que nesta condicao de pH teve um bom
desempenho tanto no volume de espuma formado quanto na estabilidade (tempo
médio de colapso e tempo médio de drenagem).

A amostra mais estavel ao tempo médio de drenagem foi a -Lg/CMC em pH
6,0, sendo este tempo maior que 60 minutos (Tabela 2). Neste caso a interface do
sistema apresentou um aspecto bem viscoso e tarbido, indicando a presenca da
CMC no liquido interlamelar. Apesar de nao haver grande formacao de espuma
(13%), a presenga de CMC no liquido interlamelar contribuiu na sua estabilidade.
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Resultados anteriores demonstraram que nos valores de pH 5,0 e 6,0 houve uma
maior solubilidade de CMC (45%) para a amostra em questao, o que explica sua
presenga na interface da espuma.

A estabilidade destes sistemas pode ser explicada pelo fato dos
polissacarideos, quando soluveis, funcionarem como agente espessante do meio

aquoso num sistema complexo (SCHMITT et al., 1998).

3.1.1- Planejamento experimental e analise estatistica

Para analisar os resultados obtidos para a formacao de espuma utilizando o
desenho experimental fatorial (2%) foram escolhidas as varidveis de maior
influéncia na solubilidade, ou seja, pH e concentracdo de sal (NaCl). Os valores
mostraram que de maneira individual, ou em conjunto, o0s parametros
influenciaram na resposta de porcentagem de volume de espuma formada (p <
0,05), demonstrados através das analises de variancia - ANOVA. Os niveis
decodificados para cada ensaio, e os resultados obtidos para formagcdo de

espuma encontram-se na Tabela 3.

A partir dos resultados da Tabela 3, observa-se que o maior volume de
espuma formado foi obtido pela amostra a-La/CMC (133,3%) em pH 2,61 e
concentracdo de NaCl 0,15M. Este mesmo complexo, também obteve maior
formacao de espuma (193,3%) em pH 2,0 £ 0,1 (Tabela 2). Esta resposta positiva
pode ser explicada pela alta solubilidade da CMC em pH &cido (56,52%),
comprovados em analises preliminares. Nesta mesma condicdo de pH e forca
ibnica, o complexo B-Lg/CMC apresentou 13,3% de espuma formada e o PT/CMC,
23,3%.

126



Capitulo 4

Tabela 3 — Matriz decodificada e resultados de volume de espuma formado

Niveis decodificados Volume de espuma formada (%)
Ensaios pH (X4) NacCl (X>) a-La/CMC | B-Lg/CMC PT/CMC

1 2.61 0.15 133.3 13.3 23.3
2 5.38 0.15 23.3 16.6 16.6
3 2.61 0.84 70.0 40.0 33.3
4 5.38 0.84 23.3 20.0 20.0
5 4.0 0.5 66.6 36.6 40.0
6 4.0 0.5 60.0 36.6 33.3
7 4.0 0.5 73.3 33.3 40.0
8 2.0 0.5 170 36.6 20.0
9 6.0 0.5 26.6 20.0 20.0
10 4.0 0.0 10.0 6.66 33
11 4.0 1.0 60.0 56.6 33.3

Menor porcentagem de espuma foi obtido em pH 4,0 e auséncia de NaCl
(0,0M) para o complexo PT/CMC (3,33%), seguido do B-Lg/CMC (6,66%) e por
fim, a-La/CMC (10,0%). Diante dos resultados obtidos pode-se levantar a hipétese
de que a variavel NaCl esta exercendo grande influéncia na formacao de espuma,
pois, neste mesmo pH e utilizando NaCl 0,5M (pontos centrais — 0), os volumes de
espuma formada foram em média de 66,6% para a a-La/CMC, 35,4% para a B-
Lg/CMC e 37,7% para a PT/CMC.

Deve-se considerar que quando se alteram os parametros 6timos de pH e
concentracdo de sal, utilizados durante o processo de complexacéo, ocorre uma
modificacdo da acao eletrostatica do polissacarideo e, consequentemente, uma
dissociagdo do complexo. Estas condicdes provavelmente refletem no
desempenho funcional do sistema (TOSLTOGUZOQOV, 1986), modificando, neste
caso, as propriedades espumantes dos distintos complexos de proteinas do soro
com CMC.
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Os resultados da andlise estatistica aplicada aos dados experimentais de
formacao de espuma dos trés complexos encontram-se nas Tabela 4, 5 e 6. Os
efeitos dos fatores lineares (L), quadraticos (Q) e da interacdo que estdo em

negrito sao significativos ao nivel de 95% de confianca (p < 0,05).

O efeito estimado indica 0 quanto cada fator influi nas respostas estudadas.
Quanto maior é o seu valor, maior € a sua influéncia, e um efeito positivo indica
que ao passar de um valor minimo a um valor maximo da variavel a resposta
aumenta. Ja um efeito negativo indica o contrario, ou seja, ao passar de um valor

minimo para o valor maximo, a resposta diminui.

Em relacdo a formacao de espuma para o complexo a—La/CMC (Tabela 4),
observou-se que o Unico parametro que nédo foi significativo ao nivel de 95% de
confianca foi o NaCl (L), nao interferindo no volume formado. Verificou-se que os
efeitos dos parametros pH (Q) e a interacdo pH*NaCl possuem efeitos positivos na
formacdo de espuma. Ja os parametros pH (L) e NaCl (Q), sao significativos a
95% de confianca, porém apresentam efeitos negativos, indicando menor
formacéao de espuma.

Tabela 4 - Efeito estimado, erro padrdo e grau de significAncia estatistica (p) para cada

fator no modelo codificado para formacao de espuma para o complexo o—La/CMC

. . . Significancia
Fatores Efeito estimado Erro padrao )
estatistica (p)
pH (L) -89.8805" 4.7026* 0.0027*
pH (Q) 29.5872* 5.5980" 0.0339*
NaCl (L) 1.8502 4.7026 0.7319
NaCl(Q) -33.7319* 5.5980* 0.0264*
pH * NaCl 31.6500" 6.6500* 0.0411*

Obs: * Valores apresentam-se significativos a p < 0,05

(L): termo linear

(Q): termo quadratico

Na resposta de formagcdo de espuma (Tabela 5), para o complexo B-
Lg/CMC, observou-se que todos os parametros foram significativos a 95% de
confianga. Pode-se verificar que os efeitos dos parametros pH (L), pH (Q), NaCl

(L) e interacdo pH*NaCL séo significativos ao nivel de 95% de confianga, mas
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apresentaram efeitos negativos. J& a forga i6nica (NaCl (L)) foi positivo na

formacao de espuma.

Tabela 5 - Efeito estimado, erro padréo e grau de significancia estatistica (p) para cada

fator no modelo codificado para formagao de espuma para o complexo B-Lg/CMC

Significancia

Fatores Efeito estimado Erro padrao
estatistica (p)
pH (L) -9.9696* 1.3473* 0.0177*
pH (Q) -10.9865* 1.6038* 0.0206*
NaCl (L) 25.2576* 1.3473* 0.0028*
NaCl(Q) -7.6555* 1.6038* 0.0411*
pH * NaCl -11.8000* 1.9052* 0.0250*

Obs: * Valores apresentam-se significativos a p < 0,05

(L): termo linear

(Q): termo quadratico

Na Tabela 6, observam-se os valores da analise estatistica na resposta de
formacao de espuma para o complexo PT/CMC. Pode-se dizer que os parametros
pH (L) e a interacao pH*NaCl ndo foram significativos ao nivel de 95% de
confianga. O NaCl (L) apresentou efeito significativo positivo, indicando maior
volume espumado, enquanto pH (Q) e NaCl (Q) foram significativos a 95% de

confianca, porém negativos.

Tabela 6 - Efeito estimado, erro padréo e grau de significancia estatistica (p) para cada

fator no modelo codificado para formagao de espuma para o complexo PT/CMC

. . . Significancia
Fatores Efeito estimado Erro padrao o
estatistica (p)
pH (L) -5.0007 2.7354 0.2090
pH (Q) -15.6928" 3.2562* 0.0404*
NaCl (L) 13.9571* 2.7354* 0.0363*
NaCl (Q) -17.3933* 3.2562* 0.0333*
pH * NaCl -3.3000 3.8682 0.4834

Obs: * Valores apresentam-se significativos a p < 0,05

(L): termo linear

(Q): termo quadratico

Ap6s a eliminacdo dos fatores ndo significativos, verificou-se através da

andlise de variancia (ANOVA) a significancia da regressdo ao nivel de 95% de
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confianca (p < 0,05), utilizando o teste F, para o planejamento estudado conforme

as Tabelas 7, 8 e 9. As equacgdes simplificadas que explicam cada modelo obtido

dentro da faixa estudada encontram-se descritas abaixo das respectivas Tabelas.

Para o complexo a-La/CMC o modelo (Tabela 7), apresentou regressao

significativa ao nivel de confianga de 95% (F calculado superior ao F tabelado). O

coeficiente de correlagdo (R?) para o modelo ajustado foi de 0,89, indicando que o

mesmo explicou 89% de variacdo dos dados observados com o modelo linear

obtido através da regressao, para os resultados com a a—La/CMC.

Tabela 7 - Andlise de variancia do modelo ajustado para formagao de espuma utilizando o

complexo a-La/CMC

SQ MQ GL F calculado | F tabelado**
Regressao 21172,53* 5293,13* 4 12,02** 4,53*
Residuo 2640,97 440,16 6 14,43 19,25
Falta de ajuste 255,52 638,13 4
Erro puro 88,45 44,25 2
Total 23813,5 10

Obs: *Valores apresentam-se significativos a p < 0,05

** Valores tabelados de F a p < 0,05.

SQ = Soma quadratica;
MQ = Média quadratica;
GL = Grau de liberdade

Abaixo, encontra-se descrita a equacao que explica o modelo para

formagéo de espuma da amostra a-La/CMC:

Y= 66,63 - (4,94 P) + (14,80 P?) — (16,87 N?) + (15,83 P.N)

*onde P = pH e N= NaCl

O modelo ajustado para formagao de espuma com o complexo B-Lg/CMC

(Tabela 8) foi considerado preditivo, pois apresentou regressao significativa ao

nivel de 95% de confianga (F calculado superior ao F tabelado). O coeficiente de
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correlagdo (R?) para o modelo ajustado foi de 0,84, indicando que o mesmo

explicou 84% da variagdo dos dados observados.

Tabela 8 - Analise de variancia de modelo ajustado para formacao de espuma do
complexo B-Lg/CMC

SQ MQ GL F calculado | F tabelado™*
Regressao 1814,28* 362,856 5 5,5 5,05**
Residuo 330,24* 66,048* 5 29,65** 9,01**
Falta de ajuste 322,98* 107,66* 3
Erro puro 7,26 3,63 2
Total 214452 10

Obs: *Valores apresentam-se significativos a p< 0,05
** Valores tabelados de F a p < 0,05.

SQ = Soma quadratica;

MQ = Média quadratica;

GL = Grau de liberdade.

A seguir encontra-se descrita a equacao que explica 0 modelo representado
pela amostra B-Lg/CMC:

Y= 35,5 (4,98 P) - (5,5 P?) + (12,63 N) - (3,83 N°) — ( 5,91 P.N)

*onde P = pH e N= NaCl

Para verificar a significancia da regressao e da falta de ajuste ao nivel de 95% de
confiangca com a amostra PT/CMC realizou-se uma analise de variancia (ANOVA)
conforme dados da Tabela 9. O modelo ajustado para a formagcao de espuma com o
complexo PT/CMC foi considerado preditivo por apresentar regressao significativa
(F calculado superior ao F tabelado). O modelo descrito apresentou valor de
coeficiente de correlacdo (R?) igual a 0,78, indicando que o modelo explicou 78%

de confianca para os dados obtidos com esta amostra.
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Tabela 9 - Analise de variancia de modelo ajustado para formacao de espuma do
complexo PT/CMC

SQ MQ GL F calculado | F tabelado**
Regressao 989,35 329,78* 3 8,22** 4,35**
Residuo 280,7 40,10 7 3,35 19,3
Falta de 2350,76 50,15 5
Erro puro 29,92 14,96 2
Total 1270,04 10

Obs: *Valores apresentam-se significativos a p< 0,05
** Valores tabelados de F a p < 0,05

SQ = Soma quadratica;

MQ = Média quadratica;

GL = Grau de liberdade.

A equacao que explica o modelo obtido com a amostra PT/CMC encontra-

se descrita abaixo:

Y= 37,7 - (7,85 P?) + (6,98 N) - (8,7 N?)

*onde P = pH e N= NaCl

As superficies de resposta e as curvas de niveis geradas pelos modelos
propostos encontram-se nas Figuras 1, 2 e 3. Essas superficies confirmam a
andlise dos efeitos realizada anteriormente e permitem a visualizagdo da variagao

da resposta de formacao de espuma para cada parametro estudado.

Para o complexo a-La/CMC (Figura 1), a superficie da resposta
“porcentagem de volume de espuma formado”, mostrou que este resultado foi
maior quando os valores de pH sdo mais baixos, bem como a concentragao de
NaCl. Por outro lado, valores de pH préximos a neutralidade associados a altas
concentracdes de NaCl, reduzem a capacidade espumante deste complexo.
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Lo eI 9 ety
NaCl (M)

B 15554
I 37 708
I 56 562
[ 75 416
194271

13125
[ 131,979
B 150 533
B 169 557
Il 155541
Bl above

Figura 1- Superficie de resposta e curva de contorno do complexo a-La/CMC para as

concentracdes de NaCl (M) e valores de pH para a formagdo de espuma (%), a
concentracao de 1%.

Observa-se na Figura 2 que numa faixa de pH de 2,0 - 4,0, ao aumentar a
concentracao de sal, a porcentagem de espuma formada é crescente. No entanto,

a resposta foi desfavoravel quando se aumentou o valor de pH e reduziu a
concentragao de sal.

NaCl (M)

I 5,166
Il 10,333
B 15 499
[ 20 666
125832
130999
[ 36,165
I 41,332
I 45 498
B 51665
B above

Loy e Bp SRRAROE

Figura 2- Superficie de resposta e curva de contorno do complexo B-Lg/CMC para as

concentracdes de NaCl (M) e valores de pH para a formagdo de espuma (%), a uma
concentracao de 1%.

A Figura 3 apresenta os resultados obtidos com a amostra de PT/CMC..
Dentro do intervalo estudado, os valores intermediarios de NaCl e pH
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apresentaram melhores resultados para a porcentagem de espuma formada.
Analisando os fatores independentes, nota-se que nos extremos de valores, 0s
fendbmenos comportamentais sdo similares, ou seja, abaixo de 0,15M de NaCl
houve uma diminui¢cdo do volume, assim como proximo de 1,0M. Em relacao aos
valores de pH estudados, verificou-se que acima de 5,38 e abaixo de 2,61 houve

uma reducao no volume de espuma, e, portanto, a melhor faixa para formacao de
espuma encontra-se entre os pHs 3 e 5.

Através dos resultados estatisticos apresentados no estudo da superficie de
resposta, foi possivel verificar que a concentracdo de NaCl exerceu maior
influencia na formacao de espuma para o complexo PT/CMC, ao contrario das
outras amostras que tiveram um sinergismo estatisticamente significativo entre as
variaveis independentes (pH e NaCl) na resposta de formacao de espuma.

w % B B

B 555
. 7,101 >
B 10651
3 14,202
117,752
[ 21,303
[ 24,853
I 25,403
Il 31954
B 35,504
Bl above

\ojy B o oA

Nac (M)

Figura 3- Superficie de resposta e curva de contorno do complexo PT/CMC para as

concentracdes de NaCl (M) e valores de pH para a formagdo de espuma (%), a uma
concentracao de 1%.

3.2- Emulsao
3.2.1- Valores de “Back-Scatering” inicial (BSo)

Os graficos das Figuras 4, 5 e 6 exibem os resultados de BS inicial das
distintas amostras logo apds a formagao das emulsdes. Nota-se que para os trés
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complexos os maiores valores de BS, em valores absolutos, foram obtidos em pH
6,0. Sendo os resultados mais favoraveis expressos pelas amostras a-La/CMC e
B-Lg/CMC em maxima concentracdao testada (5 mg/mL). No entanto, para a

PT/CMC, este parametro produziu melhores resultados quando a concentragao da
solucéo foi de 2,5 mg de amostra/mL e no pH 6,0.

100,0
90,0 -
80.0 - 759 717 747
700 4 648 63,8
60,0 1 478 488
50,0 - 414
40,0 -
30,0 -
20,0 -
10,0 -
0,0

78,8

BSo (%)

mg/mL 2,5mg/mL 5mg/mL
Concentracao

OpH2 OpH 3,2 HpH6

Figura 4- Valores de Back-Scatering inicial (BSo) do complexo B-Lg/CMC em diferentes
valores de pH, nas concentragdes de 1; 2,5 e 5 mg/mL.

100,0 4

90,0 4 , 787
80,0 707 55
200 4 ’ 66,8 66,9
P 58,0
$ 600 - 53,2 561
= 500 4 46,3
§ 40,0 -|
30,0 -
20,0 -
10,0
0,0 _—
mg/mL 2,5mg/mL ~ 5mg/mL
Concentracao
OpH2 OpH 4 HpH6

Figura 5- Valores de Back-Scatering inicial (BSo) do complexo a-La/CMC em diferentes
valores de pH, nas concentragdes de 1; 2,5 e 5 mg/mL.
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100,0 ~

90,0 4
80.0 | 76,5
7004 617
2 600 |
o 500 |
§ 40,0 -
30,0 -
20,0 -
10,0 A
0,0
mg/mL 2,5mg/mL 5mg/mL
Concentragao
OpH 2 OpH 3,0 HpH6

Figura 6 — Valores de Back-Scatering inicial (BSo) do complexo PT/CMC em diferentes
valores de pH, nas concentragdes de 1; 2,5 e 5 mg/mL.

Isoladamente, os valores de BSo determinam a estabilidade de uma
emulsdo. Porém, para afirmar se uma emulsdo é mais ou menos estavel é
importante correlacionar os resultados de BSo, constante de cremado (K) e

porcentagem de coalescéncia.

A partir destes resultados pode-se afirmar que em pH 6,0 e independente da
concentracdo de amostra, obteve-se os maiores valores de BSo, exceto para a
PT/CMC que apresentou maiores valores em 2,5 mg/mL de concentracdo. Estes
elevados valores (% BSo) indicam que ocorreu uma maior densidade de gotas
emulsionadas na regidao de leitura pelo equipamento (EUSTON; FINNIGAN;
HIRST, 2002).

Os resultados podem estar relacionados a descomplexacao e solubilidade da
goma neste pH (6,0), conforme verificado anteriormente, contribuindo para a
estabilidade do sistema. Ou seja, a goma que esta sollvel neste pH age como
espessante e a proteina solavel e parcialmente descomplexada diminui
rapidamente a tensao interfacial originando emulsbées com gotas menores e
estaveis (DICKINSON, 2003).
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3.2.2- Constante de cremado (K)

Valores de constante de cremado (K) indicam o tempo necessario para que
ocorra a formagado da fase de cremado, a qual podera evoluir, ou néo, para a
floculagdo e conseqlentemente para total desestabilizacdo da emulsdo pela

coalescéncia, avaliada num intervalo de 24 horas (BS 24 hs).

Por ser uma grandeza inversamente proporcional ao tempo, dizemos que
quanto maiores sdo os valores de K, menor é o tempo (minutos), para que se

forme o cremado, refletindo na falta de estabilidade da emulsao.

Os resultados expressos nas Figuras 7, 8 e 9 correlacionam valores de K em

relacdo ao pH e a concentragdo em que se encontram 0s complexos.

Na Figura 7 verificam-se os valores de K obtidos em pH 2,0 e diferentes
valores de concentragdo. Observa-se que a amostra a o-La/CMC (8,8 min ™),
apresentou menor estabilidade na concentragdo de 5 mg/mL, quando comparadas
com os outros complexos (0,9 min ' para a-La/CMC e 2,8 min ' para a PT/CMC).
Neste mesmo pH o complexo B-Lg/CMC (3,5 min '), apresentou menor
estabilidade a 1 mg/mL de concentracdo, enquanto a PT/CMC (2,9 min '), obteve

menor estabilidade na concentragéo de 5 mg/mL.

o 10 -
S 88
©
£ 8
o —
-
3% ¢
o E a5
o — 4 :
Ex 29
]
@ 2 1 10 0 09
02 >l —
o 3! 3y
(&) 0 ——

1 2,5 5
Concentracdo (mg/mL)
O Beta-Lg/CMC O Alfa-La/CMC | PT/CMC

Figura 7 - Valores de K dos trés complexos em pH 2,0, e concentragdes de 1,0; 2,5 e 5,0
mg/mL.
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De acordo com a Figura 8, pode-se verificar que a amostra de maior
estabilidade em pH original de formagéo do coacervado foi a PT/CMC (0,28min ),
independente da concentragdo (Figura 8). A amostra a-La/CMC (33,3 min ') foi a
que apresentou menor estabilidade, principalmente na concentragdo de 5 mg/mL.

O complexo B-Lg/CMC (6,5 min "), obteve maior estabilidade a 2,5 mg/mL de

concentracao quando preparada a emulsdo em pH original.

40 -
35 | 333
30 - 26,6
25

20 - 15,2
28

15 - 16

10 - 65

S 4 03 0,2 03
0 L

1 25 5

Constante de Cremado
K [min™]

Concentracao (mg/mL)
O Beta-Lg/CMC O Alfa-La/CMC H PT/CMC

Figura 8- Valores de K dos trés complexos em pH original (4,0 para a f-Lg/CMC; 3,2
para a o-La/CMC e 3,0 para a PT/CMC), em concentragdes de 1,0; 2,5 e 5,0 mg/mL.

Os testes de constante de cremado (K) em pH 6,0, encontram-se
representados na Figura 9. Estes, mostraram que a PT/CMC foi a que apresentou
maiores valores de K, sendo mais expressivo a 1 mg/mL (0,7 min ). Este
resultado indica menor estabilidade da amostra. Os complexos B-Lg/CMC e o-
La/CMC (préximos de 0,2 min '), independente da concentragdo, apresentaram
valores similares de K para este pH e portanto foram mais estaveis.
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Figura 9- Valores de K dos trés complexos em pH 6,0 e em concentracdes de 1,0; 2,5 e
5,0 mg/mL.

Comparando os valores absolutos de K nas diferentes Figuras (7, 8 e 9), os
resultados em pH 6,0, mostraram que, em geral, ocorreu maior estabilidade
(valores menores que 1,0 min ') das emulsdes formadas pela B-Lg/CMC (Figura
9). Este mesmo resultado (menor que 1,0 min 1, foi obtido pelo complexo a-
La/CMC, em pH 2,0 e em concentracées de 1,0 e 2,5 mg/mL (Figura 7).
Similarmente, a PT/CMC apresentou valores mais baixos de K em pH original (3,0)

de obtengéo do complexo (Figura 8).

Portanto, a Unica excecao que apresentou maior estabilidade no pH original
de obtencdo do complexo, para todas as concentragbes avaliadas foi a amostra
PT/CMC. Melhor estabilidade das solucdes frente ao processo de cremado
emulsionadas em pH 6,0, foi obtida com a B-Lg/CMC. A CMC que encontra-se
livre ou parcialmente dissociada promoveu um aumento da viscosidade na fase
aquosa a qual contribuiu favoravelmente para a estabilidade da interface
agua/dleo (EUSTON, FINNIGAN; HIRST, 2002; HUANG et al., 2001).

3.2.3- Porcentagem de Coalescéncia (%C)

A %C é um parametro avaliado pelo equipamento “Quick Scan®, 24 horas
apdés o preparo da emulsdo. Os maiores valores de %C indicam menor

estabilidade da emulséo apés 24 hs.
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Através das analises, observou-se que em pHs 2,0 e 6,0 nenhum dos
complexos coalesceu, ou seja, nestas condicoes os valores de BS 24 hs
continuaram iguais aos valores de BSo. No entanto, em valores de pH de
obtencdo dos complexos, todas as emulsées coalesceram, com exceg¢dao do
complexo PT/CMC (1,0 mg/mL) (Tabela 10).

No periodo de 24 hs, a amostra PT/CMC (pH 3,0) mostrou menor
estabilidade em concentracdo de 5 mg/mL. Contudo, apresentou-se mais estavel a

concentracdo de 1 mg/mL e ndo coalesceu, impedindo a leitura do BSo em 24 hs.

Tabela 10 — Valores de Porcentagem de Coalescéncia (% C) dos trés complexos em
concentragdes de 1,0; 2,5 e 5,0 mg/mL, em valores de pH originais de obtencéo; sendo
pH 4,0 para a B-Lg/CMC; 3,2 para a a-La/CMC e 3,0 para a PT/CMC.

% Coalescéncia

Co?rﬁz?gi;;ao a-La/CMC B-Lg/CMC PT/CMC
1,0 25,2 22,5 0.3
2,5 20,1 10,8 49,9
5,0 19,4 5.3 64.4

No pH de formagédo dos complexos, andlises preliminares mostraram que a
solubilidade tanto da proteina como da CMC foram reduzidas, sendo mais
expressiva para a PT/CMC. Devido a baixa solubilidade do hidrocol6ide, sua
concentracdo na interface € minima e as gotas de 6leo podem se unir pela
adsorcao ou interacao do polissacarideo na superficie da gota por efeito osmético.
Assim, ird ocorrer floculacdo ou deplecado das gotas e conseqlientemente evoluir
para a coalescéncia (JENKINS; SNOWDEN, 1996).

Quando existe um excesso de polissacarideos ou de agregados insolUveis
na interface, ocorre um aumento na velocidade de formagcdo do cremado, pois 0s
polissacarideos ndo complexados se ligam as gotas de éleo e desencadeiam o
fenbmeno de floculagago (SCHMITT et al, 1998; SRYBE; BAUER,;
KLOSTERMEYER, 1998). Em emulsGes formadas por complexos isolado de soro
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de leite (ISL) e CMC obtidos em pH 4,2, o ajuste para pH 7,0 resultou na
descomplexacdo parcial dos coacervados e reduziu a floculacdo (GIRARD;
TURGEON; PAQUIN, 2002).

Para as amostras a-La/CMC e B-Lg/CMC ocorreu um comportamento
oposto, ou seja, 0 aumento da concentracao de amostra contribuiu para 0 ganho
de estabilidade da emulsdao. De um modo geral, é de se esperar que a floculagao
e, por conseqUéncia, a coalescéncia, sejam reduzidas com o0 aumento da
concentracao de solidos soluveis que sao adsorvidos na emulsao. Isto porque com
a presenga de um agente estabilizante sollvel ocorre uma redugdo da formagao
de microcanais que poderdo proporcionar a perda de agua da fase aquosa
(GIRARD; TURGEON; PAQUIN, 2002).

Os resultados obtidos neste trabalho com os complexos a-La/CMC e B-
Lg/CMC foram concordantes com o estudo realizado por Huang et al. (2001).
Neste, emulsdes feitas com diversas gomas mostraram maior estabilidade com o
aumento da concentracdo, melhorando a estabilidade do sistema. Os
polissacarideos soluveis agem ndo somente na melhora da viscosidade da fase
continua, mas também terdo efeitos na adsor¢do da proteina na interface A/O,
pois, promovem aumento na atividade termodinamica protéica. Desta forma, as
proteinas interagindo com os lipideos diminuem sua estabilidade conformacional e
expdem suas regides hidrofobicas, importantes para a estabilidade da emulsdo
(TOLSTOGUZOV, 1997).

Pelos resultados obtidos com a o-La/CMC e B-Lg/CMC é interessante
ressaltar que apesar da solubilidade reduzida destes complexos no pH original de
obtencgéo (3,2 e 4,0, respectivamente), a for¢a aplicada para emulsionar o sistema
(Ultra-turrax), pode ter ocasionado mudangas na sua conformacgao estrutural. Uma
vez alterada a superficie destes complexos pode ter ocorrido uma exposicao dos
grupos hidrofobicos das proteinas, disponibilizando novos sitios de ligacdo para os
lipideos e contribuindo para a estabilidade da emulsao (LIPPI; TARANTO, 1981;
PACHECO, SGARBIERI,1998 ).
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Analisando todos os parametros utilizados neste trabalho para medir a
estabilidade das emulsdes, foi possivel observar que logo apds a formacgéao da
emulsdo todas se apresentaram estaveis, independente do pH e da concentragéo.
Com decorrer do tempo, a PT/CMC, em pH original de formacao do complexo
(3,0) foi a que apresentou maior tempo para iniciar o processo de formagéao do
cremado (< K), em todas as concentracdes estudadas. Por outro lado, ao avaliar a
estabilidades das emulsdes apds 24 horas, nenhuma amostra coalesceu em pH
2,0 e 6,0. Porém, em pH original de formagao dos complexos todos coalesceram,
sendo que a PT/CMC apresentou maiores porcentagens de coalescéncia (% C),
principalmente em fun¢do do aumento da concentragdo de amostra. Portanto, a
PT/CMC, embora tenha levado maior tempo para iniciar o processo de cremado,

uma vez iniciado coalesceu em maior intensidade que os demais coacervados.
3.2.4- Analise das emulsoées utilizando fotos em microscépio 6ptico

Do conjunto de resultados obtidos das fotos em microscopia éptica serdo
apresentados apenas as emulsdes na concentracao de 5 mg/mL, nas diferentes
faixas de pH estudadas. Nas demais concentragdes (1,0 e 2,5 mg/mL) ndo foram

observadas mudancas no aspecto das emulsoes.

Na Figura 10 observa-se que as emulsdes preparadas contendo 5mg/ml de
complexo formam gotas de aspecto e tamanhos diferenciados em funcao do valor

do pH do meio.

Em valores de pH 2 (Figuras 10- A1, B1, C1) todas as amostras
emulsionadas formaram gotas de pequeno tamanho com tendéncia a floculagéo,
apresentando vazios entre elas, correspondente a fase liquida. Verificou-se a
presenca de agregados insolUveis no sistema, apontados pelas setas brancas.

Nota-se que em pH original de formacao dos complexos (Figuras 10 - A2,
B2, C2), em geral, todas as amostras estudadas apresentaram agregados
insoluveis (apontados pelas setas), provavelmente em decorréncia da falta de
solubilidade inicial das amostras nesta condi¢do. Para o complexo a-La/CMC em

pH 3,2, verificou-se na Figura 10-A2, que as gotas apresentaram aspecto
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nitidamente globular, de grande tamanho, que tenderam a coalescer para volumes
maiores. O complexo B-Lg/CMC (pH 4,0) formou filmes que englobaram a fase
oleosa em gotas de menor tamanho quando comparadas ao complexo a-La/CMC.
Contudo, apresentaram a mesma tendéncia a coalescéncia, englobando os
agregados insoluveis, gerando espagos livres da fase liquida. Este comportamento
indicou claramente que ocorreu falta de estabilidade na emulsdo logo ap6s a sua
formacgédo. Para a emulsédo formada com a PT/CMC (pH 3,0) verifica-se na Figura
10-C2 um comportamento diferenciado, pois as goticulas formadas foram de
menor tamanho e por este complexo ter apresentado a menor solubilidade em
agua em relacao as demais amostras no pH original, e provavelmente por sua
caracteristica de hidrofobicidade formaram um grande agregado revestido por uma
capa de 6leo ao seu redor, nitidamente visualizada por seu aspecto
esbranquigcado. Comparando aos resultados da Tabela 10, percebe-se que esta foi

a emulsao que apresentou maior porcentagem de coalescéncia.

Para as emulsdes preparadas em pH 6,0 verifica-se na Figura 10 - A3, B3,
C3, que as gotas apresentaram floculacdo entre elas, porém sem coalescéncia.
Observa-se pouco espaco vazio de fase liquida e maior homogeneidade entre as
fases. Em relacdo ao estudo de estabilidade, em pH 6,0 todas as amostras
apresentaram maior valor de BSy (menor dispersao de luz) reforcando o aspecto
de homogeneidade das emulsdes. Neste pH os valores de constante de cremado
(K) para os complexos a-La/CMC e B-Lg/CMC foram menores que os obtidos pela
PT/CMC, indicando maior tempo para formar a fase de cremado e, portanto maior
estabilidade destas amostras. No caso da a-La/CMC, esta apresentou 0s mesmos

valores de K em pH 2,0.

As emulsdes preparadas nestes experimentos foram todas do tipo liquida e
por isso a fase de cremado sempre foi formada, ainda que este parametro ocorra
em diferentes intervalos de tempo (K).

Comparando as fotos e os resultados de estabilidade das emulsdes com a
estabilidade de espuma (Tabela 2), verificou-se que a maior estabilidade destes

sistemas ocorreu no pH 6,0. Provavelmente neste pH houve uma dissociagéo do
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complexo, permitindo ao polissacarideo aumentar a viscosidade da fase liquida, e
a proteina (livre) migrar para a interface formando um sistema estavel frente aos

fendmenos de desestabilizagao.

Figura 10- Fotos das emulsdes a 5 mg/mL de concentragdo, em aumento 20X.

* As setas em branco indicam os precipitados insolUveis em meio a emulsao (A1 e A2, B1
e B2, C1 e C2).

- A1, A2 e A3 representam respectivamente emulsées de a-La/CMC em pHs 2,0; 3,2 e 6,0.

- B1, B2 e B3 representam respectivamente emulsdes de 3-Lg/CMC em pHs 2,0; 4,0 e 6,0.

- C1, C2 e C3 representam respectivamente emulsdes de PT/CMC em pHs 2,0; 3,0 e 6,0.

4- CONCLUSOES

A melhor formacao de espuma ocorreu em pH 2,0 para todas as amostras,
sendo o maior volume exibido pelo complexo a-La/CMC. Neste pH todas formaram
espumas de menor estabilidade, porém em pH 6,0, a estabilidade da 3-Lg/CMC e da
PT/CMC foram melhores.
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De acordo com o planejamento experimental (2%) a resposta para porcentagem
de volume espumado foi significativa (p < 0,05) para a interagdo das variaveis pH e
NaCl nos experimentos com a B-Lg/CMC e a a-La/CMC. Observou-se que o melhor

volume foi obtido com a a-La/CMC em pH abaixo de 4,0 e em concentragoes de NaCl
de até 0,84M.

Apesar da amostra PT/CMC em pH original (3,0) e em todas as concentragcdes
ter se apresentado maior estabilidade frente ao processo de formacao do cremado,
foi a amostra que obteve maior porcentagem de coalescéncia neste mesmo pH. Em
pH original, todas as amostras coalesceram apo6s 24 hs, sendo este resultado mais
expressivo para a PT/CMC a 5 mg/mL de concentracao.

Os trés complexos formaram emulsdes do tipo liquida com gotas distribuidas na
forma de fléculos, apresentando maior uniformidade para as emulsées preparadas
em pH 6,0. A visualizacdo do comportamento das amostras ao microscépio Optico
correlacionou os valores obtidos com os parametros de estabilidade avaliados.
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CONCLUSOES GERAIS

Através da técnica de coacervacdo complexa com carboximetilcelulose
(CMC) foi possivel fracionar e recuperar as proteinas do soro de leite de maneira
seletiva, obtendo-se trés complexos distintos que foram classificados como B-
lactoglobulina/CMC  (B-Lg/CMC) e o-lactoalboumina/CMC (a-La/CMC)  por
apresentarem maior presenca destas proteinas nas respectivas fracdes
precipitadas, e proteinas totais (PT/CMC). O maior rendimento de proteinas obtido
foi na recuperacdao do complexo B-lactoglobulina, sendo de 86% de proteina

precipitada quando feito o processamento em escala piloto.

As andlises de solubilidade, determinacao de proteinas e de CMC soluveis, e
eletroforeses permitiram concluir que o complexo se dissocia parcialmente, quando
o pH se afasta do valor de pH original de coacervacgao, ou seja, em pH 2,0; 5,0 e
6,0. Ja em valores de pH 3,0 a 4,0 (valores originais), os biopolimeros apresentam

duas situagdes, uma fracao permaneceu unida e insollvel e outra, co-soluvel.

Os resultados de DSC demonstraram que a presenga de hidrocoldides
estabiliza a proteina ao processo de desnaturagéo por calor, independente do tipo

de unido estabelecida entre 0s mesmos.

Segundo os reogramas de andlises oscilatérias, as amostras se caracterizam
como um solido-viscoelastico em solucbes a 20% de concentragdo. Todos 0s
complexos apresentaram valores de fase sélida (G’) maiores que os da fase liquida
ou fluida (G”). Somente a a-La/CMC formou um gel desmoldavel em valores de pH

de complexagéo.

O complexo PT/CMC apresentou viscosidade aparente reduzida em relacao
as demais amostras, sendo que todas elas se comportaram como um fluido

pseudoplatico.

A capacidade espumante foi melhor para a amostra de a-La/CMC em pH 2,0,

porém a maior estabilidade se deu em pH alcalino para as trés amostras
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estudadas. A interacdo das varidveis (pH e NaCl) foi significativa na formacao de
espuma para a a-La/CMC e B-Lg/CMC (p < 0,05).

Em relacdo as emulsGes preparadas concluiu-se que a estabilidade foi
melhor para a amostra PT/CMC em pH original em relacao a formagéao do cremado
(K), porém, neste mesmo pH foi o complexo obteve maior porcentagem de
coalescéncia (%C). Todas as emulsbes coalesceram em pH original de formacao
do complexo independente da concentracdo de amostra. A melhor uniformidade

das gotas emulsionadas foi obtida em pH 6,0.
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