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"Sem esfor¢o de nossa parte

Jamais atingiremos o alto da montanha.
Nébo desanime no meio da estrada:

siga d frente, porque os horizontes se
tornardo amplos e maravilhosos a
medida que for subindo.

Mas néo se iluda,

pois s0 atinge o topo da montanha

se estiver decidido a enfrentar o

esfor¢o da caminhada’.

(Carlos Torres Pastorino)






"Ndo € no siléncio que os homens se fazem,

mas na palavra, no trabalho, na agdo-reagdo”

(Paulo Freire)
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RESUMO GERAL

O isolado protéico de soro de leite bovino (WPI) utilizado nesse trabalho foi
obtido em planta piloto através do processo de separagdo em membrana,
ultrafiltracdo, diafiltragdo e liofilizagdo. O processo de obtengédo do WPI foi
realizado na planta piloto do Instituto Nacional de Pesquisa Agronémica (INRA),
Rennes—Franca. Obteve-se WPI com 96,8% de proteina (base seca) e 2,2% de
residuos minerais em condi¢des microbiolégicas adequadas para 0 consumo, com
perfil de aminoacidos apresentando quantidades suficientes de todos os
aminoacidos essenciais. O perfil eletroforético e a cromatografia em coluna
comprovaram que o WPI é composto principalmente pelas fragdes B-lactoglobulina
(B-Lg) e a-lactalbumina (a-La) além de outras proteinas presentes, como albumina
de soro bovino (BSA), imunoglobulinas (lg) e outras em menores quantidades. A
gelatina apresentou-se deficiente em relagao a todos os aminoacidos essenciais e
auséncia de triptofano, apresentando elevadas concentragoes dos aminoacidos
niao essenciais arginina, prolina, glicina e alanina, superiores as do WPIL. A
desnaturacao térmica do WPI, determinada pela analise DSC ocorreu em 75,4°C e
da mistura 60:40% WPI/GB em 75,7°C, ambas apresentando apenas um pico
definido. Para a gelatina a desnaturagao ocorreu em 36,1°C. A solubilidade do
WPI, pH entre 2,5 a 7,5, em solugao aquosa e 0,1M NaCl foi elevada (87,4 a
97,5%), a gelatina apresentou solubilidade inferior (63%) sendo o valor mais baixo
(24%), em pH 6,5. A solubilidade da mistura foi intermediaria, na faixa de 58 a
81%. Estudou-se a influéncia da concentragao de proteina (3,2 a 8,8%), da
temperatura (51 a 79°C) e do tempo de aquecimento entre 10 e 40 min, na de
textura de géis mistos. O gel com as melhores caracteristicas foi o obtido com
60% WPI:40%GB, pH 6,5, aquecido 30 min a 65°C, com 6% de proteina. A melhor
textura encontrada foi na faixa de 270-310g-forca, mastigabilidade e gomosidade
proximas a 265 g-forga, elasticidade e coesividade elevadas, 0,87-0,96. O gel
misto (60WPI1:40GB) apresentou capacidade de retengdo de agua de 48,6%
enquanto que a do gel de GB foi 23 2%. O planejamento experimental elaborado
permitiu uma boa descricao e previsdo do comportamento de geleificagao dos géis

mistos em funcdo da concentragéo de proteinas e da temperatura. Amostras de
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produtos geleificados a base de misturas de proteinas (soro de leite/gelatina)
foram degustadas por 65 julgadores ndo treinados, utilizando-se a Escala
Hedodnica estruturada de nove pontos. As médias obtidas para os atributos de cor,
sabor, aroma e textura, apresentaram-se nas categorias gostei ligeiramente e
gostei regularmente. As maiores notas foram atribuidas a consisténcia,
independentemente de formulagéo. O produto contendo isolado protéico de soro
de leite apresentou aceitabilidade acima de 70%, semelhante a gelatina comercial,

0 que sugere um indice satisfatorio de aceitagdo no mercado consumidor.

Palavras chave: isolado protéico, gelatina, perfil de textura, analise sensorial
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GENERAL SUMMARY

The bovine whey protein (WPI) utilized in the present work was obtained in
pilot plant employing membrane ultrafiltration/diafiltration and liofilization. The WPI
was obtained at the National Institute of Agronomic Research (INRA) at Rennes,
France. WPI with 96.8% protein (dry basis), 2.2% ash, and adequate essential
amino acids and microbiological profiles, was obtained. Electrophoretic and
chromatographic profiles showed B-lactoglobulin (B-Lg), a-lactalbumin (a-La),
bovine serum albumin (BSA) and imunoglobulins (Igs) as the major protein
components of WPI. Gelatin revealed deficiency in all essential amino acids and
absence of tryptofan, presenting elevated concentration of the non essential amino
acids arginine, proline, glycine and alanine, which were at higher concentrations
than in WPI. Difference Scanning Calorimetry (DSC) showed that WPI denatures
at 75.4°C and the WPI:BG mixture (60:40%) at 75.7°C, both samples presenting
only one defined pike. Gelatin (BG) denaturation occurred at 36.1°C. The solubility
of WPI, pH 2.5 to 7.5, in water or 0.1M NaCl solution was high (87.4 to 97.5%). For
gelatin the highest solubility was 63% and the lowest (pH 6.5) 24%. The solubility
of the mixture 60:40% was in the 58 to 81% range. The influence of protein
concentration (3.2 to 8.8%), temperature (51 to 79°C) and heating time (10-40min),
in the texture of mixed gels, was studied. Best texture was defined in the range
270-310g-force, chewiness and gomosity around 265g-force, high elasticity and
coesiviness (0.87-0.96). The 60% WPI1:40%BG gel presented 48.6% water holding
capacity (WHC) while for BG gel WHC was 23.2% The experimental design used
permitted good prevision and description of the behavior of the mixed 60:40%
WPI/BG gels, as a function of protein concentration and temperature. Samples of
products were tasted by 65 non-trained judges, a non-structured mine point
Hedonic Scale. Average scores were obtained for the color, taste, aroma, and
texture. The highest scores were attributed to viscosity, independently of the
formulation. The product containing 60% VWPI and 40% BG presented acceptability
above 70%, similar to the commercial gelatin, an index that suggests adequacy for

market consumption.

Key words: whey protein, gelatin, texture profile, sensory analyses
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INTRODUCAO GERAL

No contexto atual da ciéncia dos alimentos e do consenso da relagéo
alimentacdo-satde-doenga, existe grande solicitacdo por alimentos que além de
fornecer os nutrientes indispenséveis ao organismo, proporcionem beneficios
adicionais a saude (FUJITA e FIGUEROA, 2003). Com isso, a dieta hoje tem um
papel cada vez mais fundamental, de tal maneira que as suas propriedades vao
além de sua qualidade microbioldgica e sensorial (PIRES et al., 2006).

A busca por novas tecnologias para o processamento de alimentos deve
levar em consideracéo o interesse cada vez maior dos consumidores por
alimentos nutritivos, seguros, convenientes, econdmicos e altamente aceitaveis do
ponto de vista sensorial (HOUGH et al., 1997; WARD et al., 1999) Por este motivo,
o numero de alimentos modificados nutricionalmente vem aumentando como
resultado de uma preocupagao individual com a saude (COLLI et al., 2002).

A expansdo da utilizagdo de proteinas do soro do leite por meio da
aplicagdo de ingredientes que aumentam o valor nutricional, funcional efou
biolégico, aumentou o valor comercial dos ingredientes da industria lactea
(CHATTERTON et al., 2006). As proteinas do soro contém um namero de
peptidios imunomodulatérios que est&o presentes naturalmente (GAUTHIER et al.,
2006), além de possuirem propriedades que resultam em possiveis funcodes
biolégicas benéficas & saude humana, como o fortalecimento do sistema
imunoldgico (WONG e WATSON, 1995; SGARBIERI, 2004; PACHECO et al.,
2006) e a diminuigdo do risco de doengas degenerativas como certos tipos de
cancer (BOUNOUS, 2000).

A capacidade de formar gel € uma propriedade funcional importante
tecnolégica das proteinas para se obter caracteristicas sensoriais dos alimentos e
textura desejavel (TOTOSAUS et al., 2002). A gelatina bovina é o agente mais
versatil, utilizado para a modificagdo da textura de produtos (HAUG et al., 2004),
pois forma géis em baixas concentrages. E altamente utilizada devido as suas
propriedades multi-funcionais: habilidade de formar géis estaveis e reversiveis
(SEGTNAN e ISAKSSON, 2004).
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Entretanto, n&o € uma proteina completa devido & auséncia do aminoécido
essencial triptofano (BENDER et al., 1953) e aos teores bastante baixos de
aminoacidos sulfurados, como metionina e cistina; enquanto que as proteinas de
soro de leite apresentam esses aminoacidos em quantidades adequadas
(SCHUCK et al., 2004).

Portanto, a associacdo dessas duas fontes protéicas deverdo possibilitar
melhoria consideravel no equilibrio de aminoacidos essenciais, com significativa
vantagem nutricional, apresentando também uma grande vantagem econdmica na
associagdo dessas duas proteinas, 3 que a gelatina € abundante e de baixo
Custo, enquanto que as proteinas do soro de leite s&o de recuperagéo tecnologica
de alto custo.

O objetivo geral desse trabalho foi estudar os efeitos dos parametros
concentracao de proteina, pH, tempo e temperatura de aquecimento na obtencio
de géis mistos com a finalidade de se conseguir produtos geleificados de elevado
valor nutritivo e de boa aceitagéo pelo consumidor.

Neste trabalho, os principais objetivos especificos foram:

a) produzir um isolado protéico de soro de leite bovino (WPI) em planta
piloto, através do processo de separagao em membrana, ultrafiltracio, diafiltracéo
e liofilizacdo;

b) preparar hidrolisados tripticos de WP e fraciona-los por cromatografia de
troca ibnica, para identificar fragcGes enriquecidas com aminoacidos sulfurados,
separar destas fracdes os seus peptidios por cromatografia de alta eficiéncia em
fase reversa e identifica-los por espectrometria de massa;

c) estudar a composicdo e algumas propriedades fisico-quimicas de duas
fontes protéicas de largo uso industrial (WPI) e gelatina bovina (GB), isoladamente
€ na mistura 60%WPI1:40%GB:

d) obter géis mistos de WPI:GB com variagbes de concentracéo de proteina,
PH, tempo de aquecimento e temperatura. Utilizando-se do planejamento
experimental de processo, determinar as propriedades o&timas de textura,
avaliando dureza, mastigabilidade, gomosidade, coesividade e elasticidade €;

e) elaborar um produto geleificado & base de mistura das proteinas (soro de
leite/gelatina) nas proporcées indicadas e com boas caracteristicas nutritivas e

sensoriais.
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A tese esta dividida em quatro capitulos, na forma de artigos ja preparados
para publicacdo. No capitulo | € abordada a reviséo da literatura. O capitulo Il €
composto por dois artigos referentes a obtengé@o e caracterizagéo fisico-quimica e
analitica de um isolado protéico (WPI) e da B-lactoglobulina (B-Lg) de soro de leite
bovino. O capitulo lll, contendo 5 artigos, trata da composi¢&o, propriedades
fisicas e geleificantes de proteinas do soro de leite (WPI) e da gelatina bovina,
isoladamente e em combinagdo. Para finalizar, o capitulo IV contempla o
desenvolvimento de um produto geleificado, a base da mistura de proteinas (soro
de leite/gelatina), com boas caracteristicas nutritivas e caracteristicas sensoriais

aceitaveis para o consumo.
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CAPITULO I - REVISAO DA LITERATURA

COMPOSICAO E PROPRIEDADES NUTRITIVAS,
TECNOLOGICAS E FUNCIONAIS DA GELATINA E
DAS PROTEINAS DO SORO DE LEITE BOVINO

1 Composicédo e valor nutritivo da gelatina e proteinas do soro de
leite bovino

1.1 Gelatina

A gelatina é produzida em larga escala, a pregos relativamente baixos,
justificando assim o grande interesse e exploragéo de suas propriedades
funcionais (CARVALHO e GROSSO, 2006). A gelatina € um dos hidrocoldides
mais populares e amplamente utilizados nas industrias de alimentos (confeitos,
produtos carneos, laticinios, etc), farmacéutica (capsulas) e fotografica (POPPE,
1997: CHO et al., 2004; BIGI et al., 2004).

E um ingrediente constituido quase inteiramente de proteina (84-85%), 9-
12% de agua e 1-3% de sais minerais. Apresenta elevado conteudo de sodio e
calcio e tragos de gordura. E uma proteina de facil digestdo e absorcéo,
enriquecendo e variando dietas normalmente restritas, como no caso de pacientes
com Ulceras gastricas, pos-operatérios e diabéticos, devido a auséncia de
gorduras e carboidratos.

E uma proteina de origem animal, solivel em agua (em temperaturas entre
38-40°C), resultante da hidrélise parcial do colédgeno proveniente de 0ssos, peles e
tecidos conectivos de suinos e bovinos (CARVALHO, 2002). Constitui quase 30%
das proteinas totais em vertebrados e invertebrados e, ao microscopio, aparece
como fibras brancas opacas circundadas por outras proteinas e
mucopolissacarideos (POPPE, 1997).

A produgdo comercial de gelatina pode ser dividida em duas etapas.
Primeiramente, o colageno é desnaturado a 40°C e, posteriormente, submetido a

hidrolise (acida ou béasica) para quebra das ligagdes covalentes. Mediante o tipo

(]
]
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No entanto, apesar dessa deficiéncia, esta proteina apresenta funcées
tecnologicas que justificam sua utilizagdo na industria alimenticia, pois a
conversao do estado sol para o estado gel € reversivel e pode ser repetido, o que
torna vantajosa a utilizacdo da mesma em varios produtos comestiveis (POPPE,
1997), é utilizada como agente de clarificagdo, estabilizacdo e material de
revestimento, especialmente em sobremesas, doces, produtos cérneos, de
panificacdo, sorvetes, produtos lacteos e farmacéuticos (plasma, soroldgico
especifico, biomateriais 6sseos e melhora da circulagido sanguinea) (DJAGNY,
2001; IWAI et al., 2005).

A gelatina pode ser dissolvida através de dois métodos: direto ou indireto. No
meétodo indireto, inicialmente & gelatina é adicionada agua fria, de forma que todas
as particulas estejam igualmente umedecidas. A mesma fica em repouso (30
minutos a 2 horas, dependendo do tamanho das particulas) até que as particulas
de gelatina sofram inchamento e se tornem uma massa homogénea, com a
dissolugéo realizada sob aquecimento, em temperaturas na faixa de 50 a 60°C. No
processo direto, agua quente (80 a 90°C) é adicionada diretamente & gelatina, sob
forte agitagcdo até sua completa dissolucdo, contudo o inconveniente desse

metodo € que a gelatina possui propriedades espumantes (POPPE, 1997).

1.2 Proteinas do leite

As proteinas do leite tém sido extensivamente estudadas continuamente por
mais de 50 anos. As proteinas do leite apresentam elevado valor nutritivo e
excelente propriedades funcionais, tanto de interesse tecnol6gico como fisioldgico
(SGARBIERI, 2000; SGARBIERI, 2004; PACHECO et al., 2005).

O leite € reconhecido como uma excelente fonte de proteinas de elevada
qualidade, devido ao conteldo varidvel de aminoacidos que ndo sdo sintetizados
pelo organismo humano (essenciais). O leite é composto de &gua, lactose,
gordura, sais e proteina. As proteinas podem ser divididas em trés grandes
grupos: as caseinas, insolUveis em pH 4,6 e 20°C, as proteinas do soro e as
proteinas das membranas dos glébulos de gordura-PMGG (MAUBOIS e
OLLIVER, 1997; AIMUTIS, 2002; 2004; RICCIO, 2004: SPITSBERG, 2005).

14
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O leite bovino contém aproximadamente 3,5% de proteinas, destas, 78% sao
caseinas, 20% proteinas do soro e cerca de 2% PMGG (SGARBIERI, 1996;
RICCIO, 2004; SPITSBERG, 2005). O leite contém uma mistura de proteinas,
cada uma delas apresenta atributos individuais quanto aos fatores biologicos,
nutricionais e sua a aplicacdo na indlstria de alimentos (Tabela 1). As principais
proteinas presentes no leite incluem a a-lactalbumina, B-lactoglobulina,
imunoglobulinas, albumina do soro bovino e as caseinas: k-caseina, f-caseina e
a-caseinas. As proteinas em menor propor¢do, no entanto comercialmente
também importantes, s&o a lactoferrina, lactoperosidase, caseinomacropeptidios e
proteose-peptonas (NIELSSEN, 1997; FOX e McSWEENEY, 1998; ETZEL, 2004;
CHATTERTON et al., 2008).

Tabela 1 Classificagdo das proteinas do leite: caseinas e proteinas do soro

Proteina Massa Molecular Concentragao Ponto Isoelétrico
(kg/mol) (g/L) (1)

Caseina

k-caseina 19 3.3 5,8

B-caseina 24 9,3 52

o-caseina 24 13 49/5.3

Glicomacropeptideo 8,6 1,5 <3,8

Soro de leite

B-lactoglobulina 18 3,2 5,4
a-lactalbumina 14 12 4.4
Albumina sérica 66 0,4 5.1
Imunoglobulina G 150 Q.7 5-8
Lactoferrina i 0,1 7,9
|actoperoxidase 78 0,03 9,6

Fonte: ETZEL, 2004
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Trabalhos recentes tém demonstrado que as proteinas do soro apresentam
algumas diferengas fundamentais em relagéo as caseinas (BOIRIE et al., 1997)
relacionadas ao metabolismo e na acéao fisioldgica, baseadas na propriedades de
que essas proteinas nao sofrerem alteragdes conformacionais pelos acidos
estomacais. Ao atingirem o intestino delgado, essas proteinas sé&o rapidamente
digeridas e seus aminoacidos absorvidos, elevando rapidamente a concentragdo
aminoacidica do plasma e estimulando a sintese de proteinas nos tecidos (BOIRIE
et al. 1997; DONIEL et al. 1990).

Durante muito tempo o soro foi considerado como um residuo industrial ou
produto com valor comercial residual. Sé nas trés udltimas décadas foram
desenvolvidos processos de separagdo que permitem obter ingredientes
alimentares com alto teor protéico a partir do soro de leite (TORRES, 2005;
SIMMONS et al., 2007).

Formado por uma mistura de proteinas com numerosas e diversas
propriedades funcionais (como emulsificagéo, aeragdo, formagdo de gel), o soro
de leite bovino tem potencial elevado de utilizagdes (KINSELLA, 1984; AUDIC et
al., 2003; SINHA et al., 2007), necessitando de processamento para tornar-se o
ingrediente protéico adequado para uma utilizagdo especifica (HUFFMAN, 1996).

Métodos de obtencédo da proteina na forma nativa permitem maior
exploracdo das propriedades funcionais no processamento de produtos
alimenticios (DE JONGH et al., 2001). Técnicas de ultrafiltracdo s&o utilizadas
para a obtencdo de concentrados de proteinas do soro ndo desnaturadas
(MAUBOIS e OLLIVER, 1997). A ultrafiltracdo apresenta varias vantagens sobre
outros processos de separagdo, ja que ndo envolve mudanca de fases; pode ser
conduzida a baixas temperaturas e pressao hidrostatica, ndo afetando substancias
termosensiveis e n&o precisa de reagentes quimicos (PORTER e MICHAELS,
1970).

A ultrafiltragéo é a técnica preferida para a fabricacdo dos concentrados
protéicos de soro com >50% de proteina (MORR e FOEGEDING, 1990). De
acordo com MORR e HA (1993), a ultrafiltracdo & um processo industrial utilizado
para o fracionamento do soro, com o objetivo de produzir um concentrado protéico
de soro com alto teor de proteina. Geralmente o processo é seguido de uma

diafiltragdo com é&gua desionizada para a remogdo de lactose residual e dos
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minerais do retentado antes da secagem. A diafiltragdo aumenta a pureza do
concentrado protéico e a funcionalidade dos ingredientes (HUFFMAN, 1996).

Na obtencédo de proteinas, normalmente o processo de liofilizagéo é
utilizado para conseguir maior estabilidade da proteina na estocagem. Em geral,
as proteinas liofilizadas séo mais estaveis em meios com menor conteudo de agua
(LAl e TOPP, 1999). A umidade residual normalmente € considerada a
responsavel pela instabilidade quimica de proteina e peptidios no estado solido
(LIU et al., 1991).

Os derivados do soro mais importantes s&o: o soro desmineralizado por
troca idbnica ou eletrodialise, muito utilizado para uso em formulacdes infantis; a
lactose refinada; o concentrado protéico de soro, obtido por ultrafiltragdo com um
contetido protéico que varia de 35 a 80% (MULVIHILL e ENNIS, 2003; TOLKACH
e KULOZIK, 20086); e o isolado protéico de soro que contém acima de 90% de
proteina e € obtido por troca idnica e diafiltragao (LA FUENTE et al., 2002;
CANCINO et al., 2006).

O contetido de proteina do soro de 10 a 12% (base seca) pode aumentar
ap0Os o processo de concentragdo por membranas 35, 50 ou 80% de proteina, com
reducdo do teor de lactose e sais (CANCINO et al. 2006). Segundo MORR e HA
(1993), diversos trabalhos tratam da funcionalidade de proteina do soro,
concentrado protéico de soro (WPC) e isolado protéico de soro (WPI), com
impactos nas propriedades fisico-quimicas e funcionais (MILLER et al., 2000).

Concentrados e isolados protéicos de soro de leite bovino s&o usados como
ingredientes em um grande nimero de produtos formulados (MILLER et al., 2000).
Quanto as propriedades funcionais fisiolégicas, os produtos de soro de leite
oferecem beneficios nutricionais devido a sua excelente composicdo em
aminoacidos essenciais (lisina e triptofano) e pela presenca de vitaminas do
complexo B, como a tiamina e a riboflavina (SCHUCK et al., 2004).

De todas as proteinas alimenticias, as do soro apresentam a maior
concentragéo de aminoacidos de cadeia ramificada (isoleucina, leucina e valina),
os quais estdo relacionados com a construgao de tecido muscular e regeneragao
de traumas multiplos (ALEXANDER e GOTTSCHLISH, 1990). A suplementacao

nutricional com este tipo de aminoacidos em desportistas previne a degradacéo
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protéica e a perda de massa muscular associada ao exercicio intenso e de longa
duragéo (WALZEM et al., 2002).

MARKUS et al. (2000) demonstraram ainda que uma dieta que contém
proteinas do soro enriguecidas em a-lactalbumina como fonte protéica altera a
razédo plasmatica de triptofano/outros aminodcidos neutros, o que modula a
atividade serotoninérgica cerebral. Esta agdo promove a melhoria do humor e o
aumento das capacidades cognitivas em humanos vulneraveis ao stress.

Dietas ricas em proteinas, especialmente proteinas de alto contetdo de
aminoacidos essenciais (EAAs), aminoéacidos sulfurados e aminoacidos de
cadeias ramificadas tém sido recomendadas para o aumento da perda de peso e
gordura corporal, sintese de proteina muscular e diminuicdo da insulina e
triacilglicerdis no plasma. Fracdes de proteina, como a B-lg, apresentam as
seguintes caracteristicas: 17% EAAs, 33,5% aminoacidos de cadeia ramificada e
74% leucina a mais que a maioria das proteinas (ETZEL, 2004).

A habilidade da proteina de formar agregado ou gel quando aquecida
contribui para melhorar a viscosidade e a textura de muitos alimentos (EUSTON,
2004). Paises como Estados Unidos, Australia, Canadéd e Nova Zelandia e
nacdes da Uni&o Européia processam o soro, reconhecendo-o como ingrediente
funcional e agregando valor a linha de produgéo da industria lactea (ANTUNES,
2003).

2 Propriedades fisioldgicas das proteinas e peptidios do soro de
leite e da gelatina

Avangos recentes nas pesquisas nutricionais e biomédicas tém revelado
relacbes complexas entre nutricdo e doenga, sugerindo que algumas proteinas
alimenticias e seus peptidios poderdo ser Uteis na prevencéo e/ou diminuicéo de
riscos de um grande numero de condigbes patoldgicas derivadas da méa nutrigéo,
doencas ou injurias de diversas naturezas (SGARBIERI, 1999a; SGARBIERI,
1999b; SGARBIERI, 2004). Interesse na perda de peso, controle do diabetes,

perda de gordura e aumento da proteina muscular sdo alguns dos beneficios
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associados & melhoria da salde por meio da ingestdo de proteinas (ETZEL,
2004).

Estudos recentes mostram um grande nimero de hidrolisados ou peptidios

derivados de varias fontes protéicas, com eficiéncia comprovada in vitro e/ou in
vivo, das quais pode-se destacar que varios componentes bioativos, amplamente
difundidos nos alimentos de origem animal, apresentam atividade fisiologica
(PRATES e MATEUS, 2002) do pescado (FUJITA et al., 2000), da soja (WU e
DING, 2002), dos produtos carneos, componentes de sangue (AGUIAR et al,
2005) e das proteinas do leite (SEPPO et al, 2002). O Quadro 1 ilustra os

principais componentes bioativos secretados no leite bovino.

Quadro 1 Proteinas fisiologicamente ativas secretadas no leite bovino.

Proteinas protetoras Imunoglobulinas
Proteose peptonas
Lactoferrina
Transferina

Fatores de crescimento | Fator de crescimento epidermal (EGF)
Fator beta de transformacao celular (TGFB)
Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1)

Enzimas Lactoperoxidase
Lisozima
Plasmina
Xantina oxidase
Glicose oxidase

Hormonios Hormaénio de liberagéo de tirotropina (TRH)
Somatostatina (SIH)

Calcitonina

Insulina

Relaxina

Hormonio estimulante da tirdide (TSH)
Hormaénio de liberago luteinizante (LRH)
Peptideo de liberagéo de gastrina (GRP)
Adrenocorticotropina (ACTH)

Prolactina

Fonte: Adaptado de AIMUTIS (2002)
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Pesquisas realizadas na ultima década revelaram que o leite bovino, o
colostro, € o soro do leite bovino, contém um numero de componentes
biologicamente ativos, que podem exercer efeitos potencialmente benéficos para a
saude (KORHONEN, 2002).

O leite bovino é considerado como um alimento basico em muitas dietas,
pois é rico em uma variedade de nutrientes essenciais. Sofisticados métodos
analiticos, bioquimicos e biologicos tém sido importantes ferramentas para a
comprovagédo da atividade bioldgica das substancias. Técnicas de separagéo e a
utilizagdo de enzimas nos produtos do leite tém oferecido oportunidades para
isolar, concentrar ou modificar estes componentes (STEIJNS, 2001). Ha varias
classes de componentes bioativos presentes no leite: caseinas, proteina do soro,
imunoglobulinas, peptidios derivados da caseina e das proteinas do soro,
lactoferrina e lactoperoxidase, glicoproteinas, esfingolipidios, lactose e
oligossacarideos, hormoénios, fatores de crescimento e enzimas como
oxidoredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases (STEIJNS,
2001).

Estudos tém focado a bioatividade das fragdes destas proteinas isoladas a
partir de hidrolisados do leite bovino em seu uso na formulacdo de alimentos
(MEISEL, 1999; MEISEL e SCHLIMME, 1996; MEISEL e BROCKLEMANN, 1999:
WARNER et al, 2001). Além das propriedades funcionais tecnologicas e
nutricionais, algumas proteinas apresentam atividade bioldgica, como por
exemplo: a influéncia no metabolismo 6sseo apresentada pelas proteinas do soro
do leite (TAKADA et al., 1997), atividade antimicrobiana apresentada pela
lactoferrina (MEISEL, 1998); atividade imunoestimulante desempenhada pelas
imunoglobulinas (KORHONEN et al., 1998). Essas funcdes também podem estar
associadas aos chamados peptidios bioativos, presentes em determinadas
sequéncias da proteina, liberados apds a hidrélise enzimatica in vivo ou in vitro
(KORHONEN et al., 1998).

A expanséo da utilizagdo de proteinas do soro do leite como ingredientes
que aumentam o valor nutricional, funcional e/ou biolégico, aumentou o valor
comercial dos ingredientes da industria lactea (CHATTERTON et al., 2006). Uma
concentragdo elevada de peptidios bioativos pode ser produzida em escala
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comercial, utilizando a hidrélise enzimatica e tecnologias de separagao e
purificacdes destes peptidios (GAUTHIER et al., 2006).

Proteinas de soro e caseinas séo preferidas para formulagdes infantis em
virtude de seu elevado valor nutritivo. As proteinas de leite s&o utilizadas na forma
de hidrolisados, na qual normalmente s&o reduzidos a aminoacidos e peptidios de
baixos pesos moleculares. Teoricamente, a hidrélise extensiva deve destruir os
epitopos alergénicos (regibes de ligacdo da IgE), resultando em produtos
hipoalergénicos seguros (MAHMOUD, 1994).

Exemplos de doencgas ou condigdes clinicas que exigem o uso de formulas
especiais contendo hidrolisados protéicos incluem: doenga de Crohn, colite
ulcerativa, sindrome de intestino curto, fistulas, pancreatite, traumas severos,
sindromes de imunodeficiéncia e alergias alimentares. Na preparagéo de
alimentos especiais € desejavel utilizar hidrolisados que possuam entre 2 a 6
aminodacidos (massa molecular abaixo de 2kDa), para facilitar ao maximo sua
absorcdo intestinal, evitando o aparecimento de peptidios amargos e a
possibilidade de causarem efeitos alergénicos (CLEMENTE, 2000).

A hidrélise enziméatica em condicdes de pH 6-8 e temperatura de 40-60°C
pode também promover a obtengéo de ingredientes a partir do leite com atividade
bioldgica e nutricional, que possibilitam melhora a satde (SINHA et al., 2007). Os
peptidios bioativos dos componentes das proteinas do soro de leite, como as
imunoglobulinas, lactoferrina, lactoperoxidase e glicomacropeptidio, s&o hoje em
dia disponiveis comercialmente de forma isolada, com aplicagoes especificas em
formulas infantis, dietas clinicas e componentes das pastas de dentes e agentes
conservantes contra microrganismos (STEIJNS, 2001; KELLY e MCDONAGH,
2002: SCAMMELL, 2001). Efeitos antihipertensivos (YAMAMOTO et al., 1999;
MEISEL et al., 1997), peptidios opidides (McDONAGH e FITZGERALG, 1998) e
com propriedades anticancerigenas (REGESTER et al., 1996; REYNOLDS, 1997,
REYNOLDS, 1999; FITZGERALG, 1998) s&o aplicagbes para as proteinas do leite
que sdo esperadas no futuro (KORHONEN, 2002).

As proteinas de soro de leite se destacam por aumentar a resposta imune
através de uma maior produgéo de glutationa celular. Para varios investigadores
(BOUNOUS et al., 1989; BOUNOUS e GOLD, 1991; BRINK, 1996), o estimulo a

sintese de glutationa e ao estimulo imunoldgico depende da propriedade das
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proteinas de soro liberarem, pela hidrolise enzimatica, peptidios de glutamilcistina,
contidos nesta sequéncia nas fragdes de albumina sérica (BSA), B-lactoglobulina e
de imunoglobulina G.

As proteinas e peptidios do soro produzem varios efeitos bioldgicos quando
ingeridas como estimulo a sintese de glutationa, estimulo a sintese de IGF-1
(Insulin. Growth Factor 1), reforco imunolégico, agéo hipocolesterdlemica, acdo
antitumoral e aumento da longevidade em animais de experimentacdo
(BRINK,1996; SGARBIERI, 2004). A glutationa é um tri-peptidio composto de
glutamato, glicina e cisteina, distribuida em todas as células do organismo
humano e animal. Desempenha fungdo metabdlica como antioxidante celular,
protegendo contra efeitos deletérios de radicais livres, xenobidticos e como
substrato para a enzima glutationa peroxidade (selénio dependente), com acéo
desintoxicante sobre o perdxido de hidrogénio e outros hidroperoxidos (BRINK,
1996).

Segundo PACHECO et al. (2006), a atividade citoprotetora do concentrado
protéico de soro de leite, do hidrolisado e sua fragdo contendo peptidios de baixo
peso molecular pode ser atribuida & presencga de elevado contetido de compostos
sulfidrila, os quais, provavelmente, servem de substrato para sintese de glutationa
pelas células da mucosa gastrica.

Contudo, para que as proteinas do soro de leite estimulem a sintese de
glutationa e atuem como imunomoduladoras, elas devem permanecer com suas
estruturas nativas intactas, preservando a atividade biolégica original, que devem
ser transferidas aos peptidios resultantes da hidrélise (BOUNOUS e GOLD, 1991).

MURAKAMI et al. (2004) pesquisaram a atividade anti-hipertensiva em 12
tipos de hidrolisados protéicos comerciais de diferentes fontes protéicas. Esses
autores verificaram que hidrolisados do soro de leite (WE80M) e outro derivado da
ovoalbumina (EESOFX) foram os que apresentaram os maiores indices de inibicio
(78,2%) da enzima conversora de angiotensina | (ECA), porém, somente o
hidrolisado do soro de leite foi capaz de promover um decréscimo significativo na
presséao arterial de ratos naturalmente hipertensos (SHR). Por outro lado, os
hidrolisados da caseina (CESOGMM) e do soro de leite (WESOBG) induziram um
forte efeito hipotensor nos animais, embora apenas com médios indices de
inibicao da ECA (~50%).
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COSTA (2004) verificou que o tratamento térmico ou enzimatico das
proteinas do soro de leite influi na obtengéo de hidrolisados com atividade anti-
hipertensiva. O isolado protéico tratado a 65°C, parcialmente desnaturado, e
hidrolisado com alcalase resultou em um produto com maior atividade quando
comparado aos produtos obtidos de proteinas nativas ou totalmente desnaturadas
hidrolisadas com alcalase, a-quimotripsina e proteomix, sendo o unico hidrolisado
eficiente em reduzir a presséo arterial dos ratos espontaneamente hipertensos,
ap6s a administragéo por via oral.

FARIA (2006) avaliou a influéncia das enzimas do trato gastrintestinal na
atividade inibitéria da ECA de hidrolisados protéicos e de diferentes fontes
(caseina, soro de leite, gluten de trigo, soja e colagenos hidrolisados de origem
bovina e suina). Os hidrolisados de maior peso molecular, colagenos hidrolisados
bovino e suino, apresentaram aumento significativo da poténcia inibitéria da ECA.
Por outro lado, observou-se redugdo na capacidade de inibir a ECA dos
hidrolisados com menores pesos moleculares, como os hidrolisados da caseina,
soro de leite e soja.

Muitos estudos dos efeitos imunomodulatérios das proteinas do soro e de
seus peptidios obtidos por hidrélise enzimética tém sido estudados com efeitos no
sistema imune, ativagdo e proliferagdo de linfcitos, secregao de citocina e
producéo de anticorpos. No entanto numerosos estudos tém sido realizados para
a identificac@o de peptidios com agdo anti-microbiana (GAUTHIER et al., 20086).

A enzima que converte a angiotensina A em angiotensina B é a responsavel
pela regulagéo da presséo sanguinea e da hipertens&o. Varios peptidios derivados
da acdo proteolitica da B-lg tém inibido a atividade da enzima conversora de
angiostensina (ACE). Estes estudos tém mostrado que a hidrélise com pepsina,
tripsina, quimotripsina ou outras proteases comerciais resultaram na inibicdo da
ACE de 73-90% (STEIJNS, 2001; CHATTERTON et al., 2006).

Nas Ultimas duas décadas, o estudo da fragao protéica do leite bovino
revelou a existéncia de véarios componentes diretamente envolvidos na
manutencao, reparagdo e proliferagdo celulares. Estas proteinas de baixo peso
molecular, denominadas fatores de crescimento, interagem com receptores
especificos da membrana celular. Depois de internalizadas, desencadeiam uma
resposta celular no sentido do aumento da atividade biossintética, o que leva ao
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crescimento, diferenciacdo e proliferagdo celular. E atualmente aceito que estes
componentes estdo envolvidos na maturacdo e desenvolvimento dos Orgéos
imaturos do recém-nascido. Estas propriedades tém estimulado o
desenvolvimento de estratégias para a concentracédo dos fatores de crescimento
do soro bovino para uso clinico, nomeadamente na recuperacao de tecidos
danificados, quer em tratamentos pds cirdrgicos, quer na cicatrizacao de feridas
através de aplicacdo topica (FRANCIS et al, 1995 REGESTER e
BELFORD,1999).

O soro do leite bovino tem sido considerado uma das principais fontes para
a producgao de ingredientes funcionais a partir da proteina hidrolisada. As técnicas
de investigacao consistem na determinagéo da atividade bioldgica da proteina
hidrolisada com uma enzima proteolitica, o isolamento do peptidio ativo, a
determinacao de sua estrutura e determinagio de sua atividade, que geralmente
se procede sintetizando um peptidio de sequéncia similar ao determinado, a partir
da proteina precursora. No entanto, do ponto de vista econdémico, a purificacdo
desses peptidios torna-se inviavel, sendo considerado mais adequado a
combinagéo de tratamentos que resultem em produtos de melhor atividade
biolégica (COSTA, 2004).

O interesse pelo colageno (gelatina, hidrolisados de gelatina) esta sendo
estimulado por suas inumeras aplicagdes industriais (POPPE, 1997) e pelas
propriedades fisiologicas importantes reveladas mais recentemente (KRANS e
SCHWARS, 2001; BRODIE, 1984; OESSER et al., 1999; MOSKOWITZ, 2000;
OESSER e SEIFERT, 2003; ITO et al., 2002).

Os autores acima citados sao concordes de que a ingestdo de gelatina,
particularmente na forma hidrolisada, produz os seguintes efeitos benéficos no
organismo: fortalece e estimula o crescimento dos cabelos, unhas e torna a mais
saudavel (KRANS e SCHWARS, 2001; BRODIE, 1984); fortalece a estrutura
Ossea, contribuindo para o tratamento da artrose e da osteoporose (OESSER et
al., 1999; MOSKOWITZ, 2000; OESSER e SEIFERT, 2003).

A influéncia positiva da administraggdo oral de gelatina em doencas
degenerativas tem sido estudada na indicagéo de que os hidrolisados de gelatina
sdo absorvidos no intestino e, preferencialmente, acumulados no tecido

cartilaginoso (OESSER et al., 1999). Para o tratamento de artrite reumatéide, uma
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triagem clinica de administragéo oral de cartilagem derivada do colageno tipo lI
melhorou os sintomas (BARNETT et al., 1998; TRENTHAM et al., 1993). E para
compensar a deficiéncia de calcio durante a adolescéncia, gravidez e lactacéao,
sendo associados a tratamentos de osteoporose, hidrolisados de gelatina foram
administrados (DJAGNY, 2001).

Trabalhos recentes mostraram in vitro que certas preparagdes de colageno
apresentaram efeito antitumoral, inibindo o crescimento (metastase) e a
proliferagé@o de células cancerigenas (apoptose). (ITO et al., 2002; CHO et al.,
2004: ROTH et al., 2006; PASCO et al., 2005; GOLDSTEIN et al., 2005).

3 Propriedades Geleificantes

As propriedades funcionais das proteinas podem ser classificadas em trés
principais grupos: propriedades de hidratacdo, as quais sdo dependentes da
interagdo  proteina-agua  (absorg&o,  retencao, molhabilidade, adesé&o,
dispersibilidade, solubilidade e viscosidade); propriedades que estéo relacionadas
com as interacdes proteina-proteina (precipitacdo e geleificagéo) e propriedades
de superficie (tensdo superficial, emulsificacdo e formagdo de espuma)
(MESSENS et al., 1997).

A capacidade de formar gel € uma importante propriedade funcional das
proteinas para se obter textura desejavel e caracteristicas sensoriais dos
alimentos (TOTOSAUS et al., 2002). O fendémeno de formagéo de gel & muito
complexo e normalmente ocorre com 0 resfriamento da soluc&o coloidal, apos
aquecimento prévio. Com o resfriamento, verifica-se um aumento de viscosidade
até o ponto em que a rigidez se manifesta. A rede protéica formada é considerada
como resultante de um equilibrio entre interagdes proteina-proteina e proteina-
solvente e as forgas repulsivas e de atracéo entre cadeias proximas (SGARBIERI,
1998).

As reacdes iniciais do processo de geleificagdo envolvem o enfragquecimento
e quebra das pontes de hidrogénio e hidrofobicas, desestabilizando a estrutura

conformacional das proteinas. Posteriormente, ocorre agregacéo das moléculas
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de proteina, produzindo-se uma estrutura tridimensional capaz de imobilizar
fisicamente grande parte do solvente, através de ligacdes intermoleculares,
interagdes hidrofébicas e idnicas (MANGINO, 1992).

Os géis sao geralmente classificados em dois grupos: quimicos e fisicos, os
quais sdo diferenciados pela natureza das ligagdes entre os polimeros. Se o gel é
formado por reagbes quimicas, as ligagdes formadas s&o ligagbes covalentes e o
gel formado é irreversivel. No entanto, no gel fisico, a rede formada é estabilizada
por ligagbes secundarias, pontes de hidrogénio, interagbes dipolares e
hidrofobicas. Estes géis s&o reversiveis quando parametros como pH, forca iénica
e temperatura sdo modificados (CHATTERJEE e BOHIDAR, 2005). As
caracteristicas quimicas e fisicas que induzem a geleificagdo das proteinas estéo
listadas na Tabela 2.

A capacidade de um gel de apresentar viscosidade, rigidez e elasticidade é
considerada como uma fungéo que depende do tipo de proteina, composicdo em
aminoacidos, massa molecular, temperatura e tempo de aquecimento, grau de
desnaturag&o causado pelo pH, concentragdo protéica e forca idnica; além das
interagbes idnicas, hidrofébicas e grupos sulfidrila livres (SHIMADA e
MATSUSHITA, 1981; GOSAL e ROSS-MURPHY, 2000; TOTOSAUS et al., 2002;
FUENTE et al., 2002).

Concentragédo de Proteina: Com o aumento da concentrac&o de proteina ocorre
a modificacdo da textura dos géis, resultando em aumento da firmeza e
intensificando a retencdo de agua pela matriz. De modo geral, usa-se na
geleificacdo concentragdes protéicas de 5-12% e temperaturas de 60-110°C
(IPSEN et al, 2002). As interagcbes proteina-proteina podem ser fracas e
reversiveis ou covalentes. As ligagbes intermoleculares fracas s&o,
essencialmente, de trés tipos: a) interagdes hidrofobicas (5-10 kJ/mol), que
resultam da exposigcéo de grupos hidrofébicos durante a desnaturagéo, b) pontes
de hidrogénio (10-40 kJ/mol), que resultam da interacdo entre cadeias laterais
hidrofilicas de aminoacidos; e c) interages eletrostaticas (25-80 kJ/mol), que
resultam de interagdes entre grupos e cargas contrarias. As ligagbes covalentes
(200-400 kJ/mol) estabelecem-se, majoritariamente, através de ligagbes dissulfeto
(NIELSEN, 1995).
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Tabela 2 Alteracdes fisicas e quimicas que induzem a geleificacdo da proteina.

Agentes Classificagao

Formagao de Gel

Fisicos Aquecimento

Alta presséao

Quimicos  Forga idnica

Uréia

Acido

Acdo enzimética

A proteina nativa € parcialmente desnaturada
para a formagdo da rede. A matriz € ordenada

pela agregacéo das moléculas.

Pressdes (200-500 Mpa) induzem a interacéo
hidrofobica entre as ligagdes dissulfeto e as
moléculas de proteina, resultando em rearranjo

da estrutura do gel.

Apds o aquecimento, seguido da adig&o salina,
ou ocorre a repulséo eletrostatica, ou as cargas
s&o protegidas, formando o gel. A distribuigao
da estrutura secundaria induz o efeito
hidrofébico.

A uréia promove ligagdes dissulfidicas
intermoleculares, oxidacdo dos grupos sulfidrila,

resultando na formagé&o da rede.

A diminuicdo do pH, seguida da desnaturagao,
forma aglomerados ou agregados. Esses, por
sua vez, podem ser considerados como blocos

de gel.

A catdlise enzimatica entre residuos de
glutamina forma ligagbes que mantém a

estrutura do gel.

FONTE: TOTOSAUS et al., 2002
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Efeito do pH: O pH, assim como a forga iénica, pode alterar a distribuicéo das
cargas entre as cadeias laterais das proteinas, causando aumento ou diminuicéo
das interagGes proteina-proteina. Préximo do ponto isoelétrico (pl), ha um excesso
de interag&o proteina-proteina e, acima do ponto isoelétrico, aumentam as
interagbes proteina-solvente (BERTRAND e TURGEON, 2007). A integridade
fisica do gel € mantida pelo contra balanceamento das forgas de atragéo e
repulsao entre as moléculas de proteina e destas com o solvente circundante
(ZIEGLER e FOEGENDING, 1990).

Efeito da Temperatura: as condigbes externas (temperatura, pH e forga iénica)
balanceiam as forgas atrativas e repulsivas proteina-proteina e proteina-solvente
que, consequentemente, afetam as taxas de desnaturagdo e de agregacéo,
determinando assim a estrutura final do gel (ERRINGTON e FOEGEDING 1998;
HUDSON et al, 2000). A geleificacdo de proteinas globulares envolve dois
estagios. O primeiro & o desdobramento da estrutura nativa globular
(desnaturac&o) e o segundo é a agregagdo intermolecular. A desnaturacdo
envolve a dissociagdo de ligagbes intermoleculares (n&o covalentes), e este
processo € conhecido como processo endotérmico. A agregacdo envolve a
formacéao de ligagbes entre as moléculas de proteina, podendo ser covalentes e
nao covalentes (RELKIN, 1994; FITZSIMONS et al., 2006). A geleificacdo das
proteinas € tradicionalmente conseguida por aquecimento, mas alguns processos
fisicos ou quimicos formam géis de proteinas por mecanismos analogos a inducéo
pelo calor. Dos métodos fisicos, o principal, depois do tratamento térmico, é a alta
pressao. Dos métodos quimicos, podemos citar a acidificagdo, alteracbes
enzimaticas e o uso de sais e uréia, causando modificagbes nas interacdes

proteina-proteina e proteina com componentes do meio (TOTOSAUS et al., 2002).

Efeito da Hidrofobicidade: O contetido de célcio e a hidrofobicidade da proteina
sao fatores que tém grande influéncia na textura e forca do gel. Fatores de
composicéo e etapas de processamento alteram a funcionalidade das proteinas
que tém grande impacto na textura de géis (MANGINO, 1992).
Segundo LOURENGO (2000), os géis protéicos s&o avaliados por meio de
procedimentos que medem caracteristicas macroestruturais e microestruturais e
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por caracterizagdo dos componentes do sistema. A avaliagéo macroestrutural de
um gel envolve, usualmente, a mensuracdo de algumas propriedades quimicas e
fisicas do sistema; entre elas, o contetido total de dgua, de proteina e de sdlidos
totais, alteracdes de turbidez durante a geleificagéo, faixa de pH em que a
geleificacdo ocorre, grau de sinérese e medidas de propriedades do gel (dureza,
adesividade, coesividade e elasticidade). As propriedades reoldgicas s&o
parametros de consisténcia, medidas por métodos texturometricos,
viscosimétricos, penetrométicos e compressiomeétricos.

A reologia é o estudo da relagdo que existe entre as forcas externas que
atuam obre um corpo e a deformagdo ou escoamento que estas produzem
(STEFFE, 1996). A determinag&o das propriedades reoldgicas de alimentos é
importante para o projeto de tubulagbes e equipamentos, no controle de
qualidade, no desenvolvimento de novos produtos e na predicdo da textura
(TAKEUCHI, 2003).

Segundo o mesmo autor, a avaliacéo microestrutural envolve o
acompanhamento das reagdes e a observagéo fisica das mudangas de estrutura
microscopica dos componentes do sistema no decorrer da geleificagdo e, no gel,
através de microscopia eletronica, de espectroscopia e de técnicas de analise
térmica, entre essas, a calorimetria diferencial de varredura. Os métodos fisicos de
avaliacgdo microestrutural fornecem informacbes sobre as caracteristicas
microscopicas da rede protéica do gel, sobre a conformagéo das proteinas e sua

influéncia nas propriedades reoldgicas.

3.1 Propriedades geleificantes da gelatina

Solugdes de gelatina formam géis transparentes apos refrigeragéo abaixo da
temperatura de geleificagdo, normalmente proximo a 40°C (SEGTAN e
ISAKSSON, 2004). Durante a geleificagéo, as cadeias apresentam uma desordem
conformacional e regeneram parcialmente a estrutura tripla hélice do colageno.
Esse processo & termoreversivel, pois a rede é estabilizada por ponte de
hidrogénio (BIGI et al., 2004).
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Em nivel molecular a formacdo de gelatina em solucdo envolve a
renaturacao de estruturas no estado ordenado para estruturas ftripla hélice
caracteristicas do colageno no estado nativo, sendo que a estrutura e as
propriedades fisicas dos géis séo resultado do nivel de renaturacgéo (ACHET e HE,
1995).

A dureza do gel e as propriedades fisicas sé@o as principais condi¢des do gel
de gelatina influenciadas pelas condigdes de extracéo da gelatina. Geralmente,
quando a gelatina € extraida em temperaturas mais baixas o gel é mais rigido e
exibe um grande valor de bloom, o qual € mensurado pela dureza do gel (USTA et
al., 2003). A forca do gel ocorre em fungdo do complexo de interacbes
determinadas pela composi¢éo de aminoacidos. A estrutura do gel de gelatina é
mais estavel em presenga dos iminoacidos hidroxiprolina e prolina (GOMEZ-
GUILLEN et al., 2002).

Géis de gelatina em pH 7,5 apresentam aparéncia transparente com uma
tendéncia muito fracamente opaca, indicando uma microestrutura delicada em
forma de rede. (WALKENSTROM e HERMANSSON, 1997). A gelatina é o agente
mais versatil, utilizado para a modificacéo da textura de alimentos (HAUG et al.,
2004), pois forma geis em baixas concentragées.

BOT et al. (1996) estudaram a formac&o de géis de gelatina em funcéo da
concentragao (2-15%), da temperatura de resfriamento, pH em concentractes de
cloreto de sddio e de calcio, verificando a dureza dos géis.

Outros estudos verificaram comportamento reoldgico € mecénico de géis de
gelatina (HAUG et al., 2004; KASAPIS e SABLANI, 2005; GIMENEZ et al., 2005;
OTTONE e DEIBER, 2005; OTTONE et al., 2005; CHIOU et al., 2006); em
diferentes condicdes de alta pressdo (MONTEIRO et al., 2002); temperatura de
gelatinizacdo (MARANGONI e TOSH, 2005); presenga de ion sodio, potassio e
calcio, ou em presenga de &cido citrico (OAKENFULL e SCOTT, 2003; SAITO, et
al., 2004); tensao superficial (HYONO et al., 2004); viscosidade (HONE e HOWEL,
2002) e microestrutura (TOSH et al., 2003; MOHANTY e BOHIDAR, 2005).

Varios trabalhos publicados relatam propriedades de filmes elaborados a
base de gelatina: SOBRAL et al (1997) estudaram as propriedades funcionais da
gelatina em funcdo da espessura; CARVALHO (1997, 2002) verificou as
mudangas provocadas nos filmes modificados enzimatica e quimicamente em
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relacdo as propriedades funcionais dos mesmos. BERTAN (2003) estudou a
adicdo de substancias hidrofébicas nos filmes de gelatina e as mudancas
provocadas em suas caracteristicas funcionais. BIGI et al. (2004) estudaram a
relacdo entre o contetido da tripla-hélice com as propriedades mecanicas dos
filmes de gelatina e FERREIRA (2000) e DAVANCO (2006) avaliaram o efeito da
adicdo de surfactantes e do ajuste de pH sobre filmes & base de gelatina.

3.2 Propriedades geleificantes das proteina do soro de leite: WPI, $-Lg

As proteinas do soro melhoram as propriedades funcionais dos alimentos,
apresentando como fungdes a melhora da textura, sabor e aroma, cor e melhoram
o valor nutritivo, pois aumentam o teor de proteinas (EL-GARAWNY e EL-SALAM,
2005). A mais importante propriedade funcional & a habilidade de formar gel sob
aquecimento, termo-induzido (MORR e HA, 1993; MLEKO, 1996; SGARBIERI,
1998: SINGH e HEVEA, 2003; HAVEA et al., 2004).

A capacidade geleificante dos concentrados protéicos de soro € muito
variavel, em virtude das diferencas de corhposigéo determinadas pelos métodos
empregados na produgdo. A concentragdo protéica minima, as condicbes de
aquecimento necessarias para geleificagcao, as propriedades dos géis, como
opacidade, firmeza, elasticidade e brilho e mecanismo de agregacéo, dependem
das caracteristicas desses concentrados (AGUILERA, 1995; PUYOL et al., 2001;
KAZMIERSKI e CORREDIG, 2003).

Ha na literatura varios trabalhos (MORR e FOEGEDING, 1990; PARRIS et
al., 1997; MORR e HA, 1993; ANDRADE e NASSER, 2005; TORRES, 2005)
mostrando que diferentes fontes e técnicas de processamento de soro resultam na
variabilidade de composicéo e propriedades geleificantes de fontes comerciais de
concentrado protéico de soro.

Tradicionalmente, as solucdes de proteinas do soro geleificam quando
submetidas a aquecimento em temperaturas superiores a 60°C, pois € quando
estas proteinas se desnaturam parcialmente e, em seguida, se agregam para
formar uma estrutura tridimensional que é capaz de reter agua (MORR e HA,

1993). A geleificagéo das proteinas do soro pode ser induzida por varios fatores
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fisicos e quimicos desde que, depois de uma alteragdo da estrutura nativa da
proteina (desnaturacdo), se estabelecam interacées proteina-proteina (agregacéo)
que originem uma rede tridimensional (TORRES, 2005).

As proteinas do soro, quando submetidas a agquecimento, sofrem mudancas
conformacionais (desnaturacdo) e, em seguida, agregam-se de maneira
irreversivel, via ligacdes covalentes e nao-covalentes, podendo formar um gel
(VERHEUL et al., 1998) em uma concentrag@o suficiente de proteina (maior que
5%).

Géis de proteina do soro variam de translicidos e elasticos a agregados e
opacos; o0s primeiros sao formados por aquecimento de dispersdes em
temperaturas e concentracdes protéicas baixas (3 a 5%), ou pelo aquecimento de
dispersdes extensivamente dialisadas. Os segundos, géis opacos e pouco
elasticos, sdo formados em concentragdes protéicas e temperaturas elevadas ou
na presenga de ions (IPSEN et al., 2002).

Segundo MESSENS et al. (1997), a geleificagdo das proteinas do soro de
leite bovino ocorre em uma ampla faixa de pH (2,5-9,5). Fora desta regido, as
repulsdes eletrostaticas entre as moléculas de proteina tornam-se excessivamente
fortes e ndo permitem a formacéo de gel. Préximo do ponto isoelétrico (pl), hda um
excesso de interacdo proteina-proteina e, acima do ponto isoelétrico, aumentam
as interagdes proteina-solvente (BERTRAND e TURGEON, 2007).

Em pH neutro, a estrutura dos géis térmicos de proteinas de soro de leite
bovino parece ser suportada, em grande parte, por interagbes hidrofébicas
(essencialmente) e por interacdes covalentes (HAVEA et al., 2004). Em pH acido,
os geis formados, de natureza pouco elastica, parecem ser suportados
essencialmente por pontes de hidrogénio (SHIMADA e CHEFTEL, 1988; 1989).

Geis de aparéncia macia, com boa propriedade de retencdo de agua, sdo
obtidos em regibes proximas ao pl (pH 5,0), enquanto que, em zonas de pH neutro
ou alcalino, os géis sédo de textura fina, mecanicamente fortes e elasticos,
caracterizados pela forca de repulséo eletrostatica (IKEDA e MORRIS, 2002).

De acordo com MANGINO (1992), para valores de pH acima de 7,5, géis de
concentrado protéico de soro de leite sdo translicidos e viscoelasticos. Resultados

descritos por DOI (1993) se assemelham aos de Mangino em valores de pH
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proximos a 8,5. No entanto, em pHs abaixo de 7,5, os géis sdo opacos € menos
viscoelasticos.

A gelificag@o do leite por acidificacéo € uma importante etapa no processo
de fabricacdo de diversos produtos lacteos. A formag&o de géis acidos de
caseinato de sddio ou leite € mais favoravel em pH proximos ao ponto isoelétrico
(CHEN et al.,, 1999). As diferentes etapas que ocorrem no processo de
acidificacdo sd@o mais facilmente entendidas ao correlacionar a variagdo do
comportamento reoldgico (textura) com o perfil dos peptidios agregados ou
solubilizados.

O aquecimento é considerado um processo classico de indugdo da
desnaturacdo. A desnaturacéo das diferentes proteinas do soro de leite ocorre em
temperaturas diferentes; além disso, a temperatura de desnaturacao de cada uma
depende de condigdes extrinsecas. O tratamento térmico do leite em temperaturas
de 70-90°C causa desnaturagdo das proteinas do soro do leite, sendo que a B-
lactoglobulina (B-lg) desnatura com maior rapidez que a a-lactalbumina (a-la)
(VASBINDER et al., 2003).

A temperatura de desnaturagdo da B-lg diminui de 82°C para 64,6°C
quando o pH aumenta de 3,5 para 8,0 (LIU et al, 1994), enquanto que a
temperatura de desnaturagio da a-la aumenta ligeiramente de 59°C para 62°C
quando o pH aumenta de 3,5 para 7,5 (DE WIT e KLARENBEEK 1984). As
proteinas do soro de leite que apresentam melhores propriedades geleificantes
s&0 B-lactoglobulina (KAVANAGH et al., 2000) e a albumina do soro bovino (BSA).

A B-Ig é a principal frag@o das proteinas do soro de leite bovino (7 a 12% do
total de proteinas do leite desnatado). Sua estrutura terciaria é fortemente
estabilizada por ligagdes dissulfeto (Cys 66-Cys 160 e Cys 106-119), isso faz com
que a presenca de grupos sulfidrila determinem a propriedade funcional das
proteinas do soro, em particular, quando induzidas & geleificacdo apos
aquecimento (BOUHALLAB et al., 2004; HINES e FOEDING, 1993; D'ALFONSO
et al., 2002). A B-Lg, que é uma proteina globular composta por 162 residuos de
aminoacidos (WONG et al. 1996) forma géis particulados brancos na regido de pH
4-6, e géis transparentes constituidos por uma rede de filamentos finos abaixo e

acima deste intervalo de pH. Grande parte das informagdes sobre a gelificagéo e
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as propriedades de géis de proteinas globulares foi obtida a partir de estudos com
sistemas formados por apenas uma proteina, em particular com a B-lactoglobulina
(ANDRADE e NASSER, 2005).

3.3 Géis Mistos

Nos ultimos anos, o comportamento de géis mistos tem atraido a atencéo
de um numero crescente de pesquisadores devido a expectativa de
comportamento mais flexivel de suas propriedades mecanicas e estruturais
quando comparada a dos géis simples (TURGEON e OULD ELEYA, 2000).

No caso de produtos lacteos, existem inimeros estudos de géis mistos.
Estes géis podem apresentar uma ampla faixa de caracteristicas de textura,
estrutura e estabilidade, que dependem das propriedades das proteinas e da
natureza e forca das interagdes (DICKINSON, 1998). Assim, o conhecimento dos
mecanismos de interagdo que ocorre em sistemas mistos € importante no
desenvolvimento das propriedades desejaveis nos produtos alimenticios
(TAKEUCHI, 2003).

Recentemente, consideravel interesse tem sido dado ao estudo de misturas
de proteinas e polissacarideos nos setores académico e industrial (TURGEON e
BEAULIEU, 2001; FONKWE et al., 2003). Tais combinagdes podem implicar em
novos ingredientes de alimentos, particularmente como substitutos de gordura
(TOLSTOGUZOV e VINCENT, 1997; WALKESTROM et al., 1998; SCHORSCH et
al., 2000; CAPRON et al., 1999), além de ser uma mistura comumente encontrada
em alimentos que mostram um intervalo de propriedades mecénicas e de textura
mais amplo que os géis puros de proteina. Esta mistura de hidrocoldides pode
mostrar efeitos antagbnicos ou sinergisticos, dependendo de um grande nimero
de parametros como concentragdo dos hidrocoldides, pH, forca idnica, contelido
de agucares, temperatura, peso molecular, fonte- da proteina do leite, histéria
térmica do produto, cisalhamento, entre outros (SYRBE et al.,1998).

As interagGes entre as proteinas do soro e k-carragena sé&o favorecidas em
valores de pH superiores a 5, e este efeito sinergistico € maior quando a proteina
passa por tratamento térmico (MLEKO et al., 1997). LIZARRAGA et al., (2005)
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verificaram o comportamento reolégico de concentrados de proteinas do soro de
leite (2,0-32,0%) em solucdes aquosas de carragena (0,1-2,0%), observando que
quantidades relativamente baixas de carragena produziram significante aumento
na viscosidade aparente dos geis de WPC. Segundo TAKEUCHI (2003), na
mistura de carragena com proteinas do leite dois eventos independentes e
antag6nicos podem ocorrer: (1) a formag@o de um complexo entre a k-carragena e
as proteinas do soro, que interfere na formagéo do gel, e (2) formagao da rede
elastica de carragena e a geleificacdo.

Géis mistos foram obtidos a partir da combinagdo de concentrado protéico
de soro de leite (WPC) e carragena, sendo observadas as caracteristicas de forgca
e elasticidade destes géis (EL-GARAWANY e EL-SALAM, 2005). Estudos feito por
BOLAND et al. (2005) verificaram a influéncia da textura em geéis de gelatina
adicionados de pectina para a obtenc&o de sobremesas.

Entre os compostos utilizados como ingredientes, também s&o encontrados
alguns polissacarideos como a xantana, muito utilizada em produtos lacteos pela
sua capacidade de conferir aumento de viscosidade de solugdes e formacao de
géis devido & sua elevada habilidade de ligagdo com a agua (MORRIS, 1995),
levando a uma melhoria das caracteristicas reoldgicas de textura e estabilidade
dos alimentos (SYRBE et al., 1998).

CAVALLIERI (2003) estudou as interacbes entre os compostos por
proteinas do soro e xantana em diferentes condigdes de pH, com as proteinas
nativas e desnaturadas termicamente. Os géis de consisténcia mais firme foram
obtidos nos sistemas em que os valores de pH se equilibraram em torno de 4,7 e
5,1, enquanto que LI et al. (2005) verificaram os efeitos da adicao de xantana na
geleificacdo de solugéo a 15% de proteina do soro em pH 7,0. Os efeitos do pH
(6.5, 6.0 e 5.5) na formagéo de géis contendo isolado protéico de soro de leite e
goma xantana (0,01%, 0,03% e 0,06% v/v) foram estudados por BERTRAND e
TURGEON (2007) que verificaram pequenas alteragbes que poderiam resultar em
um sistema instavel. Observaram também que os géis mistos apresentaram mais
elasticidade que os géis simples de WPI.

Buscando viabilizar a obtencéo de géis protéicos numa faixa mais ampla de
pH, LUPANO (2000) estudou as propriedades de géis mistos de concentrado
protéico de soro de leite e gliten de trigo em condicbes acidas (pH 3,7 € 4,2). Com

35



CAPITULO I - REVISAO DA LITERATURA
o0 mesmo objetivo, AGUILERA e KINSELLA (1991) estudaram as propriedades de

géis mistos de caseina e isolado protéico de soro de leite nos pHs de 4 a 6,3. Nos

dois estudos, os autores observaram que 0s géis mistos apresentaram maior
firmeza, elasticidade e capacidade de retencdo de agua, que os geéis simples
produzidos nas mesmas condigdes.

CHRONAKIS e KASAPIS (1993) estudaram as propriedades reologicas dos
géis mistos de isolado protéico de soja em combinagéo com o isolado protéico de
soro de leite bovino IPS:IPSL, usando uma quantidade fixa de IPSL (10% p/p) e
um gradiente de concentragdes de IPS (6-16% p/p). PAZ (2004) estudou o efeito
de diferentes pHs, temperaturas, concentragdo protéica e propor¢cdo de isolado
protéico de soro de leite (IPSL) e isolado protéico de soja (IPS) sobre as
caracteristicas fisico-quimicas, estruturais e funcionais dos géis obtidos dessa
mistura e constatou que a mistura IPS:IPSL, nas condicdes estudadas, levou a
formagéo de géis com melhores propriedades de textura e capacidade de
retencédo de agua, quando comparados aos géis simples de IPS. QOutro estudo
feito por COMFORT e HOWELL (2002) verificou a influéncia da geleificagéo de
proteinas mistas de soro de leite e soja.

ROESCH et al. (2004) verificaram que a microestrutura e as propriedades
viscoelasticas de géis protéicos acidos podem ser modificadas pela alteracéo da
propor¢do de leite desnatado:concentrado protéico de soja. A presenca da
proteina de soja afetou a estrutura dos géis, formando uma estrutura mais
grosseira. Maiores valores de elasticidade foram obtidos com adicdo de soja,
comparando-se aos géis simples de proteinas do leite. Géis contendo grande
quantidade de soja mostraram grandes poros.

YAMUL e LUPANO (2003) estudaram propriedades funcionais de géis
mistos de concentrado protéico de soro de leite bovino e mel, preparados em trés
diferentes pHs 3,75, 4,2 e 7,0. Os resultados mostraram que as reacgdes
dissulfidicas eram importantes na determinagdo da elasticidade, capacidade de
retencdo de agua e coesividade dos géis de WPC e que os produtos obtidos
poderiam ser utilizados na formulagdo de diferentes sobremesas tais como bolos,
flans e tortas.

As proteinas da soja e do soro de leite necessitam de temperaturas maiores
que as proteinas do musculo (PM) para que ocorram mudangas estruturais
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necessarias para uma melhor interagéo intermolecular. Com o objetivo de
melhorar a propriedade de geleificacdo de sistemas mistos, as proteinas
musculares, concentrado protéico de soro de leite e isolado protéico de soja foram
estudadas por LIU et al. (2000), que submeteram estas proteinas a condicdes
oxidativas, pois estas induzem mudangas nas proteinas, tais como o
desdobramento da estrutura protéica (LI e KING, 1996). A oxidag&o n&o induziu a
esperada maior interacdo protéica no sistema PM e CPSL, pois o valor da
elasticidade foi 43% menor que a do mesmo sistema ndo oxidado. Com a
oxidacdo das proteinas do sistema misto PM e IPS, foi verificado um aumento de
33% na elasticidade no fim do aguecimento.

DRAKE et al. (2000) avaliaram o efeito da fortificagcdo de iogurtes com
proteina de soja nas suas propriedades sensoriais, quimica e microbiologica.
Através de medida instrumental de viscosidade e sensorial de consisténcia, aroma
e sabor, foram verificados um aumento de todos os atributos testados (p<0,095)
com a adi¢éo de soja. logurtes com 1 a 2,5% de proteina de soja foram similares
ao iogurte controle. A diferenga no sabor do iogurte foi percebida com a adi¢éo de
5% de soja.

Recentemente muita atengédo tem sido direcionada para o estudo de
produtos capazes de geleificar em condigées de menor temperatura através de um
aquecimento prévio ao processamento (JU e KILARA, 1998) ou por adicao de sais
(HONGSPRABHAS e BARBUT, 1996) nas soluges de proteinas do soro. Estas
proteinas, uma vez modificadas termicamente, poderiam ser adicionadas na
formulacdo de alimentos levando a formagéo de géis em condi¢cGes de menor
temperatura, produzindo o que se chama de geleificag&o a frio ou, em inglés, “cold
set gelation” (BRYANT e McCLEMENTS, 1998).

Géis mistos de gelatina e concentrados protéicos de soro de leite mostram
uma maior tendéncia a opacidade quando comparados aos géis puros. Quando a
concentragdo é variada nos géis mistos, uma alteragdo de cor & encontrada,
indicando diferenga estrutural entre esses géis (WALKENSTROM e
HERMANSSON, 1997).

As interacbes proteina-proteina podem levar a trés principais fenémenos:
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(a) Interagbes sinergisticas, que resultam em um efeito que é maior do que
aqueles produzidos em cada isolado protéico separadamente, com formacao de
géis compativeis e espumas estaveis;

(b) Precipitagdo, por ocorrer predominantemente interagées eletrostaticas
intermoleculares e;

(c) Separacdo de fases, ao examinar a propriedade de geleificagdo da
mistura do IPS comercial e IPSL em 2% de NaCl, a 80 ou S0°C por 30min. As
proteinas separadamente formaram gel a 10%. Ambas as misturas de 9% de IPS
com 1% de IPSL e 8% de IPS com 2% de IPSL formaram géis de fase Unica
(HOWELL, 1995).

4 Textura em alimentos

A preferéncia dos consumidores por produtos industrializados que
apresentam reduzido teor de gordura, porém com caracteristicas de melhor
textura, aparéncia mais firme e sabor agradavel, tem crescido ao longo dos
ultimos anos. A industria de laticinios tem vivenciado esta demanda, levando a
uma intensificacao e diversificacao das linhas de producao e desenvolvimento de
ingredientes aptos a conferir tais atributos aos alimentos formulados. Alimentos
processados sao estruturados e estabilizados por um complexo arranjo de varios
constituintes alimenticios e, dentre estes, proteinas e polissacarideos
desempenham um papel chave, devido as suas propriedades funcionais
individuais ou de interac&o sinergisticas ou antagonicas (CAVALLIERI, 2003).

As proteinas exercem papel fundamental na textura de muitos produtos
alimenticios. O desempenho funcional das proteinas ird depender de suas
caracteristicas conformacionais, que podem ser alteradas com as condigGes de
processo, como tratamento térmico empregado, pH do meio e alteragbes no
ambiente idnico entre outros. Por outro lado, fatores intrinsecos também podem
afetar as propriedades destes compostos, como a composicdo de proteinas
especificas, seqUéncia de aminoacidos, estruturas conformacionais nativas

(secundarias e terciarias), carater superficial das moléculas representado pelas
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interagdes hidrofilicas ou hidrofobicas e distribuicdo de cargas (SGARBIERI,
1998).

A textura é um dos principais atributos relacionados a qualidade dos

alimentos, sendo dificil uma definicdo exata, ja que esta se constitui em um grupo
de propriedades fisicas, visuais e estruturais dos alimentos, ndo podendo ser
analisada isoladamente (BOURNE, 1982).

SZCZESNIAK (1963) definiu textura como a manifestagdo sensorial e
funcional das propriedades estruturais e mecéanicas dos alimentos detectadas
através do sentido da visdo, audicdo e toque. As caracteristicas foram divididas
em: mecanicas, geométricas e outras. As mecanicas estdo relacionadas a reagéo
dos alimentos e a aplicagdo de uma forca (dureza, coesividade, viscosidade,
elasticidade e adesividade); as geométricas, relacionadas com o tamanho, formato
e orientagdo das particulas no alimento (fibroso, cristalino, granuloso, etc.) além
de outras caracteristicas relacionadas com a percepgao da umidade, teor de 6leos

e gorduras nos alimentos (oleosidade, suculéncia, etc.).

4.1 Tipos de testes

SCOTT BLAIR (1958) classificou os métodos objetivos de textura em trés
tipos: fundamentais, empiricos e imitativos:

a) Os fundamentais medem propriedades mecénicas como modulos de
elasticidade ou viscosidade. Os resultados s&o expressos em unidades definidas,
podendo-se quantificar os efeitos de variagéo da amostra, forma geomeétrica do
dispositivo usado e outras condigdes do teste.

b) Os métodos empiricos medem propriedades mecéanicas da amostra em
unidades empiricas do instrumento, aplicando uma combinac&o de forgas como,
por exemplo, compresséo, tragao, cisalnamento, escoamento e extrusao
(BOURNE, 1982).

c) Os métodos imitativos s&o os que simulam as condicbes em que O
alimento é submetido na realidade. Os instrumentos simulam o complexo
processo de mastigagdo, porém em grau limitado. Geralmente apresentam
dispositivos em forma de dentes e/ou uma agao que imita o movimento das
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mandibulas no plano vertical. O primeiro instrumento criado deste tipo foi o
texturébmetro da General Foods (BRENNAN, 1984).

4.2 Tipos de instrumentos

Os instrumentos utilizados nas medidas de textura, podem ser individuais ou
multiplos. Os individuais tém uma acdo especifica sobre o alimento e utilizam
varios tipos de dispositivos diferentes. Os mais utilizados s&o: o penetrébmetro, em
que a medida & dada através de uma forca requerida para uma certa penetracéo
ou para uma penetracdo total, observada num determinado tempo e associada
com a dureza ou firmeza do alimento; o gelémetro de bloom, para medir o poder
de gelificacédo; consistdmetros, que s&o instrumentos empiricos para medir a
consisténcia de alimentos semi-sélidos, como os amilégrafos, farindgrafos e os de
cisalhnamento, utilizados para soélidos, empregando uma ou varias laminas
(SZCZESNIAK, 1963; SZCZESNIAK, 1975a).

Os instrumentos multiplos permitem obter varios parametros de textura em
uma s6 medida, através do registro de curvas/forga versus tempo, forca versus
deformag&o e deformagédo versus tempo. Estes instrumentos sdo usados numa
grande variedade de testes de textura por apresentarem preciséo e exatiddo. O
Instron Universal Testing Machine (UTM) é um exemplo deste tipo de instrumento,
que apresenta uma grande variedade de dispositivos que podem ser adaptados,
possibilitando a realizagdo de quase todos os métodos de medidas de textura
(BRENNAN, 1984). O Instron foi adaptado por BOURNE (1982) para a andlise de
perfil de textura (TPA) de alimentos, cujo fundamento foi desenvolvido por um
grupo de pesquisadores da General Foods tanto para a analise sensorial como
para a instrumental, a partir do Texturémetro General Foods, que imitava o
movimento de mastigacdo na boca (SZCZESNIAK, 1975a; SZCZESNIAK, 1975b:
BRANDT et al.,1963; FRIEDMAN et al., 1963).

Atualmente, dois instrumentos s&o muito utilizados nas determinacbes da
Analise de Perfil de Textura, o Instron e o Analisador de Textura TAX-T.. Este
ultimo consiste num sistema hidraulico para a movimentacéo de um pistdo com
velocidade variavel conforme o método, ao qual é conectado um dispositivo que
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entra em contato com a amostra, registrando a resisténcia na forma de curvas das

quais sao obtidos os parametros para os modelos matematicos de previsdo de
textura (TOLEDO, 2004).

5 Analise Sensorial

Dois fatores prevalecem na decisdo de compra do consumidor: preco e
qualidade. Sabendo-se que um dos paréametros de qualidade dos produtos
alimenticios é o sensorial, reforgca-se a importancia dos métodos de andlise
sensorial, sendo esta ferramenta cada vez mais utilizada na industria de alimentos
(AMBIEL, 2004). Os testes sensoriais tém sido conduzidos desde a existéncia de
seres humanos, avaliando-se a aceitagdo dos alimentos, agua e tudo que possa
ser utilizado e consumido (MEILGAARD et al., 1999a).

Testes sensoriais com escalas envolvem o uso de numeros, expressoes
verbais e/ou faciais, ou linhas, para expressar tanto a intensidade percebida de um
atributo em um alimento (dogura, acidez), como a opinido de um individuo com
relagdo ao produto (MEILGAARD et al., 1991b). Os testes sensoriais possuem
importantes vantagens, tais como serem capazes de identificar a presenga ou
auséncia de diferencas perceptiveis, definir caracteristicas sensoriais importantes
de um produto de forma rapida, detectar particularidades que n&o podem ser
detectadas por outros procedimentos analiticos (MUNOZ et al., 1992).

As principais escalas utilizadas para medir e interpretar as respostas
humanas a avaliacdo sensorial de produtos alimenticios podem ser apresentadas
em ordem crescente de complexidade: i) escalas nominais ou de classificacéo; ii)
escalas ordinais ou de ordenacéo; iii) escalas de intervalo e, iv) escalas de razao
(MEILGAARD et al., 1991a; 1991b; STONE e SIDEL, 1993, LAWLESS e
HEYMANN, 1999). Somam-se a estas outros tipos de escalas que, embora menos
utilizadas, foram propostas com o objetivo de minimizar ou eliminar problemas
encontrados nas escalas anteriormente citadas, s&o elas: a escala hibrida
(LAWLESS e MALONE, 1986a,b; VILLANUEVA et al., 2005), a labeled magnitude
scale (GREEN et al., 1993; SCHUTZ e CARDELLO, 2001), a escala autoajustavel
(GAY e MEAD, 1992; VILLANUEVA et al., 2001), dentre outras.

41



CAPITULO I - REVISAO DA LITERATURA

Os dois tipos de escalas de intervalo mais comumente utilizados na andlise
sensorial de alimentos s&o: i) escalas de categoria e ii) escalas lineares (STONE e
SIDEL, 1993; LAWLESS e HEYMANN, 1999). Nas escalas de categoria, também
chamadas de escalas estruturadas ou afetivas, o provador é solicitado a expressar
a intensidade de um atributo ou o grau de aceitacdo de um produto escolhendo a
categoria da escala que melhor corresponda a sua opinido. Escalas de categoria
sao escalas finitas, na qual cada categoria é associada a uma express&o verbal,
numerica ou ilustrada, também chamados de testes afetivos (MEILGAARD et al.,
1991; LAWLESS e HEYMANN, 1999), utilizados quando se necessita conhecer o
“status afetivo” dos consumidores com relag&o ao(s) produto(s), e para isso utiliza-
se das escalas heddnicas e dos valores relativos de aceitabilidade se pode inferir
a preferéncia, ou seja, as amostras mais aceitas sdo as mais preferidas e vice-
versa (MEILGAARD et al., 1991).

Segundo os mesmos autores, os testes afetivos podem ser classificados em
dois tipos: testes de aceitagéo, que avaliam o quanto o consumidor gosta ou
desgosta de um ou mais produtos; e testes de preferéncia, que medem a
preferéncia dos consumidores de um produto sobre os demais. Eles tém por
objetivo conhecer a opinido pessoal de um determinado grupo de consumidores
em relagdo a um ou mais produtos, opinido essa que pode ser dada em relacéo ao
produto de uma forma global, ou em relagéo a apenas algumas caracteristicas
especificas do produto.

A escala hedonica estruturada de 9 pontos (PERYAM e PILGRIM, 1957) é a
mais empregada para avaliar a aceitagéo de alimentos (Quadro 2).

Esta escala consiste em 9 categorias verbais com termos variando entre
“desgostei extremamente” (valor 1) e “gostei extremamente" (valor 9), possuindo
ainda uma categoria neutra localizada no centro da escala, a qual é associada ao
termo “nem gostei/nem desgostei” (valor 5). O grande uso desta escala se deve,
notadamente, a sua confiabilidade e suficiente sensibilidade para detectar
diferencas de aceitagc&o entre amostras (SCHUTZ e CARDELLO, 2001).

O teste de aceitacdo tem sido muito Util e pode sér aplicado antes da
pesquisa de mercado, de forma a predizer o0 sucesso de venda do produto

(STONE e SIDEL, 1993). Apresenta como principal vantagem a sua facilidade de
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entendimento e uso por provadores nao treinados, 0 que os torna a opgao
preferencial com consumidores (CARDELLO e SCHUTZ, 1996).

Quadro 2 Ficha de avaliagdo com escala hedoénica estruturada mista de 9 pontos.

Nome: Data:

Vocé esta recebendo quatro amostras de gelatina codificadas. Avalie, por favor, as
duas amostras utilizando a escala abaixo (a nota varia de 1 a 9), para descrever o
guanto vocé gostou ou desgostou.

9 gostei extremamente

8 gostei muito

7 gostei moderadamente

6 gostei ligeiramente

5 nem gostei / nem desgostei
4 desgostei ligeiramente

3 desgostei moderadamente
2 desgostei muito

1 desgostei extremamente

Amostra n°® Valor

Comentarios:

6 Planejamento experimental

A metodologia do planejamento experimental fatorial associada a analise de
superficie de resposta é uma ferramenta fundamental na teoria estatistica, por
fornecer informagdes muito mais seguras do processo, minimizando o empirismo
que envolve técnicas de tentativas e erro (BOX et al., 1978).

Através desta técnica sistematica de condugéo de experimentos é possivel
avaliar os efeitos principais das varidveis nas respostas desejadas, bem como a
interacdo entre elas. A partir da andlise de variancia, pode-se propor um modelo

probabilistico adequado que correlaciona as respostas em funcao das variaveis
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estudadas, construindo-se as superficies de resposta para determinar as faixas
otimas de operacao.

Nem sempre o objetivo do trabalho em estudo € a otimizacao do processo,
mas sim um melhor conhecimento sobre as respostas do sistema frente as
variagbes ou perturbagdes que podem ocorrer dentro das faixas de operagéo
estabelecidas. Assim, outra informagdo muito importante que pode ser obtida
através do planejamento fatorial € a verificagdo das variaveis que apresentam
nenhuma ou pouca influéncia nas respostas, fornecendo subsidios fundamentais
quanto a flexibilidade e robustez do sistema e, consequentemente, na definicdo da
melhor estratégia de controle operacional (OGRODOWSKI, 2006).

6.1 Planejamento fatorial e Screening Design

Segundo RODRIGUES e IEMMA (2005) a analise univariavel ou o estudo
de uma variavel por vez, mantendo as outras constantes, dificulta grandemente a
discussédo dos resultados, além do tempo gasto, material e principalmente da falta
de conclusdo baseada numa metodologia cientifica. A maior falta de informacao
no estudo univariavel relaciona-se ao efeito sinérgico ou antagdnico entre as
variaveis, que s6 podem ser obtidas pela determinacéo dos efeitos de interacao
entre as variaveis através de um planejamento fatorial. Uma outra vantagem do
planejamento fatorial & a possibilidade de otimizar varias respostas ao mesmo
tempo. Para se aplicar o método de analise de superficie de resposta é
necessario, primeiramente, programar ensaios através de um planejamento
fatorial.

Segundo o mesmo autor, este método consiste na selegcao de um numero
fixo de niveis para cada um dos fatores ou variaveis de entrada e, entdo, executar
experimentos com todas as possiveis combinag¢des. Como primeira etapa € usual
um planejamento fatorial com dois niveis (-1 e +1) para cada variavel. Uma
particularidade consistente em processos bioquimicos € o grande numero de
variaveis envolvidas. Os planejamentos fatoriais fracionados sdao muito uUteis nas
etapas prévias de um desenvolvimento de processo, por exemplo, para

identificagdo das variaveis mais relevantes que devem entrar num planejamento
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completo numa etapa posterior. Assim, este procedimento € muito interessante em
termos qualitativos, mas ndo se deve, a partir de um planejamento fracionado,
otimizar o processo. Isto porque os efeitos principais, na verdade contrastes, estdo
confundidos com interagbes de 22 ou 32 ordem ou superiores, conforme o tipo de
resolucéo do fracional.

Quando o numero de variaveis aumenta, a utilizacdo do planejamento
fracionado comeca a dificultar a andlise dos contrastes das variaveis. Uma
alternativa muito interessante que reduz drasticamente o numero de ensaios a
serem realizados € o planejamento fatorial proposto por Plackett e Burman em
19486, citado por RODRIGUES et al. (1998); RODRIGUES e IEMMA (2005). Sao
planejamentos saturados, muito Uteis como avaliagdo prévia de variaveis
screening design, etapa preliminar & otimizagcdo de processos. As fragoes
propostas por Plackett Burman (PB) permitem estimar “efeitos principais’
(contrastes) com variéncia minima. Nos planejamentos de PB, as colunas sao
todas ortogonais. Esta simetria permite que os “efeitos principais” de cada variavel
sejam determinados individualmente, admitindo-se que os efeitos de interagcao
sejam despreziveis (NETO et al., 1995).

Os planejamentos propostos por PB com maior potencial de uso para 12,
16, 20, 24, 28 e 36 ensaios, existindo, porém para sistemas superiores a 100
variaveis. Eles podem ser usados por qualquer nimero de fatores ou variaveis de
entrada, desde que estes figuem pelo menos um numero abaixo do numero de
ensaios. Apesar disto, & conveniente utilizar um planejamento que fique com o
numero de ensaios um pouco superior ao nimero de variaveis, para se ter graus
de liberdade que possibilitem estimar o erro padréo e assim definir as variaveis
estatisticamente significativas. Embora os planejamentos de PB apresentem as
vantagens citadas acima, ele é pouco citado na literatura (RODRIGUES e IEMMA,
2005).
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OBTENCAO EM PLANTA PILOTO, COMPOSICAO E
CARACTERIZAGCAO ANALITICA DE UM ISOLADO
PROTEICO DE SORO DE LEITE BOVINO (WPI)

J.A. ROMAN, G. HENRY, J. FAUQUANT, S. BOUHALLAB, V.C. SGARBIERI

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi a produgéo em escala piloto de um isolado
protéico de soro de leite bovino (WPI) através dos processos de microfiltracdo,
ultrafiltracdo, diafiltrag&o e liofilizagdo, por meio de membranas ceramicas, € a sua
caracterizacéo analitica. O processo de obtencéo do WPI foi realizado na planta
piloto do Instituto Nacional de Pesquisa Agronémica (INRA), Rennes-Franga. A
caracterizacdo do WPI foi realizada quanto a composigéo centesimal (extrato
seco, umidade, cinza, teor de proteina, nitrogénio nao caséico-NNC e nitrogénio
ndo protéico-NNP), composicao aminoacidica, perfil eletroforético e
cromatogréafico. Os procedimentos adotados seguiram metodologia padrao,
estabelecida pelo INRA, para leite e produtos lacteos. Obteve-se WPI com 96,8%
de proteina (base seca) e 2,2% de residuos minerais, em condigdes
microbiolégicas adequadas para o consumo. A composigdo em aminoacidos do
WPI, quando comparado com o padrao de referéncia da FAO/WHO, mostrou um
perfil de aminoacidos adequado, ressaltando a sua qualidade nutricional devido a
presenga em quantidades suficientes de todos os aminoéacidos essenciais. O perfil
eletroforético e a cromatografia em coluna comprovaram que o WPI é composto
principalmente pelas fragdes p-lactoglobulina (B-Lg) e a-lactalbumina (a-La), além
de outras proteinas presentes, como albumina de soro bovino (BSA),

imunoglobulinas (Ig) e outras em menores quantidades.

Palavras-chave: leite, isolado protéico, soro de leite, caracterizagao, eletroforese,

cromatografia
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SUMMARY

The objectives of the present work were the pilot plant production of a whey
protein isolate (WPI) from raw bovine milk using the process of microfiltration,
ultrafiltration, diafiltration and liofilization. For the microfiltration and ultrafiltration a
ceramic membrane system was used. The obtention and characterization of the
WPI was performed at the National Institute for Agronomic Research (INRA) pilot
plant, at Rennes, France. The obtained WPI was characterized as to humidity, total
dry solids, total whey protein (NCN), non-protein nitrogen (NPN) and ash content.
Total WPI protein was 96.8% and whey protein was 96.6% (based on NCN). The
product contained 2.2% mineral and microbiological profile adequate for human
consumption. The essential amino acid composition was superior to FAO/WHO
standard. Both eletrophoretic and chomatophafic analysis revealed B-lactoglobulin
(B-Lg), a-lactalbumin (a-La), serum albumin (BSA) and imunoglobulins (lg) as the

main whey proteins, lactoferrin and lactoperoxidase as minor component.

Key words: raw milk, protein, fractionation, protein isolate, electrophoresis,

column chromatography.

1 INTRODUGAO

O soro de leite pode ser obtido em laboratorio ou na industria por trés
processos principais: a) pelo processo de coagulagdo enzimatica (enzima
quimosina), resultando no coagulo de caseinas, matéria-prima para a producéo de
queijos e soro “doce”; b) precipitagdo acida no pH isoelétrico (pl) da caseina,
obtendo-se a caseina isoelétrica, que € transformada em caseinatos e no soro
acido; c) separacéo fisica das micelas de caseina por microfiltragédo, obtendo-se
um concentrado de micelas, assim como as proteinas do soro, na forma de
concentrado ou isolado protéico (MAUBOIS e OLLIVER, 1997; ZINSLY et al.,
2001; ROMAN, 2002; SGARBIERI, 2004; TOLKACH e KULOZIK, 2005).

A principal vantagem da separacdo em fragbes ricas de caseina e de

proteinas do soro usando membranas ceramicas (PUNIDADAS e RIZVI, 1998) é
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que se trata de um processo termicamente suave e puramente mecanico. Isso
significa que o processo ndo tem impacto negativo nas propriedades funcionais e
nutricionais do produto (OSTERLAND, 1998).

Os derivados do soro mais importantes sdo: o soro desmineralizado por
troca ibnica ou eletrodidlise, muito utilizado para uso em formulacdes infantis; a
lactose refinada; o concentrado protéico de soro, obtido por ultrafiltragcdo com um
contetido protéico que varia de 35 a 80% (MULVIHILL e ENNIS, 2003; TOLKACH
e KULOZIK, 2006) e o isolado protéico de soro, que contém acima de 90% de
proteina, obtido por troca idnica e diafiltrago (LA FUENTE et al., 2002; AUDIC et
al., 2003; CANCINO et al., 2006).

Aplicagdes do soro de leite bovino est&o aumentando constantemente, em
parte, devido aos progressos nas técnicas de separacdo (ultracentrifugacéo,
ultrafiltragéo, microfiltracdo, osmose reversa, eletroforese e cromatografia) e
hidrolise enzimatica (SPREER, 1998). Técnicas para isolamento das proteinas
individuais do soro, em escala laboratorial, tais como salting-out, cromatografia de
troca idnica elou cristalizagéo, tém sido utilizadas ha aproximadamente 40 anos
(SMITHERS et al., 1996).

Varios tipos de cromatografia liquida s&o utilizados industrialmente para
separar e purificar proteinas do soro de leite. Estes incluem excluséo molecular,
troca idnica, processos cromatograficos de adsor¢ao e afinidade (GERBERDING,
BYERS, 1998).

Os métodos cromatograficos, particularmente processos de adsorgao por
troca idnica, tém sido desenvolvidos e utilizados com sucesso em escala
comercial para a separagado das proteinas do soro de leite, as quais tém sido
estudadas através de sistemas de FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) por
cromatografia de troca idnica e exclus&o molecular (ANDREWS, TAYLOR, OWEN,
1985; MANJI et al., 1985; GIRARDET, PAQUET, LINDEN, 1989; GERBERDING,
BYERS, 1998; KRISTIANSEN et al., 1998, HAHN et al, 1998; YE, YOSHIDA et
al., 2000).

As principais fragbes protéicas do soro incluem a B-lactoglobulina, a-
lactalbumina e a soroalbumina bovina (BSA), nas concentragdes de 3,7; 0,6; e

0,3g/L de leite, respectivamente. Outras proteinas estdo presentes em
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concentragbes mais baixas, s&o elas: imunoglobulinas, lisozima, lipase, lactoferina
e xantina oxidase (KINSELLA e WHITEHEAD, 1989).

Os avancos da tecnologia de fracionamento das proteinas do soro de leite
permitem estudos das propriedades imunobiolégicas de alguns componentes do
soro com alta pureza, com a perspectiva de possiveis aplicagbes industriais e
biomeédicas (WONG et al.,, 1997). A utilizagéo dessas proteinas nas formas de
concentrados ou isolados protéicos evidenciaram propriedades muito favoraveis &
saude no sentido de diminuir o risco de doencas infecciosas e também as
consideradas doengas crénicas ndo transmissiveis (SGARBIERI, 2004), devido &
presenca de componentes biologicamente ativos que podem exercer efeitos
potenciais benéficos para a saide (KORHONEN, 2002; SGARBIERI, 2004:
POULIOT e GAUTHIER, 20086).

O objetivo deste trabalho foi o de obter um isolado protéico de soro de leite
bovino, em escala piloto, e caracteriza-lo quanto a composigao centesimal, perfil

aminoacidico, eletroforético e cromatografico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Produgao de isolado protéico de soro de leite bovino (WPI)

O processo de obtengédo do WPI foi realizado na planta piloto do Instituto
Nacional de Pesquisas Agrondémicas (INRA), Rennes—Franga. Os processos
envolvidos foram: microfiltragdo, concentraggo, diafiltragéo, ultrafiltracdo e
liofilizag&o (Figura 1).

O leite bovino desnatado cru (4°C), utilizado como matéria prima (1.200L)
foi homogeneizado e aquecido a 50°C e microfiltrado (membrana 1,4y Sterilox GP
constituida por Al;O3, 1,02m de altura, 4mm de diametro, 7 tubos com 19 canais e
superficie de 1,68 m? 500L/h/m? a 50°C e v= 7m/s), na qual se obteve um
retentado bacteriano que foi descartado e um permeado denominado leite

desnatado microfiltrado.
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Leite cru desnatado
1200L - 4°C
¢ Aquecimento (trocador de calor de placas)
Leite desnatado (50°C)

Membrana 1,44 ST GP  _y Retentado Bacteri
50°C 500L/h/m? v=7m/s n{(?escafrgc?c‘rr}:ano

Leite microfiltrado (50°C)

Membrana 0,1
75L/h/m? ‘H v:7m/s

Proteinas Solaveis + Caseina Micelar +
Elementos Soliveis do Proteinas Solaveis
Leite (Microfiltrado ) < (Retentado Fc=3)
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Figura 1 Fluxograma de processamento do isolado protéico de soro de leite bovino

(WPI), através dos processos de microfiltracgo, ultrafiltragéo, diafiltragéo e liofilizagao,
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Em seguida, proteinas e elementos sollveis do leite (permeado) foram
separados da caseina (retentado), mediante a utilizagdo da membrana 0,1u
(multicanais 19 tubos com 19 canais, diametro de 4 mm e superficie 4,6m?,
75L/h/m? e velocidade de fluxo de 7m/s).

O retentado de caseina foi concentrado 3 vezes, enquanto o permeado foi
concentrado 4 vezes e, em seguida, ultrafiltrado. A diafiltracéo foi realizada com
agua desionizada a 50°C, com o intuito de separar no ultrafiltrado agua, lactose e
minerais do concentrado de proteinas solGveis. Para isto, utilizou-se uma
membrana de 8 Kd TAMI, com superficie de 13,6 m.

Apos este procedimento o WPI foi filtrado em filtro estéril, através de
membrana de 0,2um (PES ether sulfone poly), para garantir a qualidade
microbioldgica do produto obtido e, em seguida, liofilizado. O rendimento final foi

de 4,128 Kg de isolado protéico de soro de leite.

2.2 Caracterizagao do isolado protéico de soro de leite (WPI)

A caracterizagdo do WPI foi realizada quanto & composicdo centesimal
(extrato seco, umidade, cinza, teor de proteina, nitrogénio ndo caséico-NNC e
nitrogénio n&o protéico-NNP), composicdo aminoacidica, perfil eletroforético e
cromatografico. Os procedimentos analiticos adotados foram os padronizados

para a analise de leite e produtos lacteos no INRA, Rennes, Franca.

Composig¢do centesimal: O extrato seco e umidade foram determinados
conforme método AFNOR (1985) e FIL-IDF (1987), tendo como principio a
evaporagao de agua em placas metalicas (de 20 a 25mm de altura e 50-75mm de
diametro em material apropriado, ago inoxidavel, niquel ou aluminio, com tampas
bem ajustadas), em presenca de areia (com granulometria entre 180 e 500um),
por um periodo de sete horas em uma estufa a temperatura de 102 + 2°C. Essas
analises foram realizadas em quadruplicata, pesando-se em média 1 a 2g de

amostra.
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O teor de proteinas total (PT) foi determinado através dos protocolos
descritos no AFNOR (1971), FIL-IDF (1993) e FIL-IDF (1988). O teor de nitrogénio

foi determinado pelo método de Kjeldhal. Os procedimentos foram realizados em

aparelho automético de destilagdo a vapor e de titulagdo Tecator KJELTEC
2400/2460 Analyser. O célculo do teor de proteina foi realizado multiplicando-se
pelo fator 6,38.

O teor de nitrogénio néo protéico (NNP) foi determinado no sobrenadante,
apds precipitagéo das proteinas em presenca de acido tricloroacético (TCA) auma
concentracao final de 12% e determinado conforme o método de Kjeldhal (FIL-
IDF, 1993). O teor de nitrogénio n&o caseico ou solivel em pH 4,6 (NNC) foi
determinado mediante a precipitagdo da frag&o caséica com tampao acido acético-
acetato e extragdo do precipitado por filtragdo contendo o teor de nitrogénio
soltivel em pH 4,6 e, apds a filtragao, fez-se a determinagéo do teor de nitrogénio
pelo método de Kjeldhal (FIL-IDF, 1964).

O teor de proteinas foi calculado pela diferenca: PT-NNP. O teor de
proteinas insoliveis em pH 4,6 (caseinas) foi calculado pela diferenga PT-NNC e o
teor de proteinas soltveis em pH 4,6 foi calculado subtraindo-se NNC — NNP.

O teor de cinza foi determinado de acordo com a norma descrita por
AFNOR (1989), tendo como principio a incineragao da matéria seca através de um
banho de areia com temperatura regulada entre 200-250°C, em que os cadinhos
de porcelana (30-40mm de diametro e 25-50mm de altura) eram depositados até
incineragdo completa e, na sequéncia, transferidos para uma mufla onde
permaneciam a 550°C + 25°C durante 5 horas, pesando-se o residuo obtido (ciclo
utilizado na estufa: a temperatura passava de 0 a 200°C rapidamente, de 200 para
350°C em uma hora, a uma velocidade de 2,5°C/min., de 350 para 550°C

rapidamente e, apos estabilizagao, permanecia a 550°C durante 5 horas).

Composigdo em aminoacidos: O teor de aminoécidos foi determinado apos
hidrélise acida, acido cloridrico 6N a 110°C em tubos selados a vacuo durante 24
a 96 horas, segundo DAVIES e THOMAS (1973). A dosagem dos aminoacidos foi
realizada apos oxidag&o prévia com acido perférmico, segundo o protocolo de
BELSUNCE, PION (1963). A analise dos aminoacidos foi efetuada por

cromatografia de troca de cations mediante um analisador automatico de
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aminoacidos da Biochrom 30 (Biochrom Ltd, Cambridge, G.B.), eluigdo por
tampbes citrato de litio e reagdo pds-coluna com ninidrina. A dosagem de
triptofano foi feita por colorimetria a 590nm, com base no croméforo formado entre
o triptofano e p-dimetilaminodenzaldeido (PAB) das amostras hidrolisadas por
pronase (SPIES, 1967). Os aminoacidos essenciais da a-lactalbumina e B-
lactoglobulina foram obtidos da literatura (ETZEL, 2004).

Perfil eletroforético: A determinagdo do perfil eletroforético de cinco produtos
intermediarios obtidos durante o processamento de WPI foi realizada através do
gel contendo o detergente dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), descrito por
LAEMMLI (1970). A eletroforese foi realizada em seis amostras: leite bovino
desnatado a 4°C (11,48ug), microfiltrado 0,1 (14,78g), retentado de proteina de
soro diafiltrado (10,55ug), isolado protéico de soro do leite WPI (16,5uQ),

permeado da ultrafiltragcéo (8Kd) e concentrado de caseina.

Na eletroforese em SDS-PAGE foi utilizado gel de poliacrilamida a 4% no
gel de concentragéo e a 15% no gel de separacéo. A eletroforese foi conduzida
em aparelho vertical Mini protean Il 1D — Biorad. As amostras foram diluidas para
1,5g/L de proteina. Tomou-se 60ul. da amostra diluida e adicionou-se 20puL de
solugao desnaturante contendo 12% de tris-HCI 0,5M (pH 6,8), 20% SDS, 10%
glicerol, 5% B-mercaptoetanol e 0,1% azul de bromofenol: a mistura foi aquecida a
100°C por 3 minutos. Apés resfriadas, foram aplicadas no gel, aliquotas de 15uL
de cada amostra. A corrida foi efetuada a temperatura ambiente, sendo a
voltagem de 200V. Ap6s a corrida (1h15min.), os géis foram corados em solucéo
de Coomassie Blue 250R e, em seguida, descorados em solugcdo aquosa

contendo 15% metanol e 7% de acido acético glacial.

O padrdo de massas moleculares utilizado foi o LMW Calibration Kit
(Amersham Biosciences) contendo: fosforilase B (97,0 KDa); albumina bovina
(66,0 KDa); ovalbumina (45,0 KDa); anidrase carbénica (30,0 KDa); inibidor de
tripsina (20,1 KDa) e a-lactalbumina (14,4 KDa).

A determinagdo da massa molecular apos a eletroforese foi obtida pela

medida da disténcia migrada pela proteina, comparando-se a do padrdo e
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calculando-se o valor de rf e dividindo-se a distancia de migragéo da proteina pela

distancia de migracdo do marcador molecular padréo.

Perfil cromatografico: O WPI produzido também foi analisado por cromatografia
de fase reversa RP-HPLC em coluna C4, comparando-se com fragbes puras de o-
lactalbumina, B-lactoglobulina e albumina de soro bovino (BSA). Para a analise em
HPLC, utilizou-se coluna C4 Vydac (150 x 4,6mm, 300 A, 214TP5415 Touzart) a
temperatura de 40°C. Os solventes utilizados foram tamp&o A, contendo acido
trifluoroacético (TFA), produzido pela Peirce Chemicals (TFA 1,60%), solvente B
composto por 0,1% de TFA em acetonitrila-agua (80:20 v/v) e tampéo C contendo
acetonitrila a 50%.

A eluicdo foi realizada no fluxo de 1mL/mim com gradiente linear de
acetonitrila, variando de 0 a 100% do solvente B, pressao maxima de 100 bar,
volume de injecdo 200ulL e detector de 214 nm, durante 60 minutos. As corridas
foram realizadas iniciando-se com 5% de tamp&o B até os primeiros 5 minutos;
apos a concentragéo de tamp&o B foi progressivamente subindo até atingir 100%

de solugéo B e, nos Ultimos 5 min,, a concentracéo de solugéo B foi de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composigéo centesimal

Na Tabela 1 estdo descritos os resultados da composi¢éo centesimal do
leite desnatado e isolado de proteina do soro bovino (WPI). Observou-se que
houve uma concentragdo de proteina que passou de 37,4% no leite bovino para
96,8% no WPI. O WPI obtido a partir do processo de microfiltragéo/diafiltragéo
apresentou um elevado teor de proteina, caracterizando-se como isolado protéico

(>90% proteina).
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Tabela 1 Caracterizagdo quimica parcial do leite bovino desnatado e de um
isolado protéico de soro de leite bovino (WPI) produzido em planta piloto, de

acordo com fluxograma da Figura 1.

Componentes )
Leite desnatado WPI produzido

(% base seca)

Proteina (total) 37,4 +0,01 96,8 +0,2

Proteina de soro (NNC) 8,8 +0,03 96,6 +1,8

Nitrogénio nao protéico (NNP) 2.2+011 0,2+0,02

Cinza (residuo mineral) 881001 2,1+01

N&o Determinado* (diferenca) 54,2 0,9

Médias de 4 repeticbes
Fator de multiplicagéo para proteina (N x 6,38)

As analises de nitrogénio nido caséico (NNC) para o WPl quando
multiplicado pelo fator 6,38, correspondeu a 95,6%, indicando que a maior parte
das proteinas presentes no WPI ndo contém proteinas vindas da caseina. A
elevada percentagem de n&o determinado (54,2%) no leite desnatado (base seca)
corresponde basicamente a lactose, somada a pequeno residuo de gordura, que

possa ter permanecido apds desnate e sucessivas microfiltracdes.

3.2 Composigdo em aminoacidos

O valor nutricional das proteinas da dieta € uma fung&o da sua composicdo
em aminoacidos essenciais, da sua digestibilidade e, finalmente, do seu posterior
metabolismo no organismo animal e humano (BOS et al. 2000). As quantidades de
referéncia de aminoacidos esséncias foram revisadas em 1990, pelo FAO/WHO
(Food and Agriculture Organization e Word Health Organization), que
estabeleceram padrées de necessidades, obtido com base na taxa de oxidacdo de
aminoacidos em fungéo dos niveis ingeridos (FAO/WHO, 1990).

Os resultados obtidos para a composicdo de aminoacidos do WPI e os
dados obtidos da literatura para a-lactalbumina e B-lactoglubulina s&o comparados

(Tabela 2).
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Tabela 2 Perfil de aminoacidos (g/100g) do WPI produzido, comparado com dados
da literatura™.

Aminoéacidos o-La* B-Lg* WPI* WPI (produzido)
Alanina 1.5 54 49 4.8
Arginina 1,4 2,6 2,4 2,9
Asparagina 9,7 3,1 3,8 *
Acido asparico 7.3 6,9 10,7 11,5
Cisteina 5,8 2,8 1,7 2.9
Glutamina 4.5 6,3 3,4 **
Acido glutamico 75 11,8 15,4 18,1
Glicina 2,4 0,9 1,7 2,0
Histidina 2,9 1.5 1.7 2,1
Isoleucina 6,4 6,2 47 6,0
Leucina 10,4 13,6 11,8 12,4
Lisina 10,9 10,5 9,5 10,4
Metionina 0,9 2,9 3,1 3,0
Fenilalanina 42 3.2 3,0 4.1
Prolina 1,4 4,2 42 50
Serina 43 3.3 3,9 4.8
Treonina 5,0 4.4 46 53
Triptofano 5.3 2,0 13 2.5
Tirosina 4.6 3,6 34 3,9
Valina 42 54 47 58
Cadeias ramificadas 21,0 25,1 21.2 24,2
Aminodcidos essenciais 47,2 481 427 558

* Dados da literatura (ETZEL, 2004).
**\/alores ndo determinados

Observa-se que quando comparados, o WPI produzido em planta piloto
com os dados obtidos da literatura, este apresenta, para a maioria dos
aminoacidos, uma quantidade superior ao da literatura, evidenciando a excelente

qualidade nutricional do produto obtido ou apenas a variabilidade da metodologia.
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Os valores de asparagina e glutamina aparecem inseridos nos resultados
de acido aspartico e acido glutdmico, uma vez que a hidrélise &acida transforma os
grupos amida em seus respectivos acidos, com a liberagéo de amonia.

As proteinas dos concentrados protéicos de soro de leite apresentam
elevado conteudo de aminoacidos sulfurados, com um balanco ideal entre
metionina e cisteina de aproximadamente 1:1 (BORO et al. 1995).

A influéncia da suplementacdo de aminoacidos sobre a atividade fisica,
atualmente, tem se constituido em importante objeto de estudo, visto que sua
comercializagdo e utilizagdo, com objetivos variados, tém crescido. A
suplementacdo de aminoacidos ramificados, aspartato e asparagina, promove
maior resposta oxidativa em atividades motoras intensas e prolongadas,
impedindo a fadiga por acidose metabdlica ou por deplegdo de glicogénio
muscular e hepatico (LANCHA JUNIOR et al.1995).

Os aminoacidos de cadeia ramificada regulam a produgdo de serotonina a
partir da competicdo pelo transportador de membrana com o ftriptofano. O
triptofano € o precursor da serotonina, neurotransmissor responsavel por
respostas fisiolégicas como o sono, além de regular as atividades sexuais e a
génese de fadiga central em atividades prolongadas. Assim, quando as
concentracdes de aminoacidos ramificados estiverem em equilibrio com a
concentracao do triptofano, a produgéo de serotonina sera reduzida (MARQUEZI e
LANCHA JUNIOR, 1997; SGARBIERI, 2004).

A Figura 2 apresenta a comparacao dos dados do WPI produzido, com os
dados do WPI da literatura (ETZEL, 2004), comparados com o padrdo de
aminoacidos essenciais da FAO/WHO (1990). Observa-se que o WPI produzido
apresentou uma composigéo de aminoacidos essenciais que atende os requisitos
da FAO e que é superior aos dados encontrados na literatura para o mesmo
produto. Considera-se que os métodos de obtengdo e de analise podem levar a
uma variagao na composigao do isolado protéico de soro de leite obtido, podendo
influenciar em suas propriedades fisico-quimicas e funcionais.

O desenvolvimento de técnicas de fracionamento, de modificacdo e de
preservagao das proteinas do soro pode contribuir para a recuperagéo desse
valioso nutriente, assim como melhorar a expressdo de suas propriedades
funcionais (CAPITANI et al., 2005).
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O soro de leite possui alto valor nutricional, conferido pela presenga de
proteinas com elevado teor de aminoacidos essenciais, destacando-se o contetido
dos aminoécidos, triptofano, aminoacidos sulfirados e aminoacidos de cadeira
ramificada (leucina, isoleucina e valina). Os aminoacidos presentes nas proteinas
do soro superam os valores recomendados para criancas de dois a cinco anos e
para adultos (WIT, 1998; NEVES, 2001).

Valina M_,

Triptofano

Treonina

Fenilalanina + Tirosina

e Lt |

Metionina + Cistina

Lisina

Leucina

coloucina Ry
Histidina g
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[OWPI (produzido) @WPI (literatura) M FAO |

Figura 2 Comparacao do teor de aminoacidos essenciais do isolado protéico de
soro de leite bovino (produzido) com valores da literatura (ETZEL, 2004) e com 0
padrdo da FAO/WHO (1990).
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3.3 Perfil eletroforético

O perfil eletroforético em SDS-PAGE (Figura 3) foi realizado para o leite
desnatado, alguns produtos intermediarios obtidos durante o processo
(microfiltrado 0,1y, retentado 8Kd e concentrado de caseina) e para o WPI. Na
Figura 3 observa-se que o leite bovino desnatado (1) sofre processo de
concentragédo das proteinas nas diversas fases do processamento (2, 3, 4 e 6)
como caseina (massa molecular 30 KDa), a-lactalbumina (14,4 KDa) e B-
lactoglobulina (18,8 KDa).

PMM 1 > 3 4 5 §  PMM
kDa
97 P i <__|g
5] o P — i e §—— BSA
45
s
0 e = ! S—4—— Caseinas
20,1 — g
- - e
14,4 cumm — - <> ——— 2
-

Figura 3 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE dos produtos
obtidos durante o processamento de obtengéo do isolado protéico de soro de
leite bovino (WPI): 1) leite desnatado 2) microfiltrado 0,1uL 3) retentado
diafiltrado 4) WPl 5) permeado 8Kd e 6) concentrado de caseina, PMM

(padr&o de massas moleculares, Amershan Bioscences).

As proteinas do soro representam cerca de 20% das proteinas do leite. As
duas principais fragcbes de proteina do soro, a-lactalbumina e B-lactoglobulina,

perfazem 70-80% das proteinas totais do soro. Além dessas sdo encontradas a
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soralbumina, imunoglobulinas, proteose-peptonas, lactoferrina, transferrina e
enzimas (SGARBIERI, 1996; MILLER et al. 2000).

Nota-se que os perfis (2, 3, e 4) preparados de soro de leite sao
praticamente idénticos. E importante notar que a ultrafiltracéo deixa no permeado
(perfil 5) duas proteinas com massas moleculares muito semelhantes a B-Lg e a-
La, respectivamente.

Na Tabela 3 sdo apresentados alguns dados da eletroforese para o WPI
analisado (valores de rf, % representativa das principais bandas de proteina e

massas moleculares correspondentes), que serdo comparados com dados da

literatura.

Tabela 3 Determinacdo das massas moleculares correspondentes a 8 bandas

identificadas no WPI pela eletroforese, comparadas aos dados da literatura.

WPI ANALISADO DADOS DA LITERATURA
% Massa Massa Proteinas Referéncia
Rf Banda Molecular Molecular do Leite
KDa KDa
1 0,167 0,89 143 150-900 IgG, IgA, IgM HAHN et al. 1998
2 049 115 126
3 0,278 581 77 77,0 Lactoferrina ETZEL, 2004
78,0 Lactoperoxidase HAHN et al. 1998
4 0,306 6,28 63 69,0 Soroalbunina HAHN et al. 1998
66,0 FOX e McSWEENEY, 1998
ETZEL, 2004
5 0,339 7,25 53
6 0,550 9,96 29 240 Caseina SGARBIERI, 1996
19,0 B-caseina ETZEL, 2004
19,0 - caseina ETZEL, 2004
23,9 KINSELLA,1984
KINSELLA, et al.,1989
7 0,746 46,55 18 18,4 B-lactoglobulina HAHN et al. 1998
NAKAI, MODLER, 1996
ETZEL, 2004
8 0,847 22,11 14 142 o-lactalbumina HAHN et al. 1998
12.3 LOURENGCO, 2000
ETZEL, 2004
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Segundo LOURENCO (2000), a B-lactoglobulina é a principal proteina do

soro de leite, formada pela associacéo de duas subunidades globulares idénticas
de peso molecular de 18 KDa. A conformagéo da B-Lg € dependente do pH
(IMAFIDON et al.,, 1997). Entre valores de pH de 52 e 7,2, esta proteina
apresenta-se como dimero, com peso molecular de 36,0 kDa (NAKAI, MODLER,
1996).

A a-lactalbumina é formada de componente de massa molecular ~14Kda,
sendo a proteina de menor massa molecular do soro (LOURENCO, 2000). A
soroalbumina bovina (BSA) é formada por uma Unica cadeia polipeptidica,
constituida de aproximadamente 580 residuos de aminoacidos de massa
molecular 66KDa (LOURENCO, 2000). A molécula contém 17 ligagbes dissulfeto e
uma sulfidrila livre (FOX, McSWEENEY, 1998).

As bandas 1 e 2, embora se aproximem da mesma massa molecular de
mondémeros das imunoglobulinas, tornam-se dificeis de caracterizar como tal, ja
que a agao redutora do mercaptoetanol deveria liberar as cadeia longas e curtas
das imunoglobulinas, com massa molecular inferior a 100 KDa (LOURENCO,
2000). E possivel que nas condigdes da andlise tenha havido recombinacdes de
cadeias das Igs, gerando moléculas com as massas moleculares detectadas. Por
outro lado, a banda 3 podera estar representando as proteinas lactoferrina mais
peroxidases com massas moleculares muito proximas. O grupo das caseinas

(banda 6) apresenta-se multiplo e de dificil caracterizagéo.

3.4 Perfil cromatografico do WPI

O perfil cromatografico da amostra de WPI obtida através dos processos de
separagdo em membranas e a comparagdo com fragdes protéicas puras esta
representado nas Figuras 4 e 5, respectivamente.

Pode-se observar na Figura 4 que foram evidenciados pelo menos quatro
picos de eluicdo que ocorreram entre 30-50 minutos de andlise, dentre eles, BSA,
o-La, B-Lg, e Ig. Pode-se verificar que a fracdo de B-Lg apresentou-se bem

separada. Quanto as fragbes a-La e BSA, estas sairam praticamente ao mesmo
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tempo com outro componente nédo identificado, no inicio do gradiente, n&o sendo

claramente distinguidas.

Os resultados encontrados nesse estudo estdo de acordo com os dados
identificados por COSTA (2004), que verificou os perfis do isolado protéico de soro
de leite bovino (WPI) em pH 4,6, obtidos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase reversa da fragdo sollvel, antes e ap6s os tratamentos térmicos.
Foi observado a presenca de dois picos bem definidos correspondentes, a a-La e
a B-Lg, sendo a a-La eluida primeiro.

<4—f-Lg

|
|
|
I
|
I
|
|
]I
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
I
|
||
|
Il
|
|
|

VAVS

[
|
|
|
[
|
[
|
1|
|
|
|
|
|
1|
|
|
|
|
[
[
1|
|
|
|
[
|
|
|
[
[
|
l |
! I
| I
I I
i |
|

T‘ T
|

Bt b pd Lot d.gobl L 2 goy s abs s g it itB v s aB e B ol s 2 a1 ;' Y |

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tempo de eluigdo (min.)

Figura 4 Perfil cromatografico obtido em RP-HPLC do isolado protéico de soro

bovino (WPI) produzido através dos processos de separagéao em membranas.
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MEZZAROBA (2005) utilizou o sistema FPLC da Pharmacia e coluna de
troca anidnica (resina Q Sepharose fast flow) para o isolamento da a-lactalbumina

e B-lactoglobulina a partir do concentrado de soro de leite. Observou-se que a a-
lactalbumina foi uma das primeiras proteinas a ser eluida da coluna. Sua eluicdo
se deu quando se aumentou a concentragdo do tampé&o B para 10%, sendo que
nesta concentracdo foram eluidas varias proteinas presentes no concentrado de
soro de leite. A B-lactoglobulina foi eluida da coluna quando o tampé&o B atingiu
uma concentracdo de 30%. Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados
nesse trabalho, pois a B-Ig foi eluida com o aumento do tampao B (~38min.),
iniciando-se com 5% de tamp&o B até os primeiros 5 minutos e, apods a
concentracao de tampé&o B, foi-se progressivamente subindo (1mL/mim) até atingir
100%.

De acordo com as condi¢gbes de fracionamento por cromatografia de fase
reversa utilizadas nesse trabalho, a Ig foi a Ultima fracdo identificada a ser
separada. Segundo GIRARDET et al. (1989), a Ig ndo foi eluida totalmente no
primeiro volume de eluicdo, sendo eluida progressivamente com o aumento da
forca idnica, contaminando a fragcdo subsequente.

Segundo GIRARDET et al. (1989), a separagdo das proteinas do soro por
troca anidnica em pH 6-8 foi obtida com boa resolucdo na seguinte ordem de
volume de eluigao: Ig<a-La<BSA<B-Lg.

Para uma melhor identificag&o dos picos de eluigdo (Figura 4), estes foram
comparados a proteinas padrdes puras de a-lactalbumina (a-La), B-lactoglobulina
(B-Lg) e albumina de soro bovino (BSA) (Figura 5).

Segundo MEZZAROBA (2005), a cromatografia de troca i6nica (resina de
troca anidnica) mostrou-se eficiente para o isolamento da B-lactoglobulina. Isto
ocorreu devido a B-lactoglobulina ter uma alta afinidade a resina utilizada, sendo
uma das ultimas proteinas a serem eluidas da coluna, uma vez que as demais
proteinas e contaminantes presentes no concentrado de soro de leite foram

eluidas anteriormente.
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Figura 5 Perfil cromatografico obtido em RP-HPLC (25-50min) do isolado
protéico de soro bovino (WPI) produzido através dos processos de separacao em
membranas comparado com fragoes puras de B-lactoglobulina (B-Lg), o-

lactalbumina (o-La) e albumina de soro bovino (BSA).
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Através dos cromatogramas apresentados nesse trabalho (Figura 4 e 5),
pode-se afirmar que o WPI produzido é composto principalmente pelas fragoes f3-
Lg, a-La e BSA, principais proteinas do soro de leite bovino.

Os avangos da tecnologia de fracionamento das proteinas do soro de leite
permitem estudos das propriedades imunobioldgicas de alguns componentes do
soro com alta pureza, com a perspectiva de possiveis aplicacdes industriais e
biomédicas (WONG et al., 1997).

4 CONCLUSAO

As tecnicas de microfiltracdo, ultrafiltagdo/ diafiltracdo do leite bovino
desnatado permitiram a obtencdo de concentrados de caseina (micelar) e de
proteinas de soro (WPI) com alto grau de pureza (> 95% de proteina).

O perfil de aminoécidos essenciais do WP, produzido em planta piloto, foi
superior ao padréo de referéncia da FAO/WHO (1990) e de resultados relatados
na literatura.

A cromatografia em coluna (RP-HPLC) e a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) revelaram as principais proteinas do WPI (B-
lactoglobulina, a-lactalbumina, lactalbumina sérica e imunoglobulinas) que,

somadas, representaram aproximadamente 76% das proteinas do WPI.
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HIDROLISE ENZIMATICA E CARACTERIZACAO
CROMATOGRAFICA E POR ESPECTROMETRIA DE
MASSA DE PEPTIDIOS DO ISOLADO PROTEICO DO
SORO DE LEITE (WPI) E DA B-LACTOGLOBULINA

J.A. ROMAN, G. HENRY, D. MOLLE, S. BOUHALLAB, V.C. SGARBIERI.

RESUMO
Os principais objetivos desta pesquisa foram: a) obter hidrolisados tripticos

de um isolado protéico de soro de leite (WPI) e da B-lactoglobulina (8-Lg) pura; b)
submeter os hidrolisados ao fracionamento, visando a separagdo de uma ou mais
fracdes enriquecidas com peptidios contendo nas moléculas grupos dissulfeto (S-
S); c) caracterizar parcialmente os peptidios contidos na referida fracéo quanto a
massa molecular, identificagdo, com seqUéncias priméarias de proteinas
conhecidas do soro de leite e identificacdo dos peptidios contendo S-S na
molécula mediante redugédo com ditiotreitol (DTT). Para atingir esses objetivos
foram empregadas sequencialmente técnicas de cromatografia em colunas de
troca idnica (FPLC), cromatografia de fase reversa (RP-HPLC) e espectrometria
de massa. Da fragdo D (WPI), foram isolados e parcialmente caracterizados 33
peptidios de massa molecular entre 393-3316 Da, a maioria deles foram
associados a sequiéncia primaria da B-Lg; apenas quatro identificaram-se com a
seqiiéncia da o-lactalbumina (a-La). Da fragéo D (B-Lg), foram identificados 19
peptidios (MM 572-4304 Da), sendo que 15 foram identificados com a seqléncia
priméria da p-Lg, 2 com a a-La e 8 peptidios ndo identificados. Conclui-se que foi
possivel separar dos hidrolisados do WPI e da B-Lg, uma fragdo hidrofébica e

enriquecida com peptidios contendo pontes dissulfeto em suas estruturas.

Palavras-chave: peptidios, caracterizagdo, cromatografia, hidrolise enzimatica,

espectrometria de massa.
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SUMMARY
The main objectives of this research were a) to obtain tryptic hydrolysates of

a whey protein isolate (WPI) and of a pure p-lactoglobulin (3-Lg); b) fractionation of
the hydrolysates aiming at separation of one or more fractions enriched with
peptides containing disulfide (S-S) group in the molecule; c) partial characterization
of peptides contained in this(e) fraction(s) regarding molecular mass, identification
of primary sequences of known whey proteins and, identification of peptides
containing S-S groups in their structure applying reduction with dithiotreitol (DTT).
To reach these objectives the following methodology was employed: ion-exchange
column chromatography (FPLC), reverse phase chromatography (RP-HPLC) and
mass spectrometry. From column chromatography of fraction D (WPI) 33 peptides
were isolated (MM 393-3316 Da) which were partially characterized. The primary
sequences of the majority of them were associated with the 3-Lg whereas only 4
presented a-La sequence. From fraction D of B-Lg, 19 peptides were identified
(MM 572-4304 Da) from which 15 were identified with B-Lg primary sequences, 2
with a-La sequences and 8 non-identified peptides. It was concluded that it was
possible to separate from WPl and B-Lg a hydrophobic fraction enriched of

disulfide bridges in their structures.

Keywords: peptides, characterization, enzymatic hydrolysates,hromatography,

mass spectrometry

1 INTRODUGCAO

As proteinas do soro de leite tém encontrado cada vez mais aplicagées em
diversas areas, como as tecnoldgicas e biomédicas, pela sua excelente
composicdo de aminoacidos, alta solubilidade em toda a faixa de pH, elevada
digestibilidade e a capacidade de gerar, através da hidrolise enzimatica, tanto in
vitro como in vivo, uma grande variedade de peptidios bioativos capazes de
modular varias funcdes bioldgicas diferentes (SMITHERS et al. 1996; SGARBIERI,
1996; MCINTOSH et al. 1995; FARRELL et al. 2004; ETZEL, 2004).
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Dentre as mais conhecidas fungdes metabolico-fisiolégicas das proteinas do
soro de leite citam-se: propriedades de imunoestimulac&o, estimulo a sintese de
glutationa tecidual e da sintese de imunoglobulina M(IgM) mediante desafio com
um antigeno especifico, estimulo a sintese de IGF-1 (fator anabolizante
semelhante a insulina), atividade antimicrobiana (antibacteriana e antiviral),
atividade anti-tumoral, atividade opidide, atividade antihipertensora e, mais
recentemente, atividade antiulcerogénica (SGARBIERI, 2004; BRINK, 1996;
MARSHALL, 2004: ROSANELI et al. 2002, 2004; MEZZAROBA et al. 2006; DIAS
et al. 2006; BOUNOUS et al. 1993; BONOUS e GOLD, 1991; PIHLANTO-
LEPPALA, 2001).

Em funcéo do poder especifico das proteinas do soro do leite de estimular a
sintese de glutationa nos tecidos e da dependéncia demonstrada entre a sintese
de glutationa e o estimulo a sintese de imunoglobulinas (lg), surgiu o grande
interesse de se explicar a triplice relagdo: proteinas de soro, estimulo a sintese de
glutationa e estimulo a sintese de Ig.

Pesquisadores canadenses (BOUNOUS et al. 1989; BOUNOUS e GOLD,
1991) tentaram explicar essa relagdo. Apds alguns experimentos, emitiram as
hipoteses de que: a) as proteinas do soro de leite, particularmente albumina sérica
bovina (BSA), lactoferrina (Lf), alfa lactalbumina (a-La), beta lactoglobulina (B-Lg)
e imunoglobulina G (IgG), s&o ricas em aminoacidos sulfurados, que aparecem na
estrutura da molécula na forma de cistina, formando pontes dissulfeto em varias
partes da molécula; b) revisando a estrutura dessas proteinas, ficou demonstrado
que muitas dessas pontes dissulfeto apareciam na estrutura primaria da proteina
precedidas de acido glutamico.

Como as enzimas proteoliticas ndo hidrolisam ligaces dissulfeto, € de se
esperar que na protedlise extensiva por endopetidases do sistema digestivo se
formem, tanto in vitro como in vivo, peptidios de reduzida massa molecular
contendo a sequiéncia glutamil-cistina que, no processo de absorgao e transporte
até o sitio de sintese de glutationa (ex. tecido hepatico), transformaria-se em
glutamil-cisteina, substrato ideal para a sintese da glutationa.

BOUNOUS et al. (1989), verificaram que a administraco in vivo do inibidor
da enzima glutationa sintase inibiu ndo somente a sintese tecidual da glutationa

em varios tecidos, mas também a sintese de IgM no bago, em resposta ao
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antigeno especifico de hemacias de carneiro, ficando assim demonstrado a
dependéncia entre a producdo de glutationa e a resposta da lg ao antigeno
especifico.

Foi também demonstrado que tanto a sintese de glutationa como a
producdo de IgM no baco ficam muito reduzidas quando as proteinas de soro sdo
submetidas a tratamentos drasticos de temperatura, possivelmente rompendo, por
efeito térmico, as pontes dissulfeto e desestruturando a proteina, modificando,
inclusive, a especificidade da protedlise pelas enzimas digestivas.

E, portanto, de interesse nio somente identificar na seqiiéncia primaria
dessas proteinas as regides contendo as pontes dissulfeto, mas principalmente
isolar fragbes de hidrolisados enriquecidos com esses peptidios, a fim de testar
seus efeitos imunoestimulante in vivo.

O objetivo desta pesquisa foi preparar hidrolisados tripticos e fraciona-los,
por cromatografia de troca idnica, fragbes estas enriquecidas com aminoacidos
sulfurados e, em seguida, separar destas fracdes os seus peptidios por
cromatografia de alta eficiéncia em fase reversa e identifica-los por espectrometria
de massa antes e ap0s reacéo de reducdo das pontes dissulfeto com o agente
redutor ditiotreitol (DTT).

2 MATERIAL E METODOS

Os hidrolisados foram estudados com o objetivo de identificar as fractes
contendo peptidios ricos em cistinas (cisteinas unidas por ligagées covalentes do
tipo S-S) produzidos pela hidrélise enzimatica com tripsina.

O isolado protéico de soro de leite (WPI) e a beta lactoglobulina (B-Lg)
foram hidrolisados, fracionados pelas cromatografias de troca idnica (FPLC fast
protein peptide and polynucleotide liquid chromatography) e de fase reversa (RP-
HPLC), e caracterizados pela espectrometria de massa. Esta sequéncia de

processos esta ilustrada na Figura 1.
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Figura 1 Seqiéncia metodolégica: (1) hidrdlise enzimatica com tripsina, (2)
FPLC (cromatografia de troca ionica), (3) RP-HPLC (cromatografia de fase
reversa) e (4) espectrometria de massa (P:pressao, T:temperatura,

C:concentragao).
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2.1 Hidrdlise enzimatica

Na hidrdlise enzimatica, usaram-se como substratos o isolado de proteina
de soro de leite bovino (FV 22.05.00) e B-lactoglobulina (madgelas — INR BB),
ambos previamente preparados pelo INRA (institute National de la Recherche
Agronomique), Rennes - Franca.

A enzima utilizada foi a tripsina (TPCK — Sigma — Lot: 76H7115 — ref.
T142), na relagéo enzima/substrato 1/200g. A inativag&o da enzima apds periodo
de reacéo foi realizada pela elevacéo da temperatura a 80°C e foi mantida durante
10 minutos.

A hidrdlise foi realizada em banho-maria sob agitagéo a 37°C, sendo que o
substrato foi dissolvido na concentragéo de 1g/L de tampao tris-HCI (20 mM, pH
8,0). A hidrdlise foi paralisada nos tempos de 1, 3, 6 e 22 horas. As analises
foram realizadas com as amostras ndo hidrolisadas e apds 22 horas de hidrélise

enzimatica.

2.2 Fracionamento dos peptidios por cromatografia de troca iénica — FPLC

A separagao por FPLC & baseada na diferenca das propriedades de cargas
das moléculas, sendo que as moléculas compostas por residuos de cisteina-
cisteina (formando ligagéo dissulfeto S-S) saem no final do gradiente (nas tltimas
fracdes coletadas).

O sistema FPLC utilizado foi constituido de um controlador LCC-500, duas
bombas (P-500) e um detector operando a 214nm (UV-1). O sistema foi conectado
ao logiciel Nelson (2600 Chromatography Nelson Analytical Software da série 900,
Nelson Analytical, USA). Utilizou-se uma coluna Soucre™ 15 RPC (Pharmacia
Biotech) HR 5/5 matriz de troca iénica (50mm x 5 mm I.D, 10um tamanho da
particula).

Agua destilada foi purificada usando-se o sistema Milli-Q (Millipore). Todos
os sais e produtos eram de grau analitico. Utilizou-se como tamp&o A uma solucio

de acido cloridrico (HCI 20 mM pH 2,0) e, como tamp&o B, cloreto de potassio e
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de sédio (KCI 20mM + NaCl 1M pH 2,0). O gradiente foi efetuado entre 0 e 60% de

tampao B, em 30 minutos 1mL/min, totalizando 45 minutos.

Os hidrolisados obtidos apdés 22 horas de reagdo com tripsina foram
injetados (500 pl) na coluna previamente equilibrada com tamp&o A, na
concentracéo de 1g/L. Apds 2 minutos iniciou a elevacgdo do gradiente de Tampé&o
B de 0 a 60%, em uma velocidade de 1mL/min., durante 30 minutos. Apds esse
tempo elevou-se para 100% de Tampéao B, retornando a 0% de B aos 38 min,
permanecendo até os 45 minutos.

Apos a coleta das quatro fragdes dos hidrolisados de -Lg e de WP, fez-se
a didlise das fracdes, sob agitagdo com azida sddica 0,02%, durante 3 dias, em
temperatura de refrigeracdo utilizando-se membrana Specfra com tamanho de
corte de 500 Da e secagem sob vacuo em speed-vac (para obtengé&o das
amostras liofilizadas).

Para promover a redugéo das amostras (rompimento das ligagbes S-S),
utilizou-se ditiotreitol (DTT), deixando-se as amostras em banho-maria a 37°C sob
agitacéo, durante 1 hora.

2.3 Caracterizagdo dos peptidios fracionados em RP-HPLC

A caracterizagdo em RP-HPLC (cromatografia de alta eficiéncia liquida de
fase reversa) foi realizada para identificar e separar 0s peptidios contendo as
ligacbes dissulfeto (S-S) em fungdo da hidrofobicidade, comparando-se as
amostras hidrolisadas, antes e ap6és redugéo com DTT.

Os peptidios obtidos em FPLC foram desidratados em speed-vac, depois
de identificados em RP-HPLC, e para isto utilizou-se coluna Cqs Vydac (250 X
4 6mm, 300 A, 5u, 2188TP54 Touzart) a temperatura de 40°C. Os solventes
utilizados foram tampao A, contendo &cido trifluoroacético (TFA), produzido pela
Peirce Chemicals (TFA 1,60%), solvente B, composto por 0,1% de TFA em
acetonitrila-agua (80:20 v/v) e tamp&o C contendo acetonitrila a 50%.
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A eluicdo foi realizada a um fluxo de 1mL/mim e gradiente linear de
acetonitrila variado de 0 a 100% do solvente B pressdo maxima de 150 bar,
volume de injegdo 200ulL e detector a 214 nm, durante 80 minutos.

A porcentagem de tampé&o B foi diferente. As amostras ndo hidrolisadas de
WPI e B-Lg foram cromatografadas iniciando-se com 5% de tampao B até os
primeiros 10 minutos, apds a concentracdo de tamp&o B foi progressivamente
elevando até atingir 60% de solugdo B em 70 minutos, e mantendo-se de 72-74
min, 100% de solug&o B e dos 75-80 min 5% de solucdo B. Nas amostras
hidrolisadas apds 22 horas, iniciou-se com gradientes de 46% de tamp&o B no
tempo zero, subindo progressivamente e atingindo 100% de tamp&o B dos 54-56
min.

2.4 Espectrometria de massa

A espectrometria de massa & baseada na ionizagdo em fase gasosa das
moléculas analisadas. A mensuracéo é feita da relagdo massalcarga (m/z) de ions
moleculares ou de fragmentos gerados e permite determinar a massa molecular
dos compostos estudados.

Para a determinacéo da espectrometria de massa, foi utilizado um sistema
LC/MS, RP-HPLC, Column Symmetry C18 (125 x 2,1mm), tamp&o A 1,60% TFA,
tampao B acetonitrila 80% e TFA 1%.

A espectrofotometria de massa foi realizada a 40°C, volume de injecéo de
50 ou 100uL, detector a 214 e 280 nm e velocidade de 0,25mL/min, totalizando um
tempo de 85 min. Para a hidrolise com tripsina, o scan adquire valor médio de m/z
de 300 a 2350 Da, com tamanho médio de 0,33 KDa.

As amostras foram submetidas a didlise e secagem em speed-vac. As
fragbes foram suspensas em tampé&o Tris 20mM, pH 8,0 + 0,02% de azida sodica

(nas mesmas condigdes utilizadas para o HPLC).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Separacgdo por cromatografia de troca idnica (FPLC)

Uma importante distingdo entre concentragéo e fracionamento durante o
processo de separacdo deve ser enfatizada. Concentragcédo & o processo que
aumenta igualmente o contelido de cada proteina da mistura. A quantidade
relativa de cada proteina é condensada em um liquido de pequeno volume. O
processo de fracionamento divide a mistura protéica em diferentes porgdes, cada
qual em diferentes quantidades de cada proteina da solugéo original. Cada porgao
podera estar mais diluida ou mais concentrada que a solugdo original. A
separacdo ideal é aquela em que se combinam os processos simulténeos de
fracionamento e concentracéo de proteinas especificas da solugéo (ETZEL, 2004).

Atualmente, as técnicas cromatograficas sdo as mais utilizadas para a
caracterizagdo dos hidrolisados de proteina. Para a determinagéo da distribuicao
de massas moleculares, paralelamente as metodologias eletroforéticas, a
cromatografia liquida de alta performance de exclusdo molecular (SE-HPLC),
baseada nas diferencas de volumes hidrodinamicos das moléculas, tem sido
largamente utilizada. A cromatografia liquida de alta performance de fase reversa
(RP-HPLC), baseada essencialmente em diferencas de hidrofobicidade, tem
também sido utilizada na caracterizacdo de hidrolisados protéicos, sendo possivel,
através do perfil do cromatograma de RP-HPLC, prever a distribuicdo das massas
moleculares dos peptidios (VAN DER VEN et al. 2001).

Separagbes cromatograficas baseadas na carga das moléculas
(cromatografia de troca idnica, IE-HPLC), ou baseadas na afinidade especifica por
determinados ligantes (LE-HPLC), revelaram-se Uteis em analises especificas de
hidrolisados protéicos (SILVESTRE, 1997). Um detector convencional de ultra-
violeta ou de fluorescéncia é normalmente acoplado ao sistema de cromatografia
liquida.

As principais fragbes protéicas do soro incluem a B-lactoglobulina, a-

lactalbumina e a soroalbumina bovina (BSA) nas concentragdes de 3,7; 0,6; e
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0,3g/L de leite, respectivamente. QOutras proteinas estdo presentes em
concentragbes mais baixas, sdo elas: imunoglobulinas, lisozima, Ilipase,
lactoferrina e xantina oxidase (KINSELLA e WHITEHEAD, 1990).

Os perfis cromatograficos das amostras de 3-Lg e WPI nédo hidrolisadas em
coluna de exclusdo molecular estdo descritos na Figura 2. A comparagdo dos
perfis cromatograficos das amostras de WPI e B-Lg n&o hidrolisados mostram-se
semelhantes (eluidos entre 10 e 20 min), no entanto, como o WPI & uma mistura
de proteinas (a-La, BSA e Ig), diferengas podem ser observadas no gradiente
(tempo de12 min. de eluigdo, com a presenga do pico p1). Estima-se que o pico
(p1), presente no perfil do WPI, é representado pela a-La.

20 25 30 35 40

Tempo de eluigdo (min.)

Figura 2 Perfil cromatografico (FPLC) das amostras de WPI e -Lg em 214 nm no
gradiente de 46-100% de Tampao B.
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Segundo GIRARDET et al. (1989), a separagdo das proteinas do soro por
troca aniénica em pH 6-8 foi obtida com boa resolugéo na seguinte ordem de
volume de eluicdo: Ig<a-La<BSA<B-Lg.

Segundo MEZZAROBA (2005), a cromatografia de troca iénica (resina de
troca anidnica) mostrou-se eficiente para o isolamento da B-lactoglobulina, pois
esta fracdo possui alta afinidade a resina utilizada e € uma das Ultimas proteinas a
serem eluidas da coluna, uma vez que as demais proteinas e contaminantes
presentes no concentrado de soro de leite foram eluidas anteriormente.

O perfil cromatogréfico das amostras de B-Lg e WPI hidrolisadas com
tripsina estdo mostradas na Figura 3. O que se observa nas amostras hidrolisadas
e cromatografadas (FPLC), é o aparecimento de maior nimero de picos devido a
maior presenca de peptidios, originados pela hidrélise enzimatica. ~Os dados
obtidos no presente trabalho foram semelhantes aos descritos por COSTA (2004),
que relatou que o perfil cromatografico (CLAE-FR) do WPI anteriormente era
caracterizado por dois picos correspondentes a a-lactalbumina e B-lactoglobulina e
que, apds a hidrélise, apresentou um grande numero de picos correspondentes
aos peptidios formados pela agdo das enzimas proteoliticas (Alcalase, a-
quimotripsina, Proteomix), com perfil caracteristico de acordo com a enzima
utilizada.

Os hidrolisados obtidos foram separados em 4 fracdes que foram
denominadas respectivamente, fragdes A, B, C e D, nos tempos meédios de (A)
2,4-4.6; (B) 4,5-9,7; (C) 9,7-15 e (D) 15-25 min.

Apds reacdo com o agente redutor (ditiotreitol DTT) usado para clivar as
ligacdes dissulfidicas, houve diferenca apos tratamento apenas para a fragéo D,
esse mesmo resultado foi verificado ao se comparar os dois cromatogramas
mostrados na Figura 3.

Somente serdo discutidos os resultados da espectrometria de massa dos
peptidios obtidos no hidrolisado total e na fragéo D de ambas as amostras (WPl e
B-Lg), pois as demais fragbes ndo apresentaram diferencas nos picos apos a

utilizacdo do DTT.
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Figura 3 Perfis cromatograficos dos hidrolisados de WPI e B-lactoglobulina,
obtidos por cromatografia de troca idnica, FPLC, durante 45 minutos.
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3.2 Caracterizagdo em fungao da hidrofobicidade (RP-HPLC)

O perfil de eluicdo foi dividido em trés zonas, de acordo com a
hidrofobicidade dos peptidios eluidos, tendo como base a classificacéo feita por
LEGAY et al. (1997) e COSTA (2004). Os cromatogramas dos hidrolisados obtidos
a partir de amostras de WPI e B-Lg, hidrolizados com tripsina, foram classificados
como: (1) baixa hidrofobicidade, os que eluiram até 30 minutos, com um gradiente
da solucéo B entre 5-25%; (11) hidrofobicidade média, os que eluiram entre 30 e 45
minutos, com gradiente da solugio B entre 25% e 40% e (lll) hidrofobicidade alta,
os que eluiram a partir de 46 minutos, com gradiente da solug&o B acima de 40%.
A partir de 70 min, o gradiente da solugéo B passou de 60 para 100%, nao sendo
mais verificado a presenca de picos significativos (Figura 4).

Os hidrolisados de WPl e B-Lg produzidos pela agédo da tripsina
apresentaram elevada concentracéo de peptidios nas regides de hidrofobicidade
intermediaria e alta. Esses mesmos resultados foram relatados por COSTA (2004)
sobre a hidrélise de WPI com acdo de alcalase, o que sugere a presenca de
peptidios de alto peso molecular provenientes da hidrolise parcial das proteinas do
soro e formacdo de poucos peptidios de baixo peso molecular (CHABANET,
1992).

Quando comparados os cromatogramas dos hidrolisados de WPI e B-Lg,
apenas os picos distintos foram identificados, sendo o pico 1 caracterizado como
de baixa hidrofobicidade, os picos 2 e 3 de hidrofobicidade intermediaria e os
picos 4 e 5 de hidrofobicidade alta. Pode-se observar que os picos 2 e 5 s&o
maiores na B-Lg, isso pode indicar que esses picos s&o formados praticamente
desta fracdo. No entanto, os picos 1, 3 e 4 sa@o maiores no hidrolisado de WPI, o
que sugere que outras proteinas, como a-La, BSA, Igs, contribuiram para o poo/

de peptidios obtidos.
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Figura 4 Perfil cromatogréafico (RP-HPLC) das amostras de WPI e B-Lg hidrolisadas

por 22 horas. Baixa hidrofobicidade (1), hidrofobicidade intermediaria (ll) e
hidrofobicidade alta (l11).
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3.3 Caracterizagdo de peptidios por espectrometria de massa

A possibilidade recente de utilizar a espectrometria de massa acoplada a
cromatografia liquida de fase reversa (RP-HPLC) revelou-se uma ferramenta
muito potente na caracterizagéo dos hidrolisados e no estudo da relag&o estrutura-
funcéo das proteinas e peptidios. Esta analise torna-se valiosa no aprofundamento
do conhecimento de propriedades nutricionais e funcionais de hidrolisados de
proteina (LEONIL et al. 2000).

Muitas das funcdes biologicas apontadas as proteinas do soro (e as
caseinas) s6 se manifestam apds a sua protedlise durante o processo digestorio
ou durante o processamento. S&0, na realidade, alguns dos peptidios contidos nas
seqliéncias protéicas originais que atuam em nivel celular e ai exercem fungbes
reguladoras de vérios processos organicos. A libertacdo dos peptidios das
proteinas do soro ocorre, em condi¢cdes normais, durante a digestao pela agao das
enzimas digestivas. O tratamento do soro ou seus derivados com enzimas
proteoliticas, ou com espécies microbianas possuidoras de consideravel atividade
proteolitica, leva também a liberac&o de peptidios que depois podem ser ingeridos
na sua forma ativa (TORRES, 20095).

Dentre uma variedade significativa de enzimas de origem microbiana ou
digestiva, as enzimas pancreaticas, principalmente a tripsina, tém sido usadas
para a identificagéo e caracterizagdo de vérios peptidios bioativos (KORHONEN e
PHILANTO-LEPPALA 2001). Os hidrolisados produzidos por agéo de
endoproteases que apresentem uma baixa especificidade e que liberam peptidios
com aminoéacidos ndo polares nas extremidades sdo mais amargos que aqueles
produzidos por enzimas, tal como a tripsina, com maior especificidade (TORRES,
2005). A Tripsina (EC 3.4.21.4) apresenta maior afinidade por residuos hidrofilicos
(ADLER-NISSEN 1986) e hidrolisa grupos C-terminais de arginina (Arg, R) e lisina
(Lys, K) (POULIOT et al., 2000).

Os espectros de massa dos hidrolisados totais de WPI estdo apresentados
na Figura 5 e os resultados da analise na Tabela 1, representam a sequéncia
aminoacidica, massa mensurada e o tempo de eluicgo. Ao avaliar os espectros de
massa do hidrolisado total de WPI, antes e apds tratamento com DTT (Figura 5), 4

regides foram relevantes. Nas regides identificadas como a, ¢ e d, novos picos
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surgem apos tratamento com DTT, ao contrario do que foi evidenciado na regiéo
¢, que praticamente desaparece.

Para justificar esses resultados, pode-se atribuir esse fato a acdo do DDT
que, rompeu a ligag&o dissulfidica entre os dois peptidios (61-70 e 149-162),
eluidos em 41,81 minutos, com massa molecular de 2907,38 Da (Tabela 1),
dividindo-os em duas fragdes. Estas foram identificadas nas regides a e c,
respectivamente eluidos em 24,64min e 48,45 min., justificando-se o maior
numero de picos apos utilizagdo do DTT (Figura 5B).

Na verdade, apenas a regido a pode ser identificada no espectrémetro
como pico unico (eluido em 24,64 min.), com massa mensurada de 1249,90 (fr 61-
70) da sequéncia da B-Lg; e a regido c registrada com um dublete com massas
2030,24 e 1658,99; somente o primeiro destes pode ser identificado (fr 149-162)
da B-Lg. Finalmente a regido d (Figura 5B) registrada como um triplete com
massas mensuradas em 5203,76 (sem identificagdo) e 2804,73 (fr 102-124) e
3547,28 (fr 41-70) da B-Lg. Por meio da metodologia utilizada, foi possivel
identificar o peptidio contendo ligagbes S-S no hidrolisado triptico do WPI,
identificados na regido b. Durante 85 minutos de avaliagdo, foram eluidos 41
peptidios oriundos da hidrolise enzimatica com tripsina, do isolado protéico de
soro de leite bovino (WPI). Destes, 24 fragmentos foram identificados como
pertencendo a estrutura primaria da B-Lg e apenas 4 deles como pertencentes a

a-La.
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Figura 5 Espectros de massa do isolado protéico de soro de leite bovino (WPI)
apos hidrélise de 22h com tripsina, hidrolisado total sem DTT (A) e com DTT (B).
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Tabela 1 |dentificacdo dos peptidios de isolado protéico de soro de leite bovino

(WPI) hidrolisado com tripsina.

N. Fragmento Seqiliéncia Aminoacidica** Massa Proteina Tempo
Mensurada Referéncia de eiuigac
(g/mol) (min.)
1 71-75 IIAEK 572,60 B-Lg 22,11
2 596,30 B 24,10
3a r>61-70 WENDOCAOKK 1249,90 B-Lg 24,64
4 70-75 KIIAEK 700,70 B-Lg 26,70
5 84-91 IDALNENK 915,80 B-Lg 26,89
6 71-77 HAEKTK 802,70 B-Lg 26,86
7 78-83 687,809 - 26,89
8 1-5 EQLTK 616,70 a-La 26,89
9 567,50 - 28,10
10 9-14 GLDIQK 672,80 B-Lg 28,93
11 125-135 TPEVDDEALEK 124514 B-Lg 30,10
12 109-114 ALCSEK 647,70 a-La 30,10
13 827,09 B 30,20
14 1-8 LIVTQTMK 933,14 B-Lg 34,14
15 706,70 - 34,14
16 607,70 - 34,14
17 142-148 ALPMHIR 836,44 B-Lg 35,46
18 6-10 CEVFR 652,64 a-La 35,46
19 555,50 - 35,46
20 92-101 VLVLDTDYKK 1193,39 B-Lg 36,49
21 695,60 - 36,50
22 78-83 IPAVFK 673,70 B-Lg 37.54
23 125-138 TPEVNNEALEKFDK 1635.89 B-Lg 37,77
24 76-83 KIPAVFK 902,90 B-Lg ST 77
25 92-100 VLVLDTDYK 1065,14 B-Lg 38,65
26 680,60 - 40,10
27b 61-70*149-162 WENDECAQK*LSFDPTQLEEQCHI 2907,38 41,81
28 11-16 ELKDLK 774,80 o-La 41,81
29 782,20 - 42 10
30 1364,69 - 47 .10
ate 149-162 ¢! LSFNPTQLEEQCHI 1658,99 B-Lg 48,75
32 2030,24 - 48,75
33 41-60 VYVEELKPTPEGLDLEILLQK 2314,28 B-Lg 49,84
34 102-124 YLLFCMEN...LACQCLVR 2647 .18 B-Lg 54,65
35 41-70 VYVEELKP...NGECAQKK 3488,98 B-Lg 54,65
36d 41-70 VYVEELKP...NDQCAQKK 3547,28 B-Lg 55,01
37 101-124 KYLLFCME...LVCQCLVR 2804,73 B-Lg 55,01
38 5203,76 - 55,84
39 41-69 VYVEELKP...ENDQCAQK 3418,56 B-Lg 55,99
40 102-124 YLLFCMEN...LVCQCLVR 2676,33 B-Lg 56,81
41 15-40 VAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLR  2708,73 B-Lg 59,32

*peptidios contendo dois fragmentos unidos por ligacéo dissulfeto.

**Nomenclatura dos aminoacidos (Apéndice A).

a,b,c,d regides modificadas apos reagdo com ditiotreitol (DTT).
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Os espectros de massa da fragdo D do WPI, separada por FPLC, estao
ilustradas na Figura 6 e os resultados da analise na Tabela 2.

Tabela 2 Resultados da espectrometria de massa da amostra de isolado protéico
de soro de leite bovino (WPI), fracdo D, com e sem adigédo de ditiotreitol (DTT).

Pico de Fragmento Tempo de Massa Mensurada Proteina
eluicao eluigao (min.) (g/mol) referéncia

1 71-75 22,54 572,60 B-Lg
2 139-141 24,58 348,50 B-Lg
3 11-13 27,10 392,60 B-Lg
4 84-91 27,10 916,19 B-Lg
5 115-122 27,20 1044,71 a-Lg
6 142-148 29,74 852,89 B-Lg
7 142-148 31,94 836,14 B-Lg
8 95-98 33,76 452,60 a-La
9 1-8 34,35 932,9 B-Lg
10 142-148 35,48 836,84 B-Lg
11 92-101 36,10 1193,39 B-Lg
12 78-83 37,02 696,00 B-Lg
18 76-83 I DT 903,14 B-Lg
14 92-100 38,10 1065,14 B-Lg
15 84-101 41,43 2092,38 B-Lg
16 80-98 41,43 2220,63 B-Lg
17 61-70*149-162— 41,90 2850,33

18 84-101 41,90 2092,68 B-Lg
19 11-16 41,90 774,80 a-La
20a 61-69*149-162_ 42,05 2721,48

21 61-70*149-162 42,05 2851,68

22 76-91 43,10 1801,53 B-Lg
23 149-162 4— 4417 1658,84 B-Lg
24 61-75 44 17 1739,24 B-Lg
25 76-91 48,22 1808,99 B-Lg
26 61-75 48,22 1717,39 B-Lg
27 84-101 49,10 2030,09 B-Lg
28 41-60 50,30 2314,23 B-Lg
29b 149-162*149-162_] 50,47 3316.53

30 102-124 53,74 2756,80 B-Lg
31 99-122 53,74 2869,60 o-La
32 15-40 57,59 272463 a-La
23 15-40 59,57 2708,73 o-La

*ligacbes dissulfeto (S-S), segundo MORGAN et al. (1997).
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Figura 6 Espectrometria de massa do isolado protéico de soro de leite bovino

(WPI) apos hidrdlise de 22h com tripsina, fragdo D, sem DTT (A) e com
DTT(B).

118



CAPITULO II - Artigo 2

Dos 33 picos eluidos, todos foram identificados. A maioria foi identificada
com peptidios de massa molecular e sequéncia encontrada na B-Lg. Duas regides
diferentes foram observadas quando comparadas a fragdo D, sem DTT (A) e com
DTT (B), denominadas a e b, registrando picos de pesos moleculares de 2851,68:
2721,48 e 3316,53, respectivamente eluidos em 42,05 e 50,47 min., observando-
se um numero maior de picos apods tratamento com DTT (Figura 6B).

A B-lactoglobulina €& a proteina mais abundante, representando
aproximadamente 50% do total das proteinas do soro de leite e 12% do total das
proteinas do leite (FOX e McSWEENEY, 1998). A B-lactoglobulina &€ uma proteina
globular, com estrutura primaria de 162 residuos de aminoacidos pl 5,2 e peso
molecular de 18,4 kDa. O mondémero da B-lactoglobulina tem uma sulfidrila livre e
duas pontes dissulfeto (NAKAI e MODLER, 1996). E uma proteina rica em
aminoacidos sulfurados, o que lhe garante alto valor nutritivo (FOX e
McSWEENEY, 1998).

Dos cinco residuos de cisteina, quatro estdo envolvidos em duas ligagbes
dissulfeto entre os residuos de cisteina (106-119) e (66-160), que contribuem para
a estrutura terciaria da proteina. O residuo de cisteina 121 é responsavel pelo
grupo tiol livre, que normalmente esta oculto na forma dimérica, mas apresenta um
aumento na reatividade em meios com pH acima de 6,5. Isso facilita as interagbes
tiol-dissulfeto que contribuem com a formagao de agregados covalentes,
originados apos o tratamento térmico (KINSELLA e WHITEHEAD, 1990; SAWYER
et al., 2002). Existem variantes genéticas desta proteina sendo as mais comuns as
variantes A e B (WONG et al., 1996). Diferem nos residuos 64-aspartato e 118-
valina na B-lactoglobulina A, ocupados, respectivamente, pela glicina e pela
alanina na B-lactoglobulina B (TORRES, 2005).

Dos espectros de massa da amostra da f-Lg hidrolisada pela tripsina com
ou sem tratamento com DTT, 34 picos foram eluidos e identificados com o banco
de dados do Instituto Nacional de Pesquisa Agrondmica (INRA), Rennes—Franga.
Os dados encontrados no presente estudo foram comparados com os resultados
descritos por MORGAN et al. (1997) e POULIOT et al. (2000).
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Na Tabela 3, estdo mostrados os peptidios identificados, classificados

quanto ao fragmento, seqliéncia aminoacidica, massa mensurada (g/mol) e tempo

de eluicdo (min.).

Tabela 3 Identificacdo dos peptidios de B-lactoglobulina hidrolisada com tripsina.

picos modificados apos reagdo com ditiotreitol (DTT).

120

N Fragmento Seqiiéncia aminoacidica’ Massa Tempo de
Mensurada eluicdo (min.)
{g/mol)
1 71-75™ HAEK 572,60 22,13
2 70-75" KIIAEK 700,70 22,51
32 61-70 WENGECAQKK 1192,94 24,22
4 84-91"2 IDALNENK 915,99 26,95
5 9-14" GLDIQK 672,80 28,96
6 142-148" ALPMHIR 826,70 31,99
7 1812 LIVTQTMK 933,14 34,16
8 142-148"2 ALPMHIR 836,84 35,39
9 92-1011 VLVLDTDYKK 1193,54 35,50
10 15-20" 696,6 36,89
11 125-138" TPEVNNEALEKFDK 1635,44 36,90
12 78-83" IPAVFK 674,00 37,10
13 76-83" TKIPAVFK 903,14 37,10
14 125-138' TPEVNNEALEKFDK 1636,04 37,81
15 92-100" VLVLDTDYK 1065,74 38,67
16 84-100" DALNENK...VLDTDYKK , 2092,08 41,10
17° 61-70*142-162"2 WENGECAQKK*LSFDPTQLEEQCHI 2850,18 41,88
18 76-91 TKIPAVFKIDALNENK 1801,23 4393
19 78-91 IPAVFKIDALNENK 1572,14 44,10
20 6-16 CEVFRELKDL 1364,54 44,20
21¢ 149-162 LSFNPTQLEEQCHI 1658,99 48,70
o2 41-60" VYVEELKPTPEGLDLEILLQK 231453 48 81
23 149-162*149-162" LSFDPTQLEEQCHI*LSFDPTQLEEQCHI 3317,43 50,24
24 61-69*149-142"* WENGECAQK*LSFDPTQLEEQCHI 2776,38 52,60
254 41-70 VYVEELKP...NGECAQKK 3490,98 53,55
26 102-124*149-162' YLLFCMENSAEPEQSLACQCLVR*LSFDPTQLEEQCH! 4303,87 53,63
27 17-62 GYGGVSLPE...INNKIWCK 5146 87 5410
28 102-124 YLLFCMEN...LACQCLVR 2648,88 54,52
29 41-70 VYVEELKP...NGECAQKK 3489,63 54,52
30 17-62 GYGGVSLPE...INNKIWCK 5146,87 55,29
319 149-162*149-162" LSFDPTQLEEQCHI*LSFDPTQLEEQCHI 3316,53 56,03
32 14-58 DLKGYGGVS...GLFQINNK 5018,02 56,15
33 15-40" VAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLR 2709,33 57,97
34 15-40" VAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLR 2708,73 59,26
*peptidios contendo dois fragmentos unidos por ligacdo dissulfeto.
**Nomenclatura dos ammoac;dos — (Apéndice A%
M?RGAN et al. (’199?‘) POULIOT et al., (2002)
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Em relacdo ao trabalho descrito por MORGAN (et al, 1997), que

identificaram os peptidios de B-Lg aguecida com lactose a 60°C por 24 horas, 29
picos de eluicdo foram relatados; destes 22 fragmentos' foram idénticos aos
encontrados nesse trabalho.

POULIOT et al.(2000) determinaram a presenca de 23 peptidios de B-
lactoglobulina e suas caracteristicas fisico-quimicas dos peptidios com
concentragdo superior a 2,5%, totalizando 12 fracdes?. Comparando esses dados
com os obtidos nesse trabalho, 7 peptidios 1-8; 15-20, 71-75, 84-91, 142-148
foram semelhantes, incluindo as ligagbes peptidicas entre os residuos 61-70*142-
162 e 61-69*149-142.

Cinco grupos de peptidios contendo dois fragmentos unidos por ligagoes
dissulfidicas foram identificados. Em comum, estes apresentavam no segundo
fragmento o residuo de aminoacido composto inicialmente por leucina (L).

Comparando os espectros de massa da B-Lg hidrolisada, quatro regites
foram evidenciadas com maior numero de picos apos tratamento com DTT (Figura
7B). O primeiro pico (eluido em 24,22 min.,) apresentou um fragmento de 61-70 e
com massa mensurada de 1192,94. Na regido b, o fragmento 142-162 foi eluido
em 41,88min, com massa molecular de 2850,18 e correspondeu ao fragmento da
B-Lg unido por uma ligagao dissulfeto (61-70*142-162). E o ultimo pico d foi o que
apresentou mais peptidios unidos por ligagdes dissulfeto, correspondentes aos
fragmentos 149-162*149-162, 61-70*149-162 e 102-124*149-162 da $-Lg.

Comparando-se os dados obtidos na Tabela 1, referentes ao WPI
hidrolisado com os dados apresentados na Tabela 3, relacionados a B-Lg
hidrolisada, observou-se que o primeiro pico de eluigdo, correspondente a fragao
71-75, e o ultimo pico, composto pelos residuos 15-40, estiveram presentes nas
amostras analisadas, com tempos de eluigdo semelhantes, 22,1 e 59,3 min,,
respectivamente. No entanto, diferencas significativas puderam ser observadas
quanto ao numero de picos de eluicdo, tamanho dos peptidios produzidos,

presenca de fragmentos de a-La, entre outros (Tabela 4).
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Figura 7 Espectrometria de massa da B-lactoglobulina (B-Lg) apés hidrélise com
tripsina, sem DTT(A) e com DTT(B).
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Tabela 4 Comparacéo das caracteristicas fisico-quimicas dos peptidios obtidos
por hidrélise enzimatica com tripsina entre o WPI (isolado protéico de soro de leite
bovino) e B-Lg (B-Lactalbumina bovina).

o . o Hidrolisados com tripsina
Caracteristicas Fisico-quimicas

WPI B-Lg
Numero de picos de eluicdo 41 34
Massa mensurada (g/mol) 555,6 - 5203,8 572,6 —5146,9
Tamanho dos peptidios (residuos de aminoacidos) 5a26 5a37
Picos identificados com banco de dados 30 34
Fragmentos de a-lactalbumina 4
Fragmentos unidos por ligagbes peptidicas 1 5

O perfil do hidrolisado de WPI caracterizou-se pela presenga de varias
bandas correspondentes a B-Lg e, em menor proporgéo, a a-La, de outras fragbes
de alto peso molecular que ndo foram hidrolisadas, além de peptidios de peso
molecular intermediario, ndo identificados no banco de dados, podendo esses
terem sido originados de outras fragdes presentes no soro de leite, como BSA e
lg, tipico de um produto complexo de baixo grau de hidrdlise.

Outra diferenga expressiva observada esta relacionada com o numero de
fragmentos unidos por ligagdo dissulfidica, determinadas pela massa mensurada
(g/mol). Na fragdo de B-Lg foram identificadas 5 ligagdes, enquanto nos
hidrolisados de WPI| apenas 1, mostrando que esse € mais reativo ao DTT. Os
peptidios oriundos do WPI eram de menores tamanhos, variando de 5 a 26
residuos de aminoacidos, enquanto que o tamanho nos peptidios da B-Lg eram
formados de até 37 aminoacidos. N&o foram identificados aminoacidos livres.
Portanto, pode-se afirmar que o WPI sofreu hidrélise mais facilmente pela tripsina
que a B-Lg.

Esses dados estdo de acordo com TORRES (2005), que produziu
hidrolizados de a-La e B-Lg a partir da reag&o com tripsina e observou por meio de
estudo cromatogréfico que a a-lactalbumina é facilmente degradada pela tripsina,
aparecendo apenas em quantidade muito baixa em hidrolisados com grau de
hidrélise superior a 1%.
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A hidrélise da B-lactoglobulina é,

relativamente, mais lenta, pois o

hidrolisado com grau de hidrolise 4,2% continha ainda 30% de B-lactoglobulina

nao hidrolizada.

Os picos de eluicdo da fracdo D obtida a partir da B-Lg hidrolizada e

separada por FPLC (Figura3); estdo mostrados na Figura 8 e Tabela 5. Foram

eluidos 23 picos, com massa mensurada entre 572,60 e 4304,32 g/mol.

Tabela 5 Identificag&o dos peptidios da frac&o D da B-Lactoglobulina separada por

FPLE:
Picos de Fragmento Massa Mensurada Tempo de eluigao
Elui¢ao (g/mol) (min.)
1 71-75 572,60 22,10
2 84-91 915,00 2410
3 852,89 27,71
4a 115-123 1044,74 28,10
5 852,89 29,71
6 827,09 31,94
7 142-148 836,84 35,39
8 61-70 1193,09 36,65
9 76-83 902,09 37,49
10 92-100 1065,44 38,86
11 84-101 2091,63 41,10
12 61-70*149-162" 2850,03 41,95
13b 76-91 1801,48 44,01
14 149-162 1658,84 4413
15¢c 76-91 1809,14 48,61
16 109-123 1776,74 49,10
17 84-101 2030,09 49,10
18 41-60 2314,53 49,10
19 76-91 1825,05 49,10
20 149-162*149-162" 3316,83 50,56
21d 102-124*149-162" 4304,32 53,77
22 61-69*149-162" 2724,63 57,52
23 15-40 2708,73 59,47

* ligagdes dissulfeto (S-S), segundo MORGAN et al. (1997)’
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4 CONCLUSAO

As técnicas cromatograficas em colunas de troca iénica (FPLC), de fase
reversa (RP-HPLC) e espectrometria de massa, quando aplicadas
sequencialmente, revelaram-se eficazes no fracionamento, identificacdo e
caracterizagao de peptidios oriundos da hidrolise enzimatica.

Foi possivel separar dos hidrolisados do WPI e da B-Lg uma fracéo (fragéo
D), hidrofobica e enriquecida com peptidios contendo pontes dissulfeto em suas
estruturas. Comparando-se os espectros de massa antes e apds tratamento com
ditiotreitol (DTT), foi possivel identificar na fragdo D (do WPI e da -Lg) elevado
numero de peptidios que foram caracterizados quanto ao fragmento da estrutura

primaria (B-Lg ou a-La), massa molecular e presenca de ligaces dissulfeto.
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CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO
ISOLADO PROTEICO DE SORO DE LEITE E
GELATINA DE ORIGEM BOVINA

J.A. ROMAN, V. C. SGARBIERI

RESUMO

Avaliou-se, comparativamente, a composi¢cdo e algumas propriedades
fisico-quimicas de um isolado protéico do soro de leite bovino (WPI), de uma
gelatina bovina com 240 bloom (GB) e uma mistura das duas proteinas na
proporcéo 60:40 WPI:GB. N&o houve diferenca estatistica quanto ao teor de
proteina do WPI e da mistura. Para a GB, encontrou-se 83% de proteina (p<0,05),
inferior as duas proteinas isoladas. O perfil de aminoacidos do WPI atendeu
perfeitamente ao padrdo da FAO/WHO e a gelatina apresentou-se deficiente em
relacdo a todos os aminodcidos essenciais, e completa auséncia de triptofano,
apresentando elevada concentragdo dos aminoacidos nao essenciais arginina,
prolina, glicina e alanina, superiores aos do WPL. O perfil de aminoacidos da
mistura protéica foi significativamente melhor que o da gelatina, pois somente trés
dos 9 aminoacidos essenciais ndo atenderam as recomendacdes da FAO/WHO. A
desnaturacgo térmica do WP, determinada pela analise de calorimetria diferencial
de varredura (DSC), ocorreu em 754°C e da mistura a 75,7°C, ambas
apresentando apenas um pico definido. Para a gelatina a desnaturag&o ocorreu a
36,1°C. A solubilidade do WPI, pH entre 2,5 a 7,5, em solugéo aquosa e 0,1M
NaCl, foi elevada (87,4 a 97,5%), no que a gelatina apresentou solubilidade
inferior (63%), sendo o valor mais baixo de 24%, em pH 6,5. A solubilidade da

mistura foi intermediaria, na faixa de 58 a 81%.

Palavras-chave: soro de leite, gelatina, caracterizag&o, mistura protéica
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SUMMARY

Composition and some physico-chemical properties of a bovine whey
protein isolate (WPI), a 240 bloom bovine gelatin (BG) and a mixture 60:40
respectively of the two proteins, were comparatively evaluated. There was no
difference in the protein concentration of the WPI and the mixture of the two
proteins. A lower protein concentration (83%) was found for BG (p< 0.05). The WPI
amino acid profile satisfied entirely the FAO/WHO standard while BG was deficient
in all essential amino acids and contained no tryptophan but presented high
concentrations of the nonessential amino acids arginine, proline, glycine and
alanine which were higher than in WPI. The amino acid profile of the mixture was
significantly better than that of gelatin since only three of the nine essential amino
acids remained limiting. The thermal denaturation of WPI as determined by
differential scanning calorimetry (DSC) ccurred at 75.4°C and that of the mixture at
75.7°C, both presenting only one peak. BG denatured at 36.1°C. WPI solubility at
pH between 2.5 — 7.5, 0,1M NaCl solution was high (87.4 to 95.5%). The gelatin
present.ed lower solubility (63%) with a lowest value of 24% at pH 6.5. The mixture
presented intermediate solubility values in the rage of 58 to 81%.

Key Words: whey protein, gelatin, characterization, protein mixture

1 INTRODUGAO

A gelatina é amplamente utilizada na industria de alimentos, cosméticos e
farmacos, sendo produzida em grande escala e a pregos relativamente baixos,
justificando assim o grande interesse em seu uso devido as suas propriedades
multifuncionais: habilidade de formar géis estaveis e reversiveis (SEGTNAN e
ISAKSSON, 2004).

A gelatina comercial € um produto protéico sollvel em agua quente, obtida
por meio de hidrélise parcial do coldgeno com &acido ou &lcali diluido
respectivamente, designadas gelatinas tipo A e B (HAUG et al. 2004). Em virtude

da variedade de fontes de colageno e dos diferentes métodos de producéo, as
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gelatinas comerciais apresentam diferencas em suas propriedades fisicas e
quimicas (BIGI et al. 2004). Elas podem variar em composigéo e na sequéncia de
aminoacidos das cadeias polipeptidicas, quanto ao ponto isoelétrico e massa
molecular (NEMATI et al. 2004).

A gelatina é uma proteina deficiente em todos os aminoacidos essenciais,
principalmente em triptofano e cisteina, enquanto que as proteinas de soro de leite
apresentam esses aminoacidos em abundéancia. Portanto, a combinagdo dessas
duas fontes protéicas possibilita melhoria consideravel no equilibrio de
aminoacidos essenciais, com significativa vantagem nutricional. Havera também
vantagem econdmica na associagdo dessas duas proteinas, ja que a gelatina e
produzida em larga escala e a baixo custo, enquanto que as proteinas do soro de
leite sdo de dificil recuperacdo tecnologica e de alto custo. A associagao de
propriedades funcionais fisiolégicas da gelatina e das proteinas do soro de leite
também se apresenta como um potencial a ser explorado.

As proteinas do soro de leite, além de suas excelentes propriedades
nutritivas e fisiolégicas, apresentam propriedades fisico-quimicas e funcionais
muito apreciadas como ingredientes alimenticios, inclusive na producéo de géis
translicidos e de elevada consisténcia (VEITH e REYNOLDS, 2004,
CHATTERTON et al., 2006), também utilizadas em diferentes aplicagbes na
tecnologia de alimentos (PEREZ et al. 2006; TOS! et al. 2007). De modo geral, as
preparacbes derivadas do leite podem apresentar-se como opgoes atrativas em
dietoterapia, por conter diferentes fatores de crescimento e moduladores do
metabolismo geral (MICHAELIDOU e STEIJINS, 2006).

Existe um grande interesse no comportamento de sistemas de géis mistos,
devido & variedade de propriedades mecénicas e de textura, além da possibilidade
de modificagéo dessas propriedades (WALKENSTROM e HERMANSSON, 1997).

O presente trabalho tem por objetivo o estudo comparativo da composigao e
de algumas propriedades fisico-quimicas de duas fontes protéicas de largo uso
industrial (WPI e GB), isoladamente e da mistura WPI:GB (proporcéo 60:40 em

base protéica).
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2 MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Foi utilizado o isolado protéico de soro de leite, ALACEN 895 produzido por
troca idnica e ultrafiltragéo, com reduzido teor de lactose e gordura, adquirido da
NZMP®, New Zealand Milk Products, Sdo Paulo, Brasil. A Gelatina bovina, tipo A,
produzida por hidrélise acida, lote PFL 196/04, foi gentilmente cedida pela empresa
Gelita® (Gelita South America), Cotia-SP. Segundo dados do fabricante, foi
caracterizada como de 240 bloom, viscosidade de 33-42 mPs, teor de proteina de
83%, umidade entre 8 e 13%, contelido de cinza inferior a 2,0%.

A propor¢do na mistura protéica utilizada (60:40) foi baseada no valor
nutritivo de misturas entre WPI e hidrolisados de coldgeno bovino (HCB),
determinado por ZIEGLER (2006), em que através de ensaios bioldgicos com
ratos Wistar recém desmamados, chegou-se a composicdo aminoacidica mais
indicada, levando-se em consideragéo aspectos nutricionais e econémicos, tendo-
se por base o perfil de aminoacidos essenciais proposto pela FAO/WHO (1990).

METODOS ANALITICOS

2.1 Determinagdo do perfil de aminoacidos

Para a determinacéo dos aminodcidos, as amostras foram hidrolisadas com
HCI 6N em tubos de hidrélise, seladas & vacuo e mantidas a 110°C por 22 horas.
Apos a incubagéo, o acido cloridrico foi evaporado e fez-se a recuperacdo dos
amino&cidos livres em tampao citrato pH 2,2. Uma aliquota de 25uL foi injetada no
analisador (Dionex Dx-300) para separagdo em coluna de troca catidnica e reaco
colorimétrica pés-coluna com ninidrina. Solugdo padrdo de aminoacidos Pierce
(llinois, USA, lote: 03102467) foi utilizada para referéncia de célculo de cada

aminoacido.
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O ftriptofano, que é destruido durante a hidrélise acida, foi quantificado
segundo o método descrito por SPIES (1967), apos a hidrélise enzimatica com

pronase a 40°C por 24 horas, seguida de reagdo colorimétrica com dimetilamino

benzaldeido (DAB) e nitrito de so6dio na auséncia de luz e posterior leitura em
espectrofotometro a 590nm. O teor de triptofano foi determinado a partir de uma

curva padréo de concentragdes conhecidas.

2.2 Determinagdo da composigao centesimal

Umidade, solidos totais, cinza e proteinas: Foram determinados de acordo com
os procedimentos descritos no manual da AOAC (1990). As determinagdes foram
feitas em quadruplicata. Os solidos totais foram obtidos pela diferenca entre o
peso total da amostra e o conteido de umidade por secagem em estufa a 105°C,
até peso constante. A cinza foi determinada pela incineragéo da amostra em
cadinhos de porcelana (30-40mm de diametro e 25-50mm de altura) em mufla a
550°C, até peso constante. Proteina bruta foi determinada pelo método semimicro-
Kjeldahl, multiplicando-se o teor de nitrogénio (%N) pelo fator 6,38 para o WPl e
5,55 para a gelatina. Para a mistura, usou-se fator corrigido 6,02 calculado, tendo
por base a %N e as proporgdes conhecidas das duas proteinas, na mistura.

Carboidratos e lipidios totais. Foram estimados por diferenca, subtraindo-se de

100% a soma dos valores obtidos nas demais determinagdes.

2.3 Determinagao de grupos sulfidrila livres (SH)

Foram determinados usando o reagente de Ellman (5,5 ditiobis-acido 2-
nitrobenzodico), de acordo com BEVERIDGE et al (1984), com pequenas
modificacdes. Aproximadamente 90-150mg de amostra, WPI, gelatina ou mistura
protéica, foram solubilizadas em 15mL de tampé&o Tris 0,086M, glicina 0,09M,
EDTA 0,04M (pH 8,0), contendo ainda 8M de uréia. Estas preparactes foram
centrifugadas (centrifuga Sorval Wilmington, Telaware, US), 27.000g, 20 minutos,
4°C. Ao sobrenadante (4mL) foi adicionado 0,04mL do reagente de Ellman
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(4mg/mL). A absorbancia foi lida em 412nm (As12), apés 10 min e 30 min da
adicdo da mistura de reagente a amostra. As determinacdes foram feitas em
triplicata, em presencga de um branco isento de amostra. A quantidade expressa
em umoles de sulfidrila livres por grama de proteina foi calculada pela expressé&o
descrita por BEVERIGDE et al. (1974): umoles SH/g= 73,53 x A2 X fator de

diluicdo/ concentracdo proteina (mg/mL).

2.4 Analise térmica por calorimetria diferencial de varredura (DSC)

O isolado protéico de soro de leite, a gelatina bovina e a mistura WPI:GB na
proporcao 60:40 foram dispersos em agua destilada (20% p/v). Aliquotas foram
colocadas em capsulas de aluminio (50uL) hermeticamente seladas. Uma capsula
vazia foi usada como referéncia. As amostras foram aquecidas de 15 a 100°C, na
velocidade de 5°C/minuto, conforme IBANOGLU (2005). A variagdo da entalpia
(AH), temperatura de desnaturagdo (Td), inicio e pico da temperatura de
desnaturagdo foram computadas com picos endotérmicos, determinados através
de programa computacional em cada curva térmica, pelo equipamento Perkin-
Elmer Pyris 7 DSC (differntial scanning calorimeter), calibrado com solugéo padrao

de indiun. As analises foram realizadas em duplicata.

2.5 Solubilidade da mistura protéica em fungao do pH

A porcentagem de solubilidade protéica (%SP) da mistura 60:40%, de WPI
e da gelatina bovina 240 bloom, foi analisada em agua e solugdo 0,1M NaCl,
verificando-se o efeito do pH (2,5 a 7,5), de acordo com o método descrito por
MORR et al. (1985), com pequenas modificagdes. Suspendeu-se 0,5g de amostra
em 40mL de agua ou solugéo de 0,1M NaCl. Deixou-se em repouso por 30
minutos, para melhor solubilizagado da gelatina, ajustando-se o pH das solugdes
com NaOH ou HCI 0,1N. As suspensfes foram mantidas sob agitacao constante

durante 60 minutos, monitorando-se o pH ao longo do periodo.
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As dispersbes foram transferidas para baldes volumétricos de 50mL e em

seguida submetidas & centrifugagdo (Sorval Wilmington, Telaware, US) sob
20.000g, 30 minutos, 4°C. Apds a filtracdo em papel filtro (Whatman n°2),
determinou-se o contetdo de proteina soluvel no filtrado pelo método semimicro-
Kjeldhal (A.O.A.C, 1990), usando-se os fatores descritos na determinag&o da
composigdo centesimal. A porcentagem de proteina soltvel foi calculada pela
relacdo: %SP = concentragcdo de proteina no filtrado (mg/mL) x 50/ peso da

amostra (mg) x contetdo de proteina da amostra (%).

2.6 Analise estatistica

Todos os resultados foram analisados através da anélise de variancia
(ANOVA) e as diferencas entre as médias (p<0,05), pelo teste de Tukey utilizando-
se o programa Statistica: Basic statistics and Tables, (STATSOFT, 1995).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdo centesimal dos trés concentrados protéicos estudados &
apresentada na Tabela 1. O componente de maior concentragéo foi a proteina,
variando entre 83 e 90,8% para as trés amostras. N&o houve diferenca estatistica
quanto ao teor de proteina entre o WPI e a mistura, tendo sido estatisticamente
inferior para a gelatina (p<0,05). Solidos totais, umidade e cinza diferiram

significativamente entre as trés amostras analisadas.

Segundo informagdes do fabricante, o WPI contém ainda em sua
composicdo (mg/100g amostra) 600mg sodio, 300mg potassio, 100mg calcio e
70mg fosforo. Os teores de cinza e de proteina da gelatina sd0 os mais baixos dos

trés concentrados e, de umidade, o mais elevado.
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Tabela 1 Composi¢c&o centesimal do isolado protéico de soro de leite bovino

(WPI), gelatina bovina, mistura protéica WPI/gelatina na proporgao 60:40%.

Componentes WPI Gelatina Mistura 60:40%
Sélidos totais 95,5+0,34° 88,1+0,06° 92,6+0,11°
Umidade 4,5+0,34° 11,940,062 7,4+0,10°
Proteinas 90,8+1,06° 83,1+0,56° 87,7+0,33°
Cinza 1,840,072 0,7+0,03° 1,3+0,01°
Diferenca* 2,9 4.4 3,6

* Diferenca = 100 — (proteina + cinza + umidade). Os resultados s&o médias de 4
determinagbes analiticas + desvio padrdo. Letras diferentes (linhas) indicam
diferencas estatisticas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Na Tabela 2 encontram-se os teores de aminoacidos essenciais (g/100g de
proteina) dos diferentes produtos protéicos e da mistura WPI:GB, comparados
com os padroes da FAO/WHO (1990), para pré-escolares e adultos. Os
aminoacidos n&o essenciais séo apresentados na Figura 1.

A gelatina apresenta-se deficiente em oito dos nove aminoacidos, em relagéo
ao padrédo da FAO/WHO de aminoacidos essenciais para pré-escolares, nao
sendo detectado metionina, cisteina e triptofano. Contudo, ao considerar-se o
perfil de aminoacidos essenciais recomendado para adultos, apenas a histidina
permanece limitante na mistura. Pelo fato dos aminoacidos sulfurados e do
triptofano serem essencialmente inexistentes na gelatina, o EAE para a gelatina é
zero (0). Portanto, a gelatina € incapaz de promover crescimento em criancgas e de
manter o balanco nitrogenado em adultos.

O WPI apresenta excelente composi¢cdo aminoacidica, atendendo todas as
recomendacOes para os aminoacidos essenciais com base no padrdo da
FAO/WHO (1990) para criancas na faixa etaria de 2,5 a 5,0 anos. N&o somente
seu valor bioldgico é superior, mas € uma proteina que contém, em elevadas
propor¢des, aminoacidos sulfurados, os quais desempenham importantes funcoes
antioxidantes (SINHA et al., 2007).
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Tabela 2 Composicdo de aminoéacidos essenciais dos produtos: isolado protéico
de soro de leite bovino (WPI), gelatina bovina, mistura 60:40 WPI/gelatina base
protéica, comparada aos padrdes de referéncia da FAO/WHO (1990).

Aminoacidos Padrao Padrao
(g/100g de proteina) FAO/WHO FAO/WHO WPl Gelatina Mistura
Pré-escolares  Adultos 60:40
Treonina 3,4 0,9 47 1,9 3,6
Metionina + Cistina 25 1.7 8,0 % 3,6
Valina 3.5 1,3 48 28 3,6
Leucina 6,6 1,9 12,8 3,17 9,2
Isoleucina 2,8 1,3 50 1,5 3,6
Fenilalanina + Tirosina 6,3 19 6,8 2.6° 53¢
Lisina 5,8 1,6 10,2 3,9 8,0
Histidina 1,9 1,6 2,0 0,8° 1,4°
Triptofano 1,1 0,5 2.8 * 1,8
Escore Aminoacidos Essenciais (EAE) 1.0 0 0,8

* Aminoacido ndo detectado na analise; a- aminoacido limitante apenas para
criancas; b- aminodcido limitante tanto para criangas como para adultos.

Para a mistura contendo 60% de WPl e 40% de gelatina, observou-se
deficiéncia de fenilalanina e tirosina para pré-escolares e histidina também para
adultos, consequéncia da deficiéncia destes aminoacidos na gelatina. E
importante observar a elevada concentragéo de lisina, leucina e triptofano no WP,
o que reflete no alto teor desses aminoacidos também na mistura.

Quando analisado o teor de aminoacidos ndo-essenciais nos produtos
(Figura 1), nota-se que a gelatina apresenta concentracdes bastante elevadas,
superiores as do WPI, dos aminoacidos arginina, prolina, glicina e alanina. A
analise da gelatina mostrou como caracteristica peculiar alto conteudo de glicina,

hidroxiprolina e prolina.
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Figura 1 Composi¢do de aminoacidos ndo-essenciais do WPI (isolado protéico

de soro de leite bovino), gelatina bovina e mistura WPI:GB na proporcéo 60:40.

Grupos sulfidrida (SH) e pontes dissulfeto (S-S) influenciam
significativamente as propriedades funcionais dos alimentos protéicos e tém um
importante envolvimento na formagéo de estruturas relativamente rigidas, tais
como géis protéicos (SCHIMADA e CHEFTEL, 1989). Segundo esses
pesquisadores, a alta elasticidade dos géis em valores de pH alcalinos e neutros
pode resultar de ligagdes S-S intermoleculares. Ja a baixa reatividade de grupos
SH em pH é&cido nédo favorece reagbes de formagdo de pontes dissulfeto,
resultando em géis de baixa elasticidade e alta solubilidade protéica.

Os resultados da determinagéo de grupos SH livres no WPI e na mistura
WPI:GB s&o apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 Teor de grupos sulfidrila livres (SH), nas amostras de isolado protéico de

soro de leite bovino (WPI) e mistura WPI1:GB na propor¢éao 60:40.

Amostra SH pmoles/g de proteina

10 minutos 30 minutos
WPI 31,78 £ 0,29 80,80:£017
WPI:GB (60:40) 18,61 + 0,30% 19,63 + 0,07%

Os resultados s&o valores médios de 3 determinagdes + desvio padrao. Letras
maitsculas iguais (coluna) indicam que ndo houve diferengas estatisticas no
mesmo tempo analisado. Letras minusculas iguais (linha) indicam que nao houve
diferencas estatisticas entre os diferentes tempos estudados, pelo teste de Tukey
(p < 0,05).

De acordo com HARDMAN (1981), o tempo de reacao durante a
determinacdo dos grupos SH reativos tem influéncia nos resultados de
absorbancia. No presente trabalho o conteido de grupos sulfidrila livres
determinado foi estatisticamente diferente apés 10 e 30 minutos de reacao, para
as amostras analisadas.

O valor determinado para o WPI foi praticamente 0 mesmo relatado por e
LIU et al. (2000), ou seja, de 30 umoles/g de proteina para um isolado protéico de
soro de leite comercial. Segundo os mesmos autores, grupos sulfidrila da
albumina de soro bovino (BSA) apresentaram maior reatividade em pH 6,0. Em pH
7.0, a a-lactalbumina (a-la) e a B-lactoglobulina (B-lg) s&o as principais proteinas
responsaveis por reagbes tiol/dissulfeto no soro de leite. A a-la, quando aquecida
isoladamente, ndo é capaz de formar agregado ou polimero. BEVERIDGE et al.
(1984) encontraram para um soro de leite desidratado (Dairyland Products, Inc.,
Savage, MN) 30,6% de proteina (N x 6,38) e 15,0 umoles de grupos sulfidrila
livres/g proteina. Como a mistura WPI:GB apresenta 60% de WPI, parece
coerente o valor de 18,61 pmoles/g proteina encontrado no presente trabalho.

Os resultados apresentados por COSTA (2004) mostram uma diminuigao
linear do nimero de grupos SH, de 27,36 para 19,03umoles/g, apods o tratamento
térmico do WPI entre 60°C e 95°C, verificando que a concentragéo de grupos SH

diminui em funcdo do tratamento térmico, porque O aqguecimento provoca o
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desdobramento da estrutura nativa da proteina, expondo estes grupos e
aumentando a freqiiéncia de colisdo molecular, o que promove a formacdo de
novas interacdes aleatorias.

A reacao de transformacéo de grupos SH em pontes S-S é favorecida em
valores de pH acima de 6,8, em virtude da desprotonacgéo progressiva desses
grupos com a elevagéo do pH, levando-os a formagéo de ligagbes covalentes. Em
baixos valores de pH, os grupos SH s&o relativamente inertes e ndo contribuem
para a manutengédo da estrutura protéica. Nessa condig@o, as forcas atrativas
envolvidas s&o principalmente idnicas e hidrofoébicas. Na B-Lg, os grupos SH
tornam-se altamente reativos em valores de pH acima de 7,5 (RIBEIRO, 2001).

A Tabela 4 e a Figura 2 representam os picos de temperatura de
desnaturacéo e as alteracdes de entalpia de desnaturacdo térmica das amostras
estudadas. Observa-se que a solugdo com 20% de WPI (Figura 2A) mostra uma
transicao térmica a 75,4°C, sendo que este dado encontrado esta de acordo com
dados descritos na literatura, como em IBANOGLU (2005) por exemplo, ao relatar
que uma solugao pura de WPI apresentou um pico a 74,6°C, com entalpia de
1,34J/g, e BOYE et al. (2000) que encontraram pico caracteristico da B-lg a
76,8°C, utilizando-se de WPC (300mg/g em tampéo fosfato pH 7,0).

Tabela 4 Temperaturas de desnaturacdo (Td) e alteragées de entalpia (AH) com a
desnaturagédo térmica do isolado protéico de soro de leite bovino (WPI), gelatina
bovina(GB) e mistura WPI: GB na propor¢éo 60:40.

Solugao 20% Td (°C) AH (J/g)
(p/v) em agua Inicio Pico max. Final

WPI 72,3 75,4 79,1 3,9
GB 31,6 36,1 43,0 10,1
WPI:GB (60:40) 73,8 75,7 78,8 2,2

JIg= Joules por grama.
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Resultados semelhantes foram apresentados por COSTA (2004), que avaliou
o WPI aquecido de 25 a 100°C em capsulas de aluminio, com aquecimento de
10°C/min. Detectou o primeiro pico endotérmico corresponde a temperatura de
desnaturac&o da a-lactalbumina e o segundo a temperatura de desnaturagéo da
B-lactoglobulina, detectadas a 62,0°C e 72,7°C, respectivamente e a entalpia de
transicao (AH) foi 2,215J/g de proteina.

Quanto & gelatina, sua desnaturagéo térmica ocorreu aos 36°C (Figura 2C),
com entalpia de 10,1J/g, sugerindo que apesar da desnaturagéo parcial, ainda
deve manter elevado numero de pontes de hidrogénio e de estruturacdo
molecular.

A desnaturagdo envolve a dissociagdo de ligacbes intermoleculares
(ligacbes ndo covalentes e, em alguns casos, covalente) em processos
endotérmicos (FITZSIMONS et al., 2006). Com a mistura observou-se apenas um
pico a 75,7°C, equivalente ao WPI; no entanto, observa-se uma aparente transicéo
térmica entre 20-30°C, porém sem definicdo de pico de transicdo, nesta faixa de
temperatura. O ideal seria trabalhar com quantidades maiores de amostra para a
analise de DSC, sugerindo-se para tal recipientes de 100pL.

Os dados dos perfis de solubilidade para os trés concentrados protéicos na
faixa de pH 2,3 a 7,5, em agua e em solugéo de 0,1M NaCl, estéo ilustrados na
Figura 3.

Em solugdo aquosa, o WPI apresentou a mais alta solubilidade em todos os
pHs, variando de 91,7% (pH 4,5) a 96, 2% (pH 7,5). A gelatina apresentou a mais
baixa solubilidade em toda a faixa de pH, variando de 24,4% (pH 6,5) a 60,2% (pH
2,3), enquanto que a solubilidade da mistura foi de 58% (pH 5,5) e 80,6% (pH 2,5).

Em solugéo salina, a solubilidade mais baixa para a gelatina (31,5%)
verificou-se em pH 6,5 e a mais alta (63%) em pH 2,5. Para o WPI, a solubilidade
mais baixa (87,5) ocorreu em pH 6,5 e a mais alta (97,5) em pH 4,5, enquanto que
para a mistura a solubilidade mais baixa (66%) ocorreu em pH 55 e a mais
elevada, nos pHs 2,5 ¢ 6,5.
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Figura 3 Representacéo do perfil de solubilidade do isolado protéico de soro de
leite bovino (WPI), gelatina bovina (GB) e da mistura WPI:GB na propor¢ao
60:40, em diferentes pHs em &agua e em solucdo 0,1M de NaCl. Letras
mailsculas diferentes indicam diferencas estatisticas entre as amostras
estudadas no mesmo pH. Letras minusculas diferentes indicam resultados

estatisticos da mesma amostra em func&o do pH.

Uma das propriedades mais importantes das proteinas do soro em seu
estado nativo é a elevada solubilidade em uma ampla faixa de pH, inclusive na
regido de seu ponto isoelétrico, que varia em torno de 4 a 5 (MORR e HA, 1993).
Alguns autores utilizam a solubilidade em pH 4,6 como um indicador da
desnaturacéo protéica, sendo 90% de solubilidade o padréo para isolados com
altos teores de proteina nativa neste pH. De acordo com LAW e LEAVER (1999),
a solubilidade dos isolados de soro de leite com alto teor de proteina nativa €
superior a 90%.

MORR (1992) avaliou a solubilidade protéica de trés isolados de soro de leite
comerciais com teor de proteina variando entre 88,6 a 92,7%, encontrando valores

de solubilidade em pH 7,0, iguais ou superiores a 98%, sendo que os valores
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minimos de solubilidade foram encontrados em pH 4,5. COSTA (2004) determinou

a solubilidade proteica de isolado protéico de soro de leite comercial (BiPro) e
verificou a alta solubilidade protéica no intervalo de pH entre 3 e 9. No pH 4,6, a
solubilidade protéica foi de 90,1+0,7%.

ANEMA et al. (2006) determinaram a solubilidade do concentrado protéico
de soro de leite (MPC85) e mostraram que se armazenado a 20°C, por periodos
de 60 dias, poucas alteracdes ocorreriam na solubilidade; no entanto, se estocado
a 40°C, a solubilidade seria boa somente nos dois primeiros dias, decrescendo a
valores de 20%.

A baixa solubilidade da gelatina bovina (Tipo B), inferior a 60%, também foi
relatada por MAMANI (2004), que verificou um aumento da solubilidade (100%)
apds sua hidrdlise com tripsina nos pHs estudados (3,0 a 8,0). Conforme descrito
por MAHMOUD (1994), o aumento da solubilidade dos hidrolisados é
provavelmente devido a diminuicdo do tamanho da cadeia polipeptidica e
corresponde a um aumento da exposicédo de grupos ionizaveis (NH;*, COO’) com
incremento concomitante na hidrofilicidade, bem como da carga liquida da
molécula.

Para a mistura WPI:GB (60:40%), a mais baixa solubilidade, 58%, foi
obtida em pH 5,5, em solugéo aquosa. Isto se justifica pelo fato de que a gelatina
utilizada € do tipo A a qual apresenta ponto isoelétrico entre 4,8-52, (POPPE,
1997).

4 CONCLUSAO

A mistura WPI:GB apresentou perfil aminoacidico significativamente
superior ao da gelatina, pois somente dois dos 9 aminoacidos essenciais ndo
atenderam em 100% as recomendacgées da FAO/WHO.

As desnaturagbes térmicas do WPI e da mistura WPI:GB, determinada pela
analise da calorimetria diferencial de varredura (DSC), apresentou apenas um
pico, similar e bem definido. A gelatina apresentou temperatura de desnaturacéo
bem inferior, com uma entalpia bem mais elevada que a do WPI ou da mistura
WPI:GB (60/40).

148



CAPITULOC III - Artigo 1

Das amostras avaliadas, o WPI apresentou solubilidade mais elevada,

variando entre 87,4 a 97,5%, nao apresentando variagbes significativas com
alteracdo de pH e da forga idnica. A mistura WPI:GB apresentou comportamento
semelhante ao do WPI, no entanto, com uma solubilidade intermediaria entre WPI
e GB. A solubilidade maxima da gelatina foi de 63% em pH acido, sendo reduzida
significativamente com a elevagéo do pH.

Finalmente, pode-se concluir que a mistura WPI/GB (60:40) constituiu-se
em um ingrediente importante para a formulagéo de alimentos, pelas suas

propriedades tanto nutritivas como funcionais.
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CARA’CTER]'ZSTICAS GERALS E PERFIL DE TEXTURA
DE GEIS MISTOS DE ISOLADO PROTEICO DE SORO
DE LEITE (WPI) E GELATINA BOVINA (GB).

J.A. ROMAN, V.C. SGARBIERI

RESUMO

Este estudo teve como principal objetivo a obtengéo de géis mistos de
gelatina bovina (GB) e isolado de proteinas de soro de leite (WPI) com
caracteristicas tecnoldgicas adequadas, perfil de textura aceitével e bom valor
nutritivo. Para tanto, foram estudados preliminarmente os efeitos de diversas
variaveis, como concentragdo de proteina, pH, temperatura e tempo de
aquecimento, bem como diferentes proporgdes das fontes protéicas, na aparéncia
e na avaliacdo macroscopica dos géis obtidos. Seguiu-se um planejamento fatorial
fracionario (2“) com as variaveis independentes: concentragéo de proteina, pH,
temperatura e tempo de aquecimento, avaliando-se dureza, mastigabilidade,
gomosidade, elasticidade coesividade. Observou-se que a dureza foi a variavel
melhor relacionada com os atributos sensoriais. O gel com as melhores
caracteristicas foi o obtido com 60% WPI:40%GB, pH 6,5, aquecido 30 min a
65°C, formado com 6% de proteina. A melhor textura foi encontrada na faixa de
270-310g-forga, mastigabilidade e gomosidade proximas a 265 g-forca,
elasticidade e coesividade elevadas, 0,87-0,96. O gel misto (60WP1:40GB)
apresentou capacidade de retengdo de agua de 48,6%, enquanto que a do gel de
GB foi 23,2%. A solubilidade em diversos solventes indicou que 0s géis mistos sao

dependentes de interagdes hidrofébicas e de ligacbes dissulfeto.

Palavras-chave: gelatina, isolado protéico de soro de leite, geleificacao, gel misto.
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SUMMARY

The main objective of this study was the obtention of mixed gels of bovine
gelatin (BG) and whey protein isolate (WPI) with adequate technological
characteristics, acceptable texture profile and good nutritive value. For reaching
these goals, the effects of several variables such as protein concentration, pH,
temperature, time of heating as well as different properties of the two proteins were
preliminarily studied in the appearance and macroscopic evaluation of the gels. A
fractionary factorial planning (2*') was followed taking into consideration the
following independent variables: protein concentration, pH, temperature and the
heating time following evaluation of hardness, chewiness, gomosity, elasticity and
cohesiveness. It was observed that hardness was the most sensitive of the
sensorial attributes. The gel with the best characteristics was obtained with
60%WPIL:40%BG, pH 6.5, 6% protein and 65°C for 30 minutes. Best textures were
found in the range of 270-310g-force, chewiness and gomosity near 265g-force,
high elasticity and cohesiveness of 0.87-0.96. The 60:40 gel showed 48.6% water
retention capacity (WRC) while for gelatin gel the WRC was 23.2%. Solubility in
various solvents indicated that the mixed gels were dependent on hydrophobic

interactions and disulfide bonds.

Keywords: gelatin, whey protein isolad, mixed gel

1 INTRODUCAO

A gelatina é formada de um conjunto de polipeptidios de elevada massa
molecular obtida por hidrolise parcial do colageno, proteina animal presente nos
tecidos epiteliais, conjuntivos e cartilaginosos, como na pele e nos tenddes
(POPPE, 1997; CHAMBI, 2004).

O ponto isoelétrico da gelatina pode variar em fungéo da forma de obtencéo
da mesma. A gelatina obtida a partir da hidrélise acida apresenta ponto isoelétrico
na faixa alcalina (~9,4), devido as condi¢cdes de processamento menos rigidas,
minimizando modificagées nos grupos amida, o que mantém o valor proximo do

pH do colageno. A gelatina obtida através de hidrélise alcalina é submetida a
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longos tratamentos com alcali e apenas uma pequena por¢&o dos grupos amina
resiste ao processo (90-95% de acido carboxilico livre). Nesse caso, a proteina
obtida apresenta ponto isoelétrico na faixa de 4,8 a 5,2 (ALVIM, 2005).

A qualidade da gelatina é tipicamente avaliada com base em suas
propriedades funcionais tecnolégicas. A forca do gel € a mais importante
propriedade da gelatina nas aplicagdes industriais. No entanto, a qualidade da
gelatina comercial é também determinada por outras propriedades, tais como
viscosidade, geleificacao, turdidez, solubilidade, etc. (CHO et al. 2004).

Devido ao seu carater anfotero (carga negativa acima de seu ponto
isoelétrico e carga positiva abaixo deste), os derivados do colageno apresentam
propriedades de formagdo de géis e filmes termo-reversiveis. A gelatina
apresenta-se como um material muito versatil na obten¢&o de microparticulas por
diversos tipos de processos (BERTAN, 2003).

O valor protéico da gelatina s6 € melhorado quando esta € consumida em
combinacdo com outra proteina ou misturas de proteinas, usadas com a finalidade
de suplemento protéico, aumentando o seu valor nutritivo, pois esta € uma
proteina deficiente, em todos os aminoacidos essenciais, principalmente em
triptofano e cisteina.

As proteinas do soro de leite estdo entre as mais equilibradas fontes de
aminoacidos da dieta humana, além disso, foram descritas muitas atividades
bioldgicas, essenciais para o desenvolvimento, com repercussdes benéficas
também para o organismo humano, como efeito hipocolesterolémico (ZHANG e
BEYNEN, 1993); anticarcinogénico (BEZAULT et al., 1994); antimicrobiana
(MEISEL e SCHLIMME, 1996) e cicatrizante (BELFORD et al. 1997; SGARBIERI,
2004).

As proteinas do soro de leite, além de suas excelentes propriedades
nutritivas e fisioldgicas, apresentam propriedades fisico-quimicas e funcionais
muito apreciadas como ingredientes alimenticios, dentre as quais podem ser
citadas as de agentes emulsificantes e estabilizantes e as de agentes gelificantes,
inclusive na produgéo de géis transllcidos e de elevada consisténcia (BANAVARA
et al. 2003: VEITH e REYNOLDS, 2004; ANDRADE e NASSER, 2005).

Os géis conferem estrutura, textura e estabilidade aos alimentos;
possibilitam, ainda, a retengdo de grandes quantidades de agua e outras
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pequenas moléculas dentro da matriz alimentar (TORRES, 2005). O
comportamento de géis mistos tem atraido a aten¢ao de pesquisadores devido a
possibilidade de maior flexibilidade de suas propriedades mecanicas e estruturais
comparadas as dos géis simples (TURGEON e OULD ELEYA, 2000).

O presente trabalho teve por objetivo o estudo comparativo da geleificagéo
induzida por aquecimento de duas fontes protéicas de largo uso industrial, isolado
protéico de soro de leite (WPI) e gelatina bovina (GB), na propor¢ao 60:40 (em
base protéica) e analise do perfil de textura dos géis obtidos em diferentes

condigoes.

2 MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Foi utilizado isolado protéico de soro de leite, ALACEN 895, produzido
industrialmente por troca iénica e ultrafiltragdo, com reduzido teor de lactose e
gordura, lote 473933884518335, obtido da NZMP, New Zealand Milk Products,
composto de 95,7% de proteina, 5,1% de umidade, 0,3% de lipidios, 2,1% de
cinza e 0,6% de lactose com pH (5% a 20°C) igual a 6,9, de cor creme e
densidade 0,47g/mL, isento de Salmonella (/750g), Listeria (/50g). Composigao
mineral em 100g compreendendo 600mg de sédio, 300 mg de potéssio, 70 mg de
jons CI', 100 mg de célcio e 70 mg de fosforo (dados do fabricante).

A gelatina bovina, tipo A, produzida por hidrélise acida, lote PFL 196/04, foi
gentilmente cedida pela empresa Gelita South América, Cotia-SP. Segundo
informagdes do fabricante, caracteriza-se com 240 bloom, viscosidade de 33-42
mPs, teor de proteina de 83%, umidade entre 8 e 13%, conteldo de cinza inferior
a 2,0% e pH entre 5,0-6,0.
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METODOS

2.1 Testes preliminares de geleificagcao

Para a realizacédo dos ensaios, testes preliminares de geleificagéo foram
realizados com o intuito de definir as variaveis independes de interesse nas
caracteristicas do perfil de textura. Quatro pré-testes foram utilizados para se
conhecer o material e para se ter uma melhor nogédo das propriedades de
formacgéo de gel, anteriormente aos procedimentos de planejamento experimental,
bem como para determinagdo das varidveis independentes e seus niveis de

variacao.

Dissolugio da gelatina e ajuste do pH. A gelatina € uma substéncia que n&o é
dissolvida em agua fria e sabe-se que, para na formagéo de gel, € importante que
os materiais apresentem elevada solubilidade. Testes de dissolucéo e de ajuste
do pH foram realizados com o intuito de melhor estabelecer o procedimento de

preparo dos géis mistos.

Efeito do pH, temperatura e proporgdo entre as misturas protéicas, na
obtengdo de géis simples e mistos. Foram estudadas caracteristicas de
geleificagdo do isolado protéico de soro bovino (WPI) e de gelatina bovina (GB),
testando-se inicialmente concentracdes de 5% (p/p) de proteina em pH 3,5 e 6,5,
tampao citrato e fosfato (0,05M), respectivamente. Dispersbes de cada um dos
isolados foram preparadas, mantendo-se a concentracdo de proteina na mistura
igual a da disperséo simples. Depois de pesadas em balanga analitica, adicionou-
se a solucdo tampéo (p/p) aguardando intumescimento durante 30 minutos; em
seguida, fez-se a dissolugdo em banho-maria a 45°C durante 15 minutos. As
amostras foram colocadas em tubos de vidro de formato cilindrico, de 20mm de
diametro e 80mm de altura, tampados no fundo com uma rolha de borracha e na
parte superior por um filme plastico. A seguir, os tubos foram aquecidos em

banho-maria a 70 ou 80°C, durante 30 minutos. Depois foram resfriados em banho
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de gelo durante 10 minutos e, em seguida, armazenados durante 20 horas a 4°C
e, entdo, removidos dos tubos e analisados visualmente quanto a formagéao ou

nao de gel e suas caracteristicas macroscopicas.

Efeito da concentragdo de proteina e da temperatura na obtengdo de géis
simples e mistos (60% WPI / 40% GB). Foram estudadas caracteristicas de
geleificacdo do isolado protéico de soro de leite bovino (WPI) e de gelatina bovina
(GB), em pH 6,5 (tampé&o fosfato 0,05M). Disperstes da mistura na proporcéo de
WPI:GB, 60,40, foram preparados variando-se a concentracé&o de proteina de 4 a
10%. Depois de pesadas em balancga analitica, adicionou-se a solugéo tampao
(p/p) e aguardou-se intumescer durante 30 minutos; em seguida, fez-se a
dissolugdo em banho-maria a 45°C, durante 15 minutos. As amostras foram
colocadas em tubos de vidro de formato cilindrico, de 20mm de didmetro e 80mm
de altura, tampados no fundo com uma rolha de borracha e na parte superior por
um filme plastico. A seguir, os tubos foram aquecidos em banho-maria a 60, 70 ou
80°C, durante 30 minutos. Depois foram resfriados em banho de gelo durante 10
minutos e, em seguida, armazenados durante 20 horas a 4°C e, ent&o, removidos
dos tubos e analisados visualmente quanto a formag&o ou ndo de gel e quanto ao

atributo sensorial de textura.

Estabilidade dos géis em fungédo do tempo. A estabilidade dos géis foi avaliada
variando-se o tempo apos sua obtencéo. Utilizou-se para o teste de estabilidade
misturas na proporgéo de 60:40 (WPIL:GB), contendo concentragéo de 8% de
proteina total, em que se avaliou o perfil de textura dos géis, através da dureza,
em texturbmetro modelo TAX-T, (Stable Microsystens SMS, Surrey, UK).
Amostras a temperatura ambiente (25°C + 3°C), com 2 cm de di&dmetro e 1,5
centimetro de altura, foram comprimidas em um probe cilindrico SMS P/5S.
Utilizou-se forca de compresséo de 5g em 50%, velocidade pré-teste, durante e
pos-teste de 3 mm/s. Foram analisados géis em triplicata, variando-se o tempo de

obtenc&o do gel de 1 a 26 horas.
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2.2 Perfil de textura

As propriedades de textura, muitas vezes estudadas recorrendo a ensaios
empiricos que simulam o processo de mastigagdo, permitem caracterizar os géis e
sdo aplicados em vérios estudos (MARANGONI et al. 2000; YONG e KILARA,
1998).

Os parametros de textura dos géis sdo importantes para quantificar e
caracterizar seus atributos. Tais atributos podem ser obtidos pela analise do perfil
de textura (TPA) utilizando-se um instrumento denominado texturémetro, o qual
simula o processo de desintegragdo de um alimento pelos dentes (Figura 1).

O primeiro pico expressa a dureza (A4); coesividade corresponde & area do
segundo pico (Az) dividida pela érea do primeiro pico; elasticidade é obtida pela
diferenca entre a distancia medida no inicio do contato com a amostra até o inicio
da segunda compressdo, e gomosidade é o produto da dureza através da
coesividade (FRIEDMAN et al. 1963).

Fraturabilidade Dureza

-

Forca

Deformacao (tempo) —»
Figura 1 Curva tipica do perfil de textura obtido em texturémetro TAX-T>.

Os atributos sdo graficados como forga em fungao do tempo (Figura 1),
sendo correlacionados com a avaliagdo sensorial. As propriedades de textura
correspondem as caracteristicas fisicas dos elementos estruturais que compdem o

alimento, podendo ser medidas tanto pelo tato, como através de testes objetivos,
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relacionados a deformagédo por uma forca e expressos em fungdo de massa,
tempo e distancia (BOURNE, 1982; 1998).

Com o intuito de verificar a influéncia de 4 diferentes variaveis, realizaram-se
11 experimentos, por meio de um planejamento fatorial fracionario (2*"), contendo
3 pontos centrais.

Géis mistos, 60% WPl e 40% gelatina, foram elaborados através da
geleificagdo termicamente induzida em diferentes condigdes experimentais:
concentragbes de proteina entre 3 e 10%, pH entre 55 e 7,5, aquecimento
(banho-maria) entre 45-80°C por um periodo de 10-60min.

A Tabela 1 apresenta os niveis e as variaveis independentes e a Tabela 2
resulta da matriz do planejamento fatorial fracionario (2*'), com 4 variaveis
independentes em dois niveis equidistantes (-1 e +1) e trés repeticdes no ponto
central (nivel 0). Os pontos experimentais foram escolhidos com base na literatura
e em testes preliminares.

As respostas do planejamento fatorial fracionario foram obtidas por meio da
analise do perfil de textura: dureza, mastigabilidade, gomosidade, elasticidade e

coesividade, além da avaliagdo visual dos géis elaborados.

Tabela 1 Niveis das varidveis na avaliagdo do perfil de textura de géis mistos,

utilizando planejamento fatorial fracionario (2*").

Niveis
Variaveis
-1 0* +1
Concentragéo de proteina da mistura (%) 4,0 6,0 8,0
pH 5.5 6,5 7.5
Temperatura (T °C) 45 65 85
Tempo (min.) 15 30 45

* Ponto central.
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Tabela 2 Matriz do planejamento fatorial fracionario (2*'), estudando-se 4

variaveis, por meio de 11 ensaios, incluindo 3 pontos centrais (9,10 e 11).

Exp. Valores Codificados Variaveis Reais
% pH T(°C) t(min) % pH T(°C) t(min)
1 -1 -1 -1 -1 4 5.5 45 15
2 1 -1 -1 1 8 55 45 45
3 -1 1 -1 4 4 7,5 45 45
4 1 1 -1 -1 8 7,5 45 15
5 -1 -1 1 1 4 55 85 45
6 1 -1 1 -1 8 5.5 85 15
T -1 1 1 -1 4 1,5 85 15
8 1 1 4 1 8 7,5 85 45
9 0 O 0 6 6,5 65 30
10 0 O 0 6 6,5 65 30
11 0O O 0 6 6,5 65 30

2.3 Capacidade de retengdo de agua (CRA)

A capacidade de retencéo de agua dos géis € avaliada pela quantidade de
liquido expelida de um sistema protéico pela aplicacéo de uma forca centrifuga,
através do método da umidade espremivel (UE), determinado pela metodologia
proposta por JAUGUERI et al. (1981), com modificagdes propostas e descritas por
BEUSCHEL et al. (1992).

A % de umidade espremivel foi calculada pela diferenca em peso do papel
de filtro seco e umido. Amostras de 1g dos géis foram pesadas em papel de filtro
Whatman n°2 e centrifugadas a 2500 rpm (772g), a 5°C por 10 minutos em
centrifuga Sorval (rotor SS-34, Wilmington, Telaware, USA). A umidade retirada do
gel foi calculada pela diferenca de peso entre o papel de filtro seco e umido. As
analises foram feitas em triplicata e 3 géis de cada experimento foram avaliados. A
porcentagem de capacidade de retengéo de agua (em %) dos géis foi calculada
pela relagéo: % CRA= 100 — (% umidade retirada por centrifugacéo).
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2.4 Solubilidade dos géis

Amostras dos geéis (1g) com 6% de proteina (p/v) foram dispersas em 10mL
de agua destilada: Tamp&o A (0,086M Tris, 0,09M glicina, 4mM EDTA dissddico,
pH 8,0); Tamp&o B (contendo solvente A além de 8M de uréia e 0,5% de dodecil
sulfato de so6dio-SDS); Tampdo C (solvente B + 10mM de ditiotreitol -DTT),
conforme descrito por SHIMADA e CHEFTEL (1988).

As amostras foram homogeneizadas com um homogeneizador (Ultra Turrax
250), 10.000 rpm em temperatura ambiente (25 + 3 °C), por 2 minutos e
centrifugadas a 18.000 rpm (38.724g) por 15 minutos, a 25°C em centrifuga
Sorval. Os sobrenadantes foram filtrados em papel filtro comum e deles retiradas
aliquotas de 1mL para a determinagdo da concentragdo protéica utilizando-se o
método de biureto (GORNALL et al.,1949).

Para a construgé&o da curva padrao (Figura 2), foi lido as absorbancias a
240nm das dispersdes de albumina de soro bovino (BSA), isolado protéico de soro
de leite (WPI), gelatina bovina (GB) e a mistura contendo 60% de WPI e 40% GB.
As leituras de absorbancia foram feitas em espectrofotémetro UV/VIS, modelo
BECKMAN DU — 70 (Fullerton, USA). As analises foram feitas em triplicata.

Dos sobrenadantes obtidos da solubilizagdo dos géis, foram retiradas
aliquotas de 0,5mL para posterior determinacdo do perfil eletroforético das

proteinas soluveis.

2.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente segundo a
metodologia de superficie de resposta, ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05).
A comparacéo das médias foi feita utilizando-se o teste de Tukey. Os resultados
do planejamento fatorial fracionario foram avaliados através dos efeitos das
variaveis independentes. O software Statistica for Windows versao V foi utilizado

para calcular os coeficientes de regress&o e analise de variancia (ANOVA).
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y=0,0511x — 0,022  (r=0,99579)
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+ BSA = WPI
+ Gelatina ¢ Mistura 60:40

Figura 2 Curvas de calibragéo para a determinag&o de proteina pelo metodo do

Biureto. y= absorbancia, x= concentragéo e r= coeficiente de correlagao

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1Testes preliminares de geleificagao

A melhor dissolucdo das amostras de gelatina ocorreu através de um
intumescimento durante 30 minutos, seguido do aquecimento em banho-maria, a
45°C, durante 15 minutos. O ajuste do pH n&o foi possivel apés o aquecimento da
solucéo, pois a amostra se apresentava viscosa e no esfriamento esta geleificava;
por esses motivos decidiu-se optar por manter o pH constante através de solugoes
tampoes.

A Tabela 3 representa os resultados observados pela avaliagéo visual na
formac&o ou ndo de géis mistos, em diferentes proporgdes da mistura WPI:GB,
enquanto que a Tabela 4 ilustra as observagdes visuais verificadas na mistura
WPI:GB em 60:40% em diferentes concentragbes de proteina e tempo de

aquecimento.

165



CAPITULO III - Artigo 2

Tabela 3 Avaliacdo da formacao de gel, contendo 5% de proteina, em diferentes

propor¢cdes de WPI:GB, temperatura de aquecimento e pH.

Proporgao Tampéao Fosfato pH 6,5 Tampao Citrato pH 3,5
WPI : GB 70°C 80°C 70°C 80°C
100:0 n n n ]
80: 20 ¢ 0 ¢ 0
60 : 40 o = o+ o+
50 : 50 o o o+ o+
40 : 60 o ] o+ o+
20:80 o (] si =
0:100 m] i m) O

A nao formou gel;

¢ gel que ndo mantém a sua forma;
o+ gel misto com 2 fases distintas;
o gel translucido;

m gel opaco.

Tabela 4 Avaliacéo da formacéao dos géis (tampao fosfato, pH 6,5) em diferentes

concentragdes de proteina, e de temperatura, proporcdo WPI:GB 60:40%.

Concentragdo de Temperatura de Aquecimento
Proteina (%) 60°C 70°C 80°C

4 0 O 0

6 m] w] | (]

8 o Om ]

10 m] Oom o

¢ gel que ndo mantém a sua forma;
o gel transldcido;

om gel semi- translucido;

m gel opaco.
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Através das informagdes ilustradas na Tabela 3, pode-se verificar que o
isolado protéico de soro de leite, ndo forma gel nas condi¢cbes estudadas, ao
contrério da gelatina, que independente do pH formou géis duros e translicidos.
Quando se adicionou 20% de gelatina na mistura, observou-se um aumento da
viscosidade da solucéo através da formagéo de um “falso gel’, ou seja, um gel que
ndo mantinha sua forma ao ser retirado do tubo.

Em tampé&o citrato pH 3,5, obteve-se géis mistos com duas fases distintas,
indicando que o pH préximo ao neutro (6,5) € mais adequado para a combinagao
da proteina do leite e da gelatina para a elaboragdo de produtos geleificados. A
separacéo de fase em misturas de proteinas globulares com proteinas de elevada
massa molecular é devida a incompatibilidade de diferentes massas moleculares
quanto a configuragéo das proteinas, causando movimentagéo do material denso
para a base e do material leve para a parte superior do tubo (HOWEL et al. 1995).

Géis mistos na proporgéo 60:40 de WPI:GB, contendo 4% de proteina, nao
formaram géis consistentes, indicando a importancia dessa variavel no fenémeno
de formacédo da matriz de gel (Tabela 4).

Com o aumento da concentragéo de proteina ocorre a modificagao da textura
dos géis, resultando em aumento da firmeza e intensificando a retencéo de agua
pela matriz (IPSEN et al., 2002). Para o processo de geleificagdo das proteinas do
soro sé&o necessarias concentrages de proteina variando de 6-12%, dependendo
do pH (BRANDENBERG et al., 1992) e das temperaturas, na faixa de 70 a 90°C
(MORR e HA, 1993), ja a gelatina forma gel em &gua em concentragoes 1%
(SGARBIERI, 1998).

Tradicionalmente, as solucdes de proteinas do soro geleificam quando
submetidas a aquecimento em temperaturas superiores a 60°C, pois é quando
estas proteinas se desnaturam parcialmente e, em seguida, se agregam para
formar uma estrutura tridimensional que é capaz de reter agua (MORR e HA,
1993).

Ao relacional a temperatura de aquecimento, com as caracteristicas dos
géis formados, verificou-se que esta € uma variavel que influencia a opacidade
dos géis produzidos, pois géis mistos, aquecidos a 70°C, séo translucidos,
enquanto que, os aquecidos a 80°C sao opacos em tampé&o fosfato pH 6,5 (Tabela
3).
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As caracteristicas de formacdo de gel, quanto a opacidade, foram
independentes da concentragdo de proteina utilizada (Tabela 4), mostrando,
portanto, que a temperatura de aquecimento exerce uma influéncia significativa na
opacidade do gel produzido, ou seja, a 60°C, os géis mostravam-se transllcidos, a
70°C, semi-opacos e a 80°C, opacos.

Os resultados encontrados nesse trabalho estdo de acordo com o descrito na
literatura por IPSEN et al. (2002), que relatam que os géis de proteina do soro
variam de translicidos e elasticos a agregados e opacos; os primeiros sio
formados por aquecimento de dispersées em temperaturas e concentracoes
protéicas baixas (3 a 5%), ou pelo aquecimento de dispersées extensivamente
dialisadas. Os segundos, géis opacos e pouco elasticos, sdo formados em
concentragbes protéicas e temperaturas elevadas, dependendo ainda da
concentracdo ions. Por outro lado, os géis de gelatina apresentam aparéncia
transparente, com uma tendéncia muito fracamente opaca, indicando uma
microestrutura delicada em forma de rede (WALKENSTROM e HERMANSSON,
1997).

Segundo MANGINO et al. (1987), as propriedades dos géis induzidos
termicamente s&o influenciadas por muitos fatores, tais como concentragéo de
proteina, pH, temperatura e duragdo do tratamento térmico.

Os resultados do teste de estabilidade dos géis mistos na proporgao de
60:40 (WPI/GB), contendo concentragdo de 8% de proteina, foram avaliados
mediante seu valor de dureza e os resultados sao representados na Figura 3.

Observou-se que, até duas horas, nao ocorreu a estabilizacdo da dureza dos
geis. Provavelmente, o tempo foi insuficiente para as interagbes intramoleculares
formar a estrutura protéica, estabilizando a matriz do gel. Segundo SGARBIERI
(1998), o fenomeno de formacao de gel € muito complexo e normalmente ocorre
com o resfriamento da solugdo coloidal, apos aquecimento previo. Com o
resfriamento, verifica-se um aumento da viscosidade, até o ponto em que a rigidez
se manifesta, chamado de “ponto de gel’. Baseado nos resultados obtidos
determinou como procedimento padrdo, que os géis seriam analisados em

texturébmetro TAX-T2, apos 5 horas da obtencéo.
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Figura 3 Avaliagdo da dureza dos géis em fungéo do tempo de estocagem de 1 a
26 horas, armazenados sob refrigeracéo a 5°C.

3.2 Perfil de textura

Onze experimentos foram realizados em condigbes variaveis de
concentragéo (%) de proteina, pH, temperatura e tempo de aquecimento. Sendo
que o ponto central foi realizado em triplicada, para possibilitar o calculo do erro
padrao (Tabela 2). As caracteristicas sensoriais destes géis sao descritas na
Tabela 5.

Os resultados do perfil de textura dos géis mistos 60:40 (WPILGB),
avaliados quanto as caracteristicas de dureza, mastigabilidade, gomosidade,
elasticidade e coesividade, estdo representados na Figura 4. Verificou-se que os
géis contendo 8% de proteina (experimentos 2, 4 e 6) mostraram-se com textura
dura, enquanto que os géis obtidos a 4% (experimentos 1, 3, 5 e 7), apresentaram

textura foi muito mole.
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Tabela 5 Avaliagdo das caracteristicas sensoriais dos géis mistos de WPI e GB,

com variagao na concentracédo de proteina (%), pH, temperatura (T) e tempo de

aquecimento (t).

Exp. % Prot

pH

T(°C) t(min)

Caracteristicas Sensoriais

1

10
11

4

9,9

55

7,9

7,5

5,5

5,5

7,5

7,5

6,5

45

45

45

45

85

85

85

85

65

18

45

45

15

45

15

15

45

30

gel transparente e mole, perde a forma ao
sair do tubo, (ndo analisado).

gel mais amarelado que o gel 1, boa textura,
pode ser cortado com a colher, mantém a
forma; porém contém textura um pouco dura.

gel transparente, mesma cor que o gel 1, boa
textura para cortar com a colher, mais macio
que o gel 2, aparentemente um pouco mais
mole.

gel transparente, amarelado como o gel 2,
boa textura para cortar com a colher, um
pouco mais duro que o gel 2.

gel branco, coagulado, com retencdo de
agua, ndao homogéneo, aparéncia coagulada,
1/2 branco, 1/2 transparente, coagula logo
apos o0 aquecimento.

gel branco, coagulado e apresenta estrutura
homogénea.

gel transparente, semelhante ao experimento
1 e 3, porém um pouco mais esbranquigado,
sua textura desmancha-se em contato com a
colher.

gel semi-transparente, esbranquigado,
aparéncia estranha, muito duro.

gel semi-transparente e branco-amarelado,
melhor textura para cortar com a colher. Boa

textura na boca, gel homogéneo.
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Figura 4 Influéncia da % de proteina, pH, tempo e temperatura de

aquecimento, tendo-se como respostas dureza, mastigabilidade, gomosidade,

clasticidade e coesividade de géis mistos, contendo 60% WPI e 40% GB,

obtidos por planejamento fatorial fracionario.
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A mastigabilidade e gomosidade apresentaram valores préximos, pois, a
gomosidade refere-se a energia requerida para desintegrar um alimento semi-
solido no ponto ideal para a mastigagdo, enquanto que a mastigabilidade esta
relacionada com o tempo requerido para mastigar um alimento sélido até a
degluticao.

A coesividade e a elasticidade s&o variaveis do perfil de textura
correlacionadas, pois verifica-se através destes dados o grau de compressao do
alimento antes do rompimento sob pressdo e o quanto ele retorna apds a
compressao dos dentes, respectivamente. Nas condi¢cdes estudadas, verificou-se
que a menor elasticidade foi de 0,84 para o experimento 5, que apresentou os
niveis minimos de concentragdo de proteina, pH e os niveis méaximos de tempo e
temperatura, significando que nessas condi¢tes o gel formado apresentou uma
maior sensibilidade & ruptura. Observou-se que a menor coesividade também foi
obtida nesse experimento, o que esta relacionado com a menor dureza do gel
formado.

Resultados semelhantes foram observados no experimento 7, em que géis
foram obtidos em pH 7,5, aquecidos a 85° por 15 minutos. Porém, na
concentracdo de proteina 4%, observou-se que a variavel que exerceu maior
efeito nas caracteristicas do gel foi a concentragdo de proteina, com possivel
interagéo do pH com a temperatura de aquecimento.

As caracteristicas sensoriais do gel do experimento 5 indicaram uma
possivel relagdo do pH acido com a temperatura, pois os géis apresentaram-se
coagulados, ndo homogéneos apds o aquecimento. Segundo JOST (1993), os
géis obtidos em pHs proximos ao ponto isoelétrico s&o inferiores em textura,
completamente opacos, nao elasticos e apresentam sinérese. Nesta regido de pH,
o gel pode também degenerar-se para um coagulo. No experimento 7 nao se
obteve um gel coagulado, provavelmente em fungédo do pH (7,5); no entanto,
acredita-se que o tempo de 15 minutos de aguecimento tenha sido insuficiente,
por isso o gel apresentou fraca textura e desmanchava-se com facilidade.

Com base nas observagdes, a textura ideal estimada deve estar entre 270 -
310 g-forca de dureza, indicados no grafico pelas linhas pontilhadas, o que est3

relacionado as condigdes experimentais do ponto central, mastigabilidade e
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gomosidade proximas a 265 g-forca, e elasticidade e coesividade elevadas 0,87-
0,96.

Os efeitos da % de proteina, pH, temperatura e tempo de aquecimento
estdo representados na Tabela 6 e as ilustragbes na Figura 5.

Tabela 6 Efeitos do perfil de textura dos géis (mastig= mastigabilidade, gomo=
gomosidade, elast= elasticidade, coes= coesividade) mistos 60% WPI e 40% GB,

determinados através das variaveis estudadas no planejamento (2*') fatorial

fracionario.
Efeitos Respostas — perfil de textura

Dureza Mastig. Gomo. Elast. Coes.
Média 319,18*  228,22* 243,43* 0,92* 0,72*
% proteina 107,07*  198,95* 201,04* 0,09* 0,44*
pH 1877 4577* 47,31* 0,04* 0,20*
Temperatura °C -9,92* -53,26* 54 17* -0,01 -0,07*
Tempo (°C) -14,18* 8,08 -1,22 0,05* 0,11*

* diferencas estatisticas com 95% de confianca

Verificou-se que a dureza, coesividade e mastigabilidade apresentaram
caracteristicas proximas em relag@o & influéncia de cada variavel. A coesividade
ndo apresenta relacdo com nenhuma outra resposta e a elasticidade do gel ndo é
um bom par&metro para ser analisado, pelo menos nas condicbes estudadas
nesse planejamento, devido a sua baixa taxa de variagao entre um experimento e
outro.

Observou-se que a concentragdo de proteina apresentou efeito significativo
positivo na dureza, mastigabilidade e gomosidade; isso significa que quanto maior
a % de proteina, maior serdo estas respostas, ou seja, mais duro € gomoso sera o
gel. No entanto, sabe-se que para os parametros de desenvolvimento de um
produto, nem sempre aquele de textura mais elevada € o melhor, pois associados
a estas respostas, devem ser analisadas as caracteristicas sensoriais do produto,

por isso a andlise empirica de textura tornam-se oportuna (Tabela 5).
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Figura 5 Efeitos das respostas de elasticidade e coesividade, tendo-se como

varidveis a % de proteina, pH, temperatura e tempo de aquecimento.
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Quanto a temperatura e ao tempo de aquecimento, observou-se que estes
fatores apresentaram um efeito negativo nas caracteristicas dos géis produzidos,
sendo que quanto maior a temperatura e/ou o tempo de aquecimento, menos
gomoso e menor a dureza do gel, nas condigoes estudas. Utilizaram-se
temperaturas variando de 45 a 85°C e tempos de aquecimento de 15 a 45
minutos.

O pH exerceu o menor efeito dentre as variaveis estudadas. Para melhor
identificacdo da influéncia deste parametro, desenvolveu-se o planejamento
fatorial completo. Quando analisada a coesividade dos géis mistos, identificou-se
que a concentragéo de proteina e o pH exerceram efeitos positivos na resposta,
enquanto que a temperatura de aguecimento do gel exerceu um efeito negativo.

Das respostas analisadas, a elasticidade foi a variavel menos influenciada
pelas mudangas das varidveis independentes, ndo sendo considerada um bom

parametro para a analise da qualidade dos géis nas condicdes estudadas.

3.3 Capacidade de retengédo de agua (CRA) dos géis

A capacidade de retengéo de agua dos geéis de gelatina e mistos produzidos
nas condicdes do ponto central, ou seja, contendo 6% de proteina, solubilizadas
em pH 6,5 (tampado fosfato) e aquecidos a 65°C durante 30 minutos foram
analisadas. Observou-se que a CRA do gel de gelatina foi de 23,21% , inferior a
do gel misto 60:40 (48,61%), nas mesmas condicdes estudadas, ou seja, os geis
de gelatina apresentaram uma menor capacidade de retencdo de agua em sua
matriz.

A capacidade de retencdo de agua € uma das principais e desejaveis
propriedades funcionais de um gel. A agua é retida na estrutura do gel por forcas
de capilaridade ou, simplesmente, € aprisionada na malha geleificada. Na maior
parte dos estudos efetuados, a capacidade de retencdo de agua foi avaliada
recorrendo a técnicas de centrifugagéo e quantificagdo da agua expelida do gel
por diferenca de peso.

Neste tipo de ensaio, convém salientar que as amostras estédo sujeitas a

forcas centrifugas relativamente altas e a quantidade de agua que sai da amostra
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vai depender n&o s6 da capacidade intrinseca do gel de reter agua, mas também
da compressibilidade do proprio gel (maior compressibilidade implicard maior
quantidade de agua expelida) (OTTE et al., 2000).

A CRA de um gel refere-se a habilidade da proteina de absorver e reter
agua dentro da matriz protéica, contra a aplicacdo de forca gravitacional. Essa
agua é a soma da agua ligada, agua livre e agua fisicamente retida no gel
(DAMODARAM, 1996). Essa capacidade é muito Gtil no desenvolvimento de
novos produtos, como salsichas, produtos de panificagéo e sistemas geleificados,
e depende basicamente da interagdo da agua com a proteina (PUPPO, et al.
1995; DAMODARAM, 1996).

3.4 Solubilidade (%SP) dos géis

A solubilidade dos géis em, &gua, tampéo A (Tris-glicina-EDTA, pH 8,0);
tampao B (solvente A+ Uréia 6M + 0,5% SDS) e tampéao C( solvente B + 10mM de
DTT) é representada na Figura 6.

As interagbes proteina-proteina podem ser fracas e reversiveis, ou
covalentes. As ligages intermoleculares fracas séo, essencialmente, de trés tipos:
a) interagbes hidrofébicas (5-10 KJ/mol), resultam da exposicdo de grupos
hidrofébicos durante a desnaturacéo; b) pontes de hidrogénio (10-40 KJ/mol),
resultam da interag&o entre cadeias laterais hidrofilicas de aminodcidos e c)
interagbes eletrostaticas (25-80 KJ/mol), que resultam de interagdes entre grupos
de cargas contrarias. As ligacdes covalentes (200-400 KJ/mol) estabelecem-se,
majoritariamente, entre grupos sulfidrila (ligagdes dissulfeto) (NIELSEN, 1995).

Tanto o gel de gelatina, como gel misto 60/40% WPI/GB apresentaram o
mesmo comportamento, sendo mais soluveis em tampéo C, seguido de tampé&o B,
A e menor solubilidade em &gua. A elevada solubilidade do gel no tampé&o B indica
que as ligagdes nao covalentes s&o importantes na manutengéo da rede do gel e
a solubilidade no tampdo C, que contém DTT, foi 100%, indicando haver

participacdo importante de ligagbes dissulfeto na estruturacéo do gel.
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Figura 6 Solubilidade dos géis de gelatina e de géis mistos, em agua ou diferentes
tampdes, em temperatura de 25°C + 3°C. Os géis foram elaborados contendo 6% de
proteina e aquecidos a 65° por 30 minutos (Tampéao A= 0,086M Tris, 0,09M glicina,
4mM EDTA dissédico — Na,EDTA, pH 8,0; Tamp&o B= contendo solvente A mais 8M
de uréia e 0,5% de dodecil sulfato de sodio (SDS) e Tamp&o C= solvente B + 10mM
de ditiotreitol -DTT). Letras iguais indicam que n&o houve diferencas estatisticas a

95% de confianga.

Os tampdes A e B parecem ter influenciado mais a solubilidade do gel misto
do que o gel de gelatina, sugerindo maior importancia relativa das ligagbes de

hidrogénio e interacdes hidrofobicas.
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4 CONCLUSAO

E possivel a obtengdo de géis mistos, contendo 5% de proteina, nas
proporgoes 20:80, 40:60, 50:50 e 60:40 de WPI:GB em tampé&o fosfato (pH 6,5).
Os géis mistos aquecidos a 70°C s&o translicidos, enquanto que os aquecidos a
80°C s&o opacos.

O gel misto que apresentou melhores resultados quanto ao perfil sensorial e
de textura foi o obtido em pH 6,5, aquecido a 65°C durante 30 minutos e contendo
6% de proteina.

Ao contrario do gel de gelatina, o gel misto apresentou na sua estrutura,
além de pontes de hidrogénio e ligagbes eletrostaticas, importante contribuicio
das interacGes hidrofobicas e de ligagdes dissulfeto, resultando em capacidade de

retengao de agua.
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CARACTERIZACAO DE GEIS MISTOS DE ISOLADO

PROTEICO DE SORO DE LEITE (WPI) E GELATINA

BOVINA (6B): INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE
PROTEINA E DO pH

J.A. ROMAN, V.C. SGARBIERI

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi o de verificar a influéncia da variavel
concentracéo de proteina (3,2 a 8,8%) e do pH (5,1 a 7,9) em relag&o ao tempo de
aquecimento de 65°C durante 30 min. Foi utilizado um delineamento composto
central rotacional (DCCR), formado de 11 ensaios. O perfil de textura foi
determinado em texturémetro TAX-T2. Em todas as condigbes estudadas, as
solugbes aquecidas a 65°C durante 30 min formaram géis no resfriamento. A
concentracdo de proteina exerceu um efeito positivo significativo a 95% de
confianga em todas as respostas estudadas para os géis mistos 60:40 WPI.GB,
enquanto que néo houve influéncia significativa do pH na dureza, mastigabilidade
e elasticidade. Os dados indicaram que quando se manteve o pH em 6,5 e variou-
se a concentracdo de proteina de 3,2 a 8,8%, esta variavel exerceu um efeito
positivo significativo. Isso significa que quanto maior a concentracéo de proteina,
maior seréd os atributos de dureza, mastigabilidade e gomosidade. Quando
observados os resultados do perfil de textura (dureza) dos géis mistos obtidos com
concentragéo de proteina igual a 3.2%, os valores de dureza nao foram superiores
a 165g-forca; no entanto, quando analisados 0s géis elaborados com 8,8% de
proteina, os valores minimos foram acima de 450g-forca; e valores intermediarios,
proximos a 320g-forga, foram resultados obtidos para géis com 6,0% de proteina.
O pH n&o exerceu influéncia significativa quando se variou de 5,1 para 7,9, o valor
da elasticidade passou de 0,97 para 0,92, enquanto que a coesividade mudou de

0,89 para 0,83. Contudo, a concentragéo de proteina, exerceu diferenca
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significativa quando se utilizou 3,2%, mostrando uma menor elasticidade e

coesividade dos géis mistos nestas condigoes.

Palavras-chave: gelatina, proteina do soro de leite, gel misto, perfil de textura,

superficie de resposta

SUMMARY

The objective of the present study was to verify the influence of two
independent variables, protein concentration (3.2-8.8%) and of pH (5.1-7.9),
heating at 65°C for 30 min, on the texture attributes of gels obtained from the
protein mixture 60:40% whey protein isolate (WPI) and bovine gelatin (GB). The
statistical experimental design was a Central Composite Rotational Design with a
total of 11 experiments. The texture profiles were determined in a TAX-T
texturometer. Protein concentration exerted a significant positive effect at 95%
confidence level for all studied attributes. There was no significant effect of pH on
hardness, chewiness and elasticity. The results obtained by maintaining a fixed pH
(6.5) and varying protein concentration from 3.2 to 8.8% showed a significant
positive effect on hardness, chewiness and gomosity. Texture profile for hardness
at 3.2% protein concentration generated the lowest values, not superior to 165g-
force, however the values obtained at 8.8% protein concentration were above 400,
whereas intermediate values around 300 were obtained with 6% protein gels. The
pH did not significatively influence the elasticity value with change from 5.1 to 7.9,
the elasticity 0.97 to 0.92 while the coesivity varied from 0.89 to 0.83 for the same
range. Nevertheless protein concentration exerted significant difference on
elasticity at 3.2% showing lower values of both elasticity and coesivity under these

conditions.

Keywords: gelatin, milk whey protein, mixed gel, texture profile, surface response.
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1 INTRODUGAO

As proteinas do leite tém sido extensivamente estudadas por mais de 50
anos. O conhecimento deste sistema complexo de proteinas envolve avangos da
tecnologia. As proteinas do leite apresentam elevado valor nutritivo e excelente
propriedades funcionais, tanto de interesse tecnolégico como fisioldgico
(SGARBIERI e PACHECO, 1999; SGARBIERI, 2004, PACHECO et al., 2005).

O leite &€ composto de agua, lactose, gordura, sais e proteina. As proteinas
podem ser divididas em dois grandes grupos: as caseinas, insoltveis em pH 4,6 e
20°C, e as proteinas do soro (MAUBOIS e OLLIVER, 1997; AIMUTIS, 2004).

O soro de leite desidratado é denominado soro em po e contém em média
12,5% de proteinas. Por ser muito rico em lactose (74%) e cinzas (8%) sua
funcionalidade tecnoldgica é restrita. Quando o percentual de proteinas atinge
entre 35 e 80% é que sdo obtidos os concentrados protéicos de soro, e acima de
90%, os isolados protéicos de soro (KILARA, 1994).

Os derivados do soro mais importantes s&o: o soro desmineralizado por
troca idnica ou eletrodialise, muito utilizado para uso em formulagdes infantis; a
lactose refinada; o concentrado protéico de soro, obtido por ultrafiltragdo com um
contetido protéico que varia de 35 a 80% (MULVIHILL e ENNIS, 2003; TOLKACH
e KULOZIK, 2006) e o isolado protéico de soro que contém acima de 90% de
proteina, obtido por troca i6nica e diafiltragao (LA FUENTE et al., 2002; CANCINO
et al., 2006).

A habilidade da proteina de formar agregado ou gel quando aquecida
contribuiu para melhorar a viscosidade e a textura de muitos alimentos (EUSTON,
2004). Paises como Estados Unidos, Austrélia, Canada, Nova Zelandia e nacgbes
da Uni&o Européia processam o soro, reconhecendo-o como ingrediente funcional
e agregando valor & linha de produgéo da industria lactea (ANTUNES, 2003).

Nos ultimos anos, o comportamento de géis mistos tem atraido a atengao
de um numero crescente de pesquisadores devido a expectativa de
comportamento mais flexivel de suas propriedades mecanicas e estruturais,
quando comparada as dos géis simples (TURGEON e OULD ELEYA, 2000).
Estudos sobre as propriedades de géis mistos caseina e isolado protéico de soro

de leite (AGUILERA e KINSELLA, 1991), concentrado protéico de soro de leite e
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gliten (LUPANO, 2000); concentrado protéico de soro de leite e soja (COMFORT
e HOWELL, 2002; CHRONAKIS e KASAPIS, 1993; PAZ, 2004;) e geis mistos de
concentrado protéico de soro de leite bovino e mel (YAMUL e LUPANO, 2003) tém

sido encontrados na literatura.

O objetivo do presente estudo foi o de verificar a influéncia da concentragao
de proteina e do pH sob o perfil de textura de géis mistos, contendo 60% WPI e
40% GB.

2 MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Gelatina bovina, tipo A, produzida por hidrolise acida, lote PFL 196/04,
cedida pela empresa Gelita, Cotia-SP. Caracterizada como apresentando 240
bloom, viscosidade de 33-42 mPs, teor de proteina de 83%, umidade entre 8 e
13%, conteldo de cinza inferior a 2,0% e pH entre 5,0-6,0 em solug&o de 1%. Foi
utilizado o isolado protéico de soro de leite, ALACEN 895, produzido
industrialmente por troca i6nica e ultrafiltragdo, com reduzido teor de lactose e
gordura, adquirido da NZMP®, New Zealand Milk Products, S&o Paulo, Brasil.

A propor¢édo na mistura protéica utilizada foi baseada no valor nutritivo de
misturas entre WPI e hidrolisados de colageno bovino (HCB), determinada por
ZIEGLER (2006), através de ensaios bioldgicos com ratos Wistar recém
desmamados. Chegou-se a composicdo aminoacidica mais indicada, levando-se
em consideragdo aspectos nutricionais e econémicos e tendo-se por base o perfil

de aminoacidos essenciais proposto pela FAO/WHO (1990).

METODOS

2.1 Preparo dos géis mistos

Géis mistos, contendo 60% de WP e 40% de GB foram elaborados atraves

da geleificagdo termicamente induzida, em diferentes condigbes experimentais:
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concentragcbes de proteina entre 3,2 e 8,8% e pH entre 5,1 e 7,9; sendo estes
aquecidos (banho-maria) a 65°C por um periodo de 30min.

Depois de pesadas em balanca analitica, adicionou-se a solugdo tampéo
(p/lp) e aguardou-se intumescer durante 30 minutos, em seguida fez-se a
dissolugdo em banho-maria, a 45°C, durante 15 minutos.

As amostras foram colocadas em tubos de vidro de formato cilindrico, de
20mm de diametro e 80mm de altura, tampados no fundo com uma rolha de
borracha e na parte superior por um filme plastico.

Em seguida, os tubos foram aquecidos em banho-maria, a 60°C, durante 30
minutos. Depois foram resfriados em banho de gelo durante 10 minutos € em
seguida armazenados durante 5 horas a 4°C e, entdo, removidos dos tubos e

analisados quanto ao perfil de textura.

2.2 Planejamento experimental completo

Foi utilizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
analisando a porcentagem de proteina e o pH nas caracteristicas de textura dos
géis, totalizando 11 ensaios (RODRIGUES e IEMMA, 2005). As Tabela 1 e 2

apresentam os niveis estudados e a matriz dos ensaios realizados de superficie.

Tabela 1 Niveis das variaveis do perfil de textura, utilizando delineamento

composto central rotacional: influéncia da concentragéo de proteina (%P) e do pH.

Niveis
Variaveis
- 1,41 -1 o* +1 + 1,41
%P 32 4.0 6,0 8,0 8,8
pH 51 55 6,5 i) 7,9

*Ponto central.
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Tabela 2 Matriz do delineamento composto central rotacional, com as variaveis
codificadas e reais, em fungdo da concentracdo de proteina (%P) e do pH,

totalizando 11 ensaios.

Valores Codificados Valores Reais
Ensaio %P pH %P pH
1 -1 -1 4,0 &5
2 1 -1 8,0 556
3 -1 1 4,0 7.5
4 1 1 8,0 7.5
5] - 1,41 0 3,2 6.5
6 + 1,41 0 8,8 6,5
T 0 -1,41 6,0 5,1
8 0 + 1,41 6,0 7,9
9 0 0 6,0 6,5
10 0 0 6,0 6,5
11 0 0 6,0 6,5

O planejamento experimental foi composto por um delineamento com 2
variaveis independentes em cinco niveis de variagédo, tendo-se alterado a
concentracdo de proteina (3,2 a 8,8) e o pH (5,1 a 7,9), analisando-se as

respostas do perfil de textura do gel misto.

2.3 Perfil de textura

Amostras a temperatura ambiente, com 2,0cm de didmetro e 1,0cm de
altura, foram comprimidas por um probe cilindrico acrilico de fundo chato com 5cm
de diadmetro e os resultados obtidos da curva' forca x tempo foram calculados pelo
programa Texture Expert vers&o 1.11 para TPA (Texture Profile Analysis),
segundo método descrito por JU e KILARA (1998) e em texturdmetro modelo TA
XT-2 (Stable Microsystens SMS, Surrey, UK).

As respostas do planejamento fatorial completo foram obtidas por meio da

analise do perfil de textura: dureza, mastigabilidade, gomosidade, elasticidade e
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coesividade. As condigdes de medida foram padronizadas em probe de calibragéo
de 40mm, forca de compressé@o de 5g € 50% de compressé&o, velocidade pré-
teste, no teste e pos teste de 3mm/s. Foram analisados seis géis resultantes de
cada condicao estudada.

2.4 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente segundo a
metodologia de superficie de resposta, ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05).
O software Statistica for Windows versdo V foi utilizado para calcular os
coeficientes de regressdo, analise de variancia (ANOVA) e coeficientes de
correlacédo do modelo, bem como para gerar as superficies de resposta.

Equagbdes polinomiais de segunda ordem foram ajustadas para os dados
experimentais do planejamento fatorial completo. As variaveis né&o significativas a
95% de confianca foram colocadas no residuo (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perfil de textura dos géis mistos

As variaveis dependentes, respostas do perfil e textura em fung&o do pH e
da concentracéo de proteina estio apresentadas na Tabela 3. Os valores minimos
de dureza, mastigabilidade, gomosidade e elasticidade foram obtidos no menor
nivel estudado de concentracéo de proteina, o que corresponde a 3,2%, enquanto
que os valores maximos foram correlacionados com a maior concentragéo de
proteina estudada neste trabalho, 8,8%.

Das cinco respostas analisadas, apenas a coesividade, ndo seguiu a
mesma tendéncia, sendo que o gel menos coeso foi o obtido com 4% de proteina
em pH 5,5 (ensaio 1) e o valor méximo foi encontrado no ponto central (6% e pH
6,5).
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Tabela 3 Influéncia da concentragéo de proteina (%P) e do pH na dureza,
mastigabilidade (mastig.), gomosidade (gomo.), elasticidade (elast.) e coesividade,

(coes.) de géis mistos.

Ensaios Valores reais Respostas
%P pH Dureza (g) Mastig’. Gomo'. Elast’. Coes’.

1 0 99 3282 1110 1184 087 0,36
2 80 55 3456 3029 3135 095 0,91
3 Al 58 2870 1603  173,9 092 0,61
4 80 7.5 2838 2382 2472 096 084
5 s 164,2 89,4  107,2 069 0,63
g 88 65 4631 4009 4176 097 0,91
7 60 &1 309,3 2669 2695 098 089
8 . 3672 3054 3214 095 0,89
9 50 65 3262 3295 2935 097 0,92
10 60 B3 3190 2932 2985 09 0,91
1 60 85 3287  301,7 2909 096 0,91

' medidas adimensionais

Os dados da dureza, mastigabilidade e gomosidade estéo representados na
Figura 1. Os dados indicam que guando se mantém o pH em 6,5 e varia-se a
concentragao de proteina de 3,2 a 8,8%, esta variavel exerce um efeito positivo
significativo. Isso indica que quanto maior a concentracéo de proteina, os valores
de dureza, mastigabilidade e gomosidade serdo significativamente mais elevados.

A dureza dos géis mistos obtidos com concentragdo de proteina igual a
3,2% néo foi superior a 165 g-forca. Todavia, quando analisados os géis
elaborados com 8,8% de proteina, os valores minimos foram acima de 463 g-
forga, e valores intermediarios, préximos de 320 g-forga, foram resultantes de géis
com 6,0% de proteina (Figura 1 A).

Quando verificada a influéncia das variaveis independentes sobre os
atributos (dureza, mastigabilidade e gomosidade), em fung&o do pH, (Figura 1 B),
observou-se que esta varidvel exerceu um efeito menos significativo que a

concentrag&o de proteina, mostrando pequenas variagoes.
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O Dureza O Mastigabilidade 0 Gomosidade

400

300

200

100

6,0
% Proteina WPI 60: GB40

D Dureza O Mastigabilidade O Gomosidade

400
Ab Aa
300 |

200

100 -

Figura 1 Analise da dureza (g-forga), mastigabilidade' e gomosidade’ de géis mistos
de WPI:GB (60:40%). A- pH 6,5 e concentracéo de proteina 3,2; 6,0 e 8,8%; B- 6%
de proteina e pH 51; 6,5 e 7,9. 'adimensional. Letras mailsculas indicam
diferencas estatisticas (p< 0,05) entre os atributos de textura, em funcéo da variavel
independente (% proteina ou pH). Letras minusculas indicam diferencas em fungao
da variagdo da concentragdo de proteina ou pH para o mesmo atributo (dureza,

mastigabilidade ou gomosidade).
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A dureza variou entre 285 e 367g-for¢ca e a mastigabilidade e gomosidade
apresentaram valores entre 261 e 303 g-forgca, sendo que os valores maximos
foram conseguidos com pH 7,9. Em pH 6,5 n&o houve diferenca significativa entre
os trés atributos estudados, em pH 51 e em pH 7,9, a dureza foi
significativamente superior a mastigabilidade e gomosidade.

O trabalho desenvolvido por ANTUNES (2004) avaliou a influéncia da
concentragcédo de proteina (8 a 12%), pH (4,0 a 5,2), temperatura (81 a 89°C) e
tempo de desnaturagao (15 a 27 minutos), no perfil de textura, capacidade de
retencao de agua e aparéncia visual dos géis acidos de proteinas do soro de leite.
Os géis obtidos a partir de concentrados de proteinas do soro de leite
apresentaram o0s maiores valores de dureza, coesividade, elasticidade,
gomosidade e capacidade de retencdo de agua, de maneira geral, nas maiores
faixas de concentracdo protéica, tempo e temperatura de desnaturacdo
(ANTUNES, 2004).

Com o aumento da concentragdo protéica ocorre modificacdo da textura
dos géis, resultando em aumento da firmeza e intensificando a retencéo de agua
pela matriz (MANGINO, 1984: SCHMIDT et al. 1978). Segundo PHILLIPS et al.
(1994), a concentracgéo de proteina é um fator importante na determinagéo do tipo
de gel e nas suas caracteristicas finais, principalmente em relagédo a textura, pois
a dureza do gel aumenta com o aumento da concentracdo protéica, devido a
formagcdo de um numero maior de ligagbes cruzadas. Interagdes protéicas
intermoleculares ocorrem mais rapidamente em concentracdes protéicas
elevadas, dada a maior probabilidade de contatos intermoleculares.

Dentre as principais caracteristicas das proteinas do soro, a presenca de
aminoacidos sulfurados permite que elas formem ligacbes covalentes
intermoleculares durante o processamento térmico (MORR e HA, 1993).
MANGINO et al. (1987; 1992) observaram correlacéo positiva entre a firmeza do
gel e a quantidade de grupos SH livres. Segundo HUDSON et al. (2000), as
condigOes externas (temperatura, pH e forga idnica) equilibram as forcas atrativas
e repulsivas proteina-proteina e proteina-solvente que, conseqientemente, afetam

as taxas de desnaturag&o e de agregacéo, determinando assim a estrutura final do
gel.
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Na Figura 2 estdo representados os resultados de elasticidade e
coesividade de géis mistos de WPI e GB (60:40): A em func&o da variacéo % de

proteina (em pH 6,5) e B com alteragdo com pH (6% de proteina).

A B
. A A
1:8 22 ab = Ab : -~ A2 \p A2 Ab
Ba
Bb
0.5 -
00 L L =
3,2 6,0 8,8 5.1 6,5 7,9
% Proteina pH

(| Ela_sticidade O C'oesividade

Figura 2 Influéncia da variagdo da concentracéo de proteina (3,2; 6,0 e 8,8) em
géis elaborados em pH 6,5) (A) e em funcéo do pH (5,1; 6,5 e 7,9) de géis mistos
obtidos com 6% de proteina (B). Letras maiusculas indicam diferencas
estatisticas (p< 0,05) do mesmo atributo em diferentes condicées de
concentragéo de proteina ou pH. Letras mindsculas comparam as respostas de

elasticidade e coesividade em fung&o da concentracdo de proteina ou pH.

Observou-se que o pH nado exerceu influéncia significativa nem na
elasticidade e nem na coesividade dos géis mistos quando variou 5,1 para 7,9. No
entanto, ao se comparar esses dois atributos do perfil de textura, observou-se que
os geéis foram significativamente mais elasticos do que coesos nos trés pHs

avaliados.
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Em pH neutro, a estrutura dos géis térmicos de proteinas de soro de leite
bovino parece ser suportada, em grande parte, por inteiracdes hidrofébicas
(essencialmente) e por inteiragdes covalentes (HAVEA et al. 2004). A pH &cido, os
geéis formados, de natureza pouco elastica, parecem ser suportados
essencialmente por pontes de hidrogénio (SHIMADA e CHEFTEL 1988).

Segundo ANDRADE e NASSER (2005), o processo de geleificacdo do
concentrado protéico de soro leite teve inicio a 80°C e o gel menos rigido e de
menor carater elastico foi caracterizado em pH 7,0. Espectros mecanicos
realizados a 20°C mostraram caracteristicas viscoeldsticas aparentemente
semelhantes para os géis a pH 7,0 e a pH 4,6. No entanto, o gel obtido em pH 7,0
foi aquele que apresentou o carater elastico mais elevado e demonstrou a menor
sensibilidade a deformagéo sob essa temperatura, muito provavelmente devido a
formac&o favorecida de ligagbes covalentes.

Ao analisar a elasticidade e coesividade em funcdo da concentracdo de
proteina (3,2; 6,0 e 8,8%), observou-se que ndo houve diferenca significativa para
ambos atributos, contendo 6 ou 8,8% de proteina, porém estes valores foram
superiores aos obtidos quando se utilizou 3,2%, mostrando uma menor
elasticidade e coesividade dos géis mistos nas menores concentracées.

Grande parte dos trabalhos publicados sobre geleificagdo das proteinas de
concentrados protéicos de soro de leite (WPC) enfocou faixa de pH abaixo do
ponto isoelétrico das proteinas do soro (COOPER et al. 1977: MOLDLER e
EMMONS, 1976; SHIMADA e CHEFTEL, 1988; SHIMADA e CHEFTEL, 1989) ou
acima (MANGINO et al., 1987, RATTRAY e JELEN, 1997; SCHMIDT et al., 1978).

No trabalho realizado por ANTUNES (2004), foi estudado a faixa
correspondente ao pl das principais proteinas do WPC (4,0 e 5,2) para verificar
seu comportamento quando aplicado na produgéo de alimentos acidos, tais como
logurtes, verificando-se que géis formados em pH 4,0 apresentaram-se mais
elasticos, opacos, amarelados e com maior capacidade de retencdo de agua,
enquanto que os géis formados em pH 4,9 a 52 foram mais firmes, coesos,
gomosos e brilhantes.

ANDRADE e NASSER (2005), estudaram o efeito do pH sobre a
geleificagdo de um concentrado comercial de proteinas do soro do leite, em
suspensdes a 10% (m/m), avaliando-o por meio de medidas reoldgicas sob
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cisalhamento oscilatério. Foram obtidas informacdes sobre a gelificacdo induzida
pelo calor do sistema com uma mistura de proteinas globulares, e sobre o
comportamento dos géis formados sob condigdes de pH neutro e acido.

Foi verificado que em presenga de teores significativos de sais, procedentes
do préprio soro, a concentragdo usada nos experimentos (10%) foi suficiente para
a formacdo de géis macroscopicos; além disso, verificou-se também que o pH

exerce papel importante na formagéo e na natureza estrutural dos géis.

3.2 Analise dos efeitos

As variaveis lineares, quadraticas e suas interagbes fazem parte dos
modelos para compor as superficies de resposta. Os resultados dos efeitos das

variaveis independentes estdo apresentados na Tabela 4 e Figura 3.

Tabela 4 Coeficiente de regressdo para as respostas de dureza, mastigabilidade,
gomosidade, elasticidade e coesividade de géis mistos aquecidos por 30 minutos
(mastig= mastigabilidade, gomo= gomosidade, elast= elasticidade, coes=

coesividade).

Variaveis independentes Dureza (g) Mastig.” Gomo." Elast.’ Coes’.

Média 32461 30813 20427 0963~ 091
% Proteina (L) 5462* 8879 8843* 0064* 0,15*
% Proteina (Q) 918  -47,14* -3235* -0,060* -0,11*
pH (L) 264 486  7.81* 0002  002*
pH (Q) 313 2663 -1583* 0,007  -0,05*
% proteina x pH 515 2848 -3045* -0,010 -0,08*

* diferencas estatisticas em 95% de confianca; " medidas adimensionais

(L) linear; (Q) quadratica.

Por meio da analise de regresséo foi verificado que a concentragcao de
proteina & uma varidvel independente que, tanto na forma linear, quanto
quadratica influéncia de forma significativa, os cinco atributos de textura

analisados nesse estudo.
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Figura 3 Efeitos na dureza, mastigabilidade e gomosidade (A) e elasticidade e
coesividade (B) de géis de gelatina em fung&o da concnetracdo de proteina (%P) e da
temperatura (T°C). *L: linear, **Q: quadratica.
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Jad o pH e a interagdo %proteina x pH exercem influéncia significativa
negativa na gomosidade e coesividade dos géis mistos de WPI e GB. Segundo
ANTUNES (2004), para a coesividade, o pH também apresentou efeito

significativo e positivo, a 95% de confianga.

3.3 Analise dos coeficientes varidncia e regressao

Os coeficientes de regressd@o das varidveis do processo, ao nivel de
significancia de 5%, foram obtidos, e aparecem na Tabela 5. Observou-se que a
concentracéo de proteina é uma variavel significativa em todas as respostas do
perfil de textura avaliados. No entanto o pH e a interagdo concentracdo de

proteina x pH exerceram efeitos na gomosidade e coesividade.

Tabela 5 Analise de variancia e coeficiente de determinacéo a 95% de confianca
(p<0,05) de géis mistos (mastig= mastigabilidade, gomo= gomosidade, elast=

elasticidade, coes= coesividade).

Parametros Dureza (g) Mastig.” Gomo.” Elast” Coes’,
Fcalculado 0,96 6,25 5,53 4,56 4,03
Ftabelado 5,05 5,05 5,05 5,05 5,05
Fcalculado/ Ftabelado 0,19 1,24 1,10 0,90 0,80
Variaggo explicavel (R*%) 49,1 86,2 84,7 82,0 80,1

" medidas adimensionais.

O teste F confere significancia estatistica ao modelo. A regressao é
estatisticamente significativa se o valor de F calculado for maior que o valor de F
tabelado. Observou-se na Tabela 5 que os parémetros de mastigabilidade e
gomosidade avaliados apresentaram Feaicuiado > F tabelado.

Os modelos para as variaveis independentes apresentaram bons ajustes,
exceto para a dureza, sendo O R2%=49 1 o que indicou que o modelo nao e

preditivo, por esse motivo néo sera apresentada a superficie de resposta da

dureza dos géis mistos.
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As equacgbes que expressam os atributos de textura estudados (respostas)
para a obtencdo dos géis, que geraram as superficies de resposta, estdo

apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 Equagbes quadraticas que expressam os atributos de textura estudados

para os géis mistos com influéncia da concentracéo de proteina e do pH.

Respostas Equagoes

Dureza 7= 324,61* + 54,62x* - 2,64y - 9,188x“* - 525x.y - 3,13y*

Mastigabilidade  z= 308,13* + 88,79x*+ 4,86y - 47,14x>-28,48x.y - 26,63y°

Gomosidade 7= 294,27*+88,43x*-7,81y* 32,35x> - 30,45x.y*-15,83y?
Elasticidade z= 0,963* + 0,064x*+0,002y - 0,060x*- 0,010x.y + 0,007y?
Coesividade z=0,91* + 0,15x* + 0,02y* - 0,11x% - 0,08x.y* - 0,05y*

*Diferencas significativas a 95% de confianca.
z= resposta, x = concentracdo de proteina, y = pH,
x.y= interagc&o concentragio proteina . pH.

Observa-se que a concentragéo de proteina € a variavel independente que
influencia de forma significativa a dureza dos géis mistos, pois tem-se um perfil
inclinado, indicando que, com o aumento da concentracgo de proteina, tém-se
géis mais firmes. Ja o pH, nas condigbes estudadas, ndo exerce influéncia na
dureza dos géis contendo 60% de WPI e 40% de GB.

As superficies de resposta da mastigabilidade e gomosidade (Figura 4),
bem como da elasticidade e coesividade (Figurab), apresentam-se semelhantes.
Isso porque esses atributos do perfil de textura est&o relacionados.

A mastigabilidade e gomosidade apresentaram valores proximos, pois, a
gomosidade refere-se a energia requerida para desintegrar um alimento semi-
s6lido ao ponto ideal para a mastigagdo, enquanto que a mastigabilidade esta
relacionada com o tempo requerido para mastigar um alimento sdlido até a
degluticdo, ou seja, a mastigabilidade representa a coesividade x elasticidade
(ANTUNES, 2004).
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A coesividade € verificada através do grau de compressdo do alimento
antes do rompimento sob pressdo e a elasticidade indica o quanto o alimento
retorna apds a compressao dos dentes (ANTUNES, 2004).

Os valores minimos de mastigabilidade est&o relacionados com o pH 5,1 e
concentracoes de proteina em torno de 3,2%, ou seja, nas menores condi¢cdes das
variaveis independentes avaliadas nesse trabalho. O valor maximo n&o ultrapassa
350, sendo este obtido com 8,8% de proteina. O pH exerce efeito negativo,
resultando em valores mais elevados de mastigabilidade e gomosidade em pHs
entre 5,0 e 5,1.

O pH, assim como a forga idnica, pode alterar a distribuicdo das cargas
entre as cadeias laterais das proteinas, causando aumento ou diminuicéo das
interacdes proteina-proteina (GOSSETT et al. 1984). O concentrado protéico €
composto por quatro fragdes protéicas principais que apresentam pontos
isoelétricos de 5,2 (B-lactoglobulina), 4,2-4,5 (a-lactoalbumina), 4,7-4,9 (albumina
do soro bovino) e 5,5-8,3 (imunoglobulinas). As proteinas do soro em sua forma
nativa permanecem sollveis em seus pontos isoelétricos devido aos seus estados
conformacionais globulares e compactos (MORR e HA, 1993).

O aquecimento de solugdes de concentrado protéico de soro de leite em
valores de pH proximos ao ponto isoelétrico leva & formagéo de coagulos turvos e
sujeitos & sinérese, devido as forcas atrativas intensas entre as moléculas
protéicas, resultando em géis frageis e de reduzida elasticidade (BRANDENBERG
et al.,1992; KINSELLA, 1984, MORR e HA, 1993).

Os géis menos elasticos e menos coesos foram obtidos nos niveis mais
baixos de concentracdo de proteina e pH estudados, sendo que os valores de
elasticidade variaram de 0,67 a 1,0, enquanto que os valores de coesividade
podem ser inferiores a 4,0, caso utilizados as condigbes que correspondem a pH
51 e 5,5 e concentragdo de proteina de 3,2 e 4,0, respectivamente.
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Figura 4 Superficies de resposta da mastigabilidade e gomosidade, tendo como
variaveis independentes o pH e a concentracéo de proteina.
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Figura 5 Superficies de resposta da elasticidade e coesividade, tendo como variaveis

independentes o pH e a concentragao de proteina.

201



CAPITULO III - Artigo 3

4 CONCLUSAO

Os valores minimos de dureza, mastigabilidade, gomosidade e elasticidade
foram obtidos no menor nivel estudado, o que corresponde a 3,2% de proteina,
enquanto que, os valores maximos foram correlacionados com a maior
concentragéo de proteina estudada neste trabalho, 8,8%.

A concentracdo de proteina foi a variavel independente que gerou efeitos
positivos, influenciando de forma significativa a textura dos géis, ou seja, quanto
maior a concentracdo de proteina, mais firme foi o gel em todas as respostas
estudadas, exceto para a gomosidade.

O pH e a interagéo proteina x pH exerceram influéncia significativa negativa
na gomosidade e coesividade dos géis mistos de WPI e GB na proporgéo 60:40.

O planejamento experimental elaborado permite dentro do que é exigido em
termos praticos, uma boa descrigéo e previsdo do comportamento de géis mistos,
contendo 60% de isolado protéico de soro de leite bovino e 40% de gelatina

bovina, em funcdo da concentracéo de proteinas e do pH.
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CARACTERIZACAO DE GEIS MISTOS DE ISOLADO
PROTEICO DE SORO DE LEITE E GELATINA
BOVINA: INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE
PROTEINA, TEMPERATURA E TEMPO DE
AQUECIMENTO.

J.A. ROMAN, V.C. SGARBIERI

RESUMO
O objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia da concentragao de

proteina (3,2 a 8,8%) e da temperatura (51 a 79°C) em relagao ao tempo de
aquecimento, entre 10 e 40 min, quanto ao perfil de textura de géis mistos,
contendo 60% isolado protéico de soro de leite bovino (WPI) e 40% gelatina
bovina (GB). Foi utilizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR),
com 4 blocos de 11 ensaios, totalizando 44 experimentos. O perfil de textura foi
determinado em texturémetro TAX-T,. De todas as condigbes estudadas, apenas
na condicdo de 3,2% de proteina, solugbes aquecidas a 65°C durante 10 min nao
formaram géis. A variavel independente de concentracéo de proteina exerceu um
efeito positivo significativo a 95% de confianca em todas as respostas estudadas
dos géis mistos 60:40 WPI:GB. Contudo, nao houve influéncia significativa da
temperatura. A interagéo proteina x temperatura gerou efeito significativo positivo
para a dureza dos géis e negativo para a elasticidade e coesividade. Os atributos
mastigabilidade, gomosidade, elasticidade e coesividade, quando os géis foram
aquecidos durante 30 ou 40 min, obtiveram os valores minimos a 79°C e valores
maximos em 65°C. Quanto & elasticidade e coesividade dos géis mistos, a maioria
apresentou valores proximos de 1,0, independente do tempo de aquecimento. O
gel menos elastico e menos coeso foi obtido a 55°C, e continha 4% de proteina,
resultando em valores que variaram entre 0,47 a 0,89 para elasticidade e 0,14 a

0,43 para coesividade. Os géis obtidos pelo aquecimento por 40min

207



CAPITULO III - Artigo 4

apresentavam-se esbranquicados, com aparéncia de coagulado e com elevada
sinérese. Observou-se que as melhores percepgdes de dureza foram obtidas nos

géis mistos com 6% de proteina, aquecidas a 65°C durante 30 min.

Palavras-chave: gelatina, proteina de soro de leite, gel misto, perfil de textura,

superficie de resposta.

SUMMARY

The objective of the present study was to verify the influence of protein
concentration (3.2 to 8.8%) and of temperature (51 to 79°C) related to heating time
between 10 and 40 min on the texture profiles of mixed gels containing 60% whey
protein isolate (WPI) and 40% bovine gelatine (GB). A Central Composite
Rotational Design (CCRD) with a total of 44 experiments was applied. The texture
profile was determined in a TAX-T2 texturometer. From all studied conditions, only
the condition with 3.2% protein solution heated at 65°C for 10 min did not form gel.
The independent variable protein concentration exerted a significant positive effect,
at 95% confidence, on all of the mixed gels attributes, while temperature did not
influence gels properties significantly. Regarding mixed gels elasticity and
cohesiveness, the majority presented values close to 1.0; independently of the
heating time. The less elastic and less cohesive protein gel was obtained with 4%
protein heating at 55°C. The values ranged from 0.47 to 0.89 for elasticity, and
0.14 to 0.43 for cohesiveness. The gels obtained by heating 40 min had a white
and coagulated appearance showing elevated synerese. Best conditions for gel

firmness were 6% protein, heating at 65°C for 30 minutes.

Keywords: gelatin, milk whey protein, mixed gels, texture profile, response
surface.
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1 INTRODUGAO

A capacidade de formar gel € uma importante propriedade funcional das
proteinas para se obter textura desejavel e boas caracteristicas sensoriais dos
alimentos (TOTOSAUS et al., 2002). O fenébmeno de formagdo de gel € muito
complexo e normalmente ocorre com o resfriamento da solugéo coloidal, apés
aquecimento prévio. Com o resfriamento, verifica-se um aumento de viscosidade
até o ponto em que a rigidez se manifesta. A rede protéica formada € considerada
como resultante de um equilibrio entre interagdes proteina-proteina e proteina-
solvente e das forcas repulsivas e de atracdo entre cadeias proximas
(SGARBIERI, 1998).

A capacidade de um gel de apresentar viscosidade, rigidez e elasticidade &
tida como uma funcdo que depende do tipo de proteina, composi¢ao em
aminodacidos, massa molecular, temperatura e tempo de aquecimento, grau de
desnaturacédo causado pelo pH, concentrac&o protéica e forga ionica (SHIMADA e
MATSUSHITA, 1981; GOSAL e ROSS-MURPHY, 2000; TOTOSAUS et al., 2002;
FUENTE et al., 2002); outros fatores s&o interagbes idnicas, hidrofébicas e
sulfidrila livres.

Solucdes de gelatina formam géis transparentes apos refrigeragéo abaixo da
temperatura de geleificacdo, normalmente préximo a 40°C (SEGTAN e
ISAKSSON, 2004). Durante a geleificagéo, as cadeias apresentam uma desordem
conformacional e regeneram parcialmente a estrutura tripla hélice do colageno.
Esse processo & termorevesivel, pois a rede & estabilizada por ponte de
hidrogénio (BIGI et al., 2004).

A dureza do gel e as propriedades fisicas s&o as principais condigoes do gel
de gelatina influenciadas pela extracéo da gelatina. Geralmente, quando a gelatina
é extraida em temperaturas mais baixas o gel € mais rigido e exibe um grande
valor de bloom o qual é mensurado pela dureza do gel (USTA et al., 2003).

Outros estudos verificaram comportamento reolégico e mecanico de geis de
gelatina (KASAPIS e SABLANI, 2005; OTTONE e DEIBER, 2005; OTTONE et al.,
2005: CHIOU et al., 2006); em diferentes condigbes de alta presséo (MONTEIRO
et al., 2002); temperatura de geleificagao (MARANGONI e TOSH, 2005); presenca

de jon sodio, potéssio e calcio ou em presenca de acido citrico (OAKENFULL e
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SCOTT, 2003; SAITO, et al., 2004); tensao superficial (HYONO et al., 2004);
viscosidade (HONE e HOWEL,2002) e microestrutura (TOSH et al., 2003;
MOHANTY e BOHIDAR, 2005).

Nos ultimos anos, o comportamento de géis mistos tem atraido a atencéo

de um ndmero crescente de pesquisadores devido a expectativa de
comportamento mais flexivel de suas propriedades mecanicas e estruturais,
quando comparadas as dos géis simples (TURGEON e OULD ELEYA, 2000).
Estudos sobre as propriedades de géis mistos caseina e isolado protéico de soro
de leite (AGUILERA e KINSELLA, 1991), concentrado protéico de soro de leite e
glaten (LUPANO, 2000) concentrado protéico de soro de leite e soja (COMFORT e
HOWELL, 2002; CHRONAKIS e KASAPIS, 1993; PAZ, 2004;) e géis mistos de
concentrado protéico de soro de leite bovino e mel (YAMUL e LUPANO, 2003)
foram descritos na literatura.

O objetivo desse estudo foi o de verificar a influéncia da concentragéo de
proteina, da temperatura e tempo de aquecimento sobre o perfil de textura de géis
mistos, contendo 60% WPI e 40% GB.

2 MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Gelatina bovina, tipo A, produzida por tratamento acido da pele bovina, lote
PFL 196/04, cedida pela empresa Gelita South America, Cotia-SP. Caracterizada
como apresentando 240 bloom, viscosidade de 33-42 mPs, teor de proteina de
83%, umidade entre 8 e 13%, contelido de cinza inferior a 2,0% e pH entre 5,0-6,0
(solugdo 1g/100mL). Foi utilizado o isolado protéico de soro de leite ALACEN 895,
produzido por troca iénica e ultrafiltragdo, com reduzido teor de lactose e gordura,
adquirido da NZMP®, New Zealand Milk Products, S&o Paulo, Brasil.

A proporgé&o na mistura protéica utilizada foi baseada no valor nutritivo de
misturas entre WPI e hidrolisados de coladgeno bovino (HCB), determinado por

ZIEGLER (2006). Através de ensaios biologicos com ratos Wistar recém
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desmamados, chegou-se @ composicdo aminoacidica mais indicada, levando-se
em consideracéo aspectos nutricionais e econémicos e tendo-se por base o perfil

de aminoacidos essenciais proposto pela FAO/WHO (1990).

METODOS

2.1 Delineamento Experimental

Géis contendo 60% WPl e 40% GB foram elaborados através da
geleificacdo termicamente induzida, em diferentes condicdes experimentais.
Estudou-se o efeito da concentracdo de proteina entre 3,2 e 8,8% e da
temperatura entre 51 e 79°C em funcéo do tempo de aquecimento de 10, 20, 30 e
40 minutos, que foi uma variavel fixa para cada bloco de 11 ensaios, totalizando
44 ensaios, portanto foram feitos 4 delineamentos.

Foi utilizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
analisando as caracteristicas de textura dos géis mistos: dureza, elasticidade,
mastigabilidade, gomosidade e coesividade (RODRIGUES e IEMMA, 2005). As
Tabelas 1 e 2 apresentam os niveis estudados e a matriz dos ensaios realizados

de superficie.

Tabela 1 Niveis das variaveis do perfil de textura, utilizando-se um delineamento
composto central rotacional: influéncia da concentragdo de proteina e da

temperatura de aquecimento dos géis mistos.

Niveis
Variaveis Independentes
-1,41 -1 0* +1 +1,41
Concentracéo de proteina (%P) 3,2 4.0 6,0 8,0 8,8
Temperatura (T °C) 51 55 65 75 79

*Ponto central.
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Tabela 2 Matriz do delineamento composto central rotacional, com as variaveis

codificadas e reais, fixando-se o tempo de aquecimento, totalizando 11 ensaios.

Valores Codificadas Valores Reais
Ensaio %P T°C %P T°C
1 -1 -1 4,0 85
Z 1 -1 8,0 55
3 -1 1 4,0 75
4 1 1 8,0 75
5 - 1,41 0 3,2 65
6 + 1,41 0 8,8 65
7 0 - 1,41 6,0 51
8 0 +1,41 6,0 79
9 0 0 6,0 65
10 0 0 6,0 65
11 0 0 6,0 65

%P= porcentagem de proteina, T °C= temperatura

2.2 Perfil de textura

Amostras a temperatura ambiente, com 2,0cm de diametro e 1,0cm de
altura, foram comprimidas por um probe cilindrico acrilico de fundo chato com 5
cm de diédmetro e os resultados obtidos da curva forga x tempo foram calculados
pelo programa Texture Expert verséo 1.11 para TPA (Texture Profile Analysis).

A curva obtida para cada amostra resultou de dois ciclos de compresséo
que s&o relativos a parédmetros mecanicos da amostra; sendo dureza,
mastigabilidade, gomosidade, elasticidade e coesividade as caracteristicas de
interesse deste estudo, dos quais 3 parametros foram medidos pelo equipamento:
dureza, coesividade e elasticidade e dois foram calculados: mastigabilidade e

gomosidade.
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Os perfis de textura dos géis obtidos foram analisados segundo método
descrito por JU e KILARA (1998), em texturémetro modelo TAX-T, (Stable
Microsystens SMS, Surrey, UK).

As condigcbes de medida foram padronizadas em probe de calibragao de
40mm, forca de compressao de 5g e 50% de compressao, velocidade pré-teste,
no teste e pos teste de 3mm/s. Foram analisados seis géis resultantes de cada

condicdo estudada.
2.3 Aspecto visual

Para optar pelo melhor tempo de aquecimento estudado (entre 10 e 40 min)
para a elaboragéo dos géis mistos de WPL:GB, na proporgéo 60:40%, utilizou-se

como critério de avaliagéo a aparéncia dos géis mistos formados.

2.4 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente segundo a
metodologia de superficie de resposta, ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05).
O software Statistica for Windows versgo V foi utilizado para calcular os
coeficientes de regressdo, andlise de variancia (ANOVA) e coeficientes de
correlacdo do modelo, bem como para gerar as superficies de resposta
(RODRIGUES, IEMMA, 2005; CALADO, MONTGOMERY, 2003; NETO et al.
1995)..

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perfil de textura dos géis mistos

Para a elaboracdo dos géis mistos, contendo 60% WPI e 40% GB, foram
analisadas as influéncias do tempo de aquecimento do gel em 10, 20, 30 e 40

min., por meio de 44 experimentos (Tabela 3).
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Tabela 3 Influéncia da concentracédo de proteina (%P), temperatura (T°C) e tempo

de aquecimento na dureza, mastigabilidade (mastig.), gomosidade (gomo.),

elasticidade (elast.) e coesividade, (coes.) de géis mistos.

Tempo  N° Valores Reais Respostas
%P T°C Dureza Mastig. Gomo. Elast. Coes.
1 4,0 55 181,00 19,78 34,47 0,58 0,19
2 8,0 55 270,80 250,92 257,80 0,97 0,95
3 4,0 75 231,17 175,03 182,61 0,96 0,79
4 8,0 75 353,76 412,25 332,58 1,00 0,94
5 3,2 65 = * i . *
0. © 8,8 65 194,83 177,10 178,06 0,99 0,91
7 6,0 51 240,82 112,01 117,21 0,95 0,49
8 6,0 79 236,21 203,92 211,68 0,96 0,90
9 6,0 65 192,62 175,37 178,39 0,98 0,93
10 6,0 65 188,35 166,65 173,52 0,96 0,92
11 6,0 65 198,27 176,20 179,98 0,98 0,91
12 4,0 55 279,69 51,79 63,55 0,82 0,22
13 8,0 55 300,55 290,06 282,08 0,99 0,93
14 4,0 75 174,41 156,73 145,71 0,98 0,83
15 8,0 75 274,14 216,13 218,71 0,99 0,80
16 3,2 65 154,60 97,01 107,55 0,53 0,76
20min. V 8,8 65 311,85 283,31 296,47 0,96 0,95
18 6,0 51 221,29 207,58 207,28 1,00 0,94
19 6,0 79 217,60 228,25 203,26 0,99 0,93
20 6,0 65 203,28 190,21 192,50 0,99 0,95
21 6,0 65 207,36 190,09 192,95 0,99 0,93
22 6.0 65 210,02 191,29 195,14 0,98 0,93
23 4,0 55 273,85 17,51 36,26 0,47 0,14
24 8,0 55 289,08 310,27 271,19 1,00 0,94
25 4,0 75 196,13 185,90 163,02 1,00 0,83
26 8,0 75 356,63 320,76 323,35 0,99 0,91
27 3,2 65 205,53 86,93 98,64 0,67 0,48
30 min. 28 8,8 65 395,09 363,94 372,19 0,98 0,94
29 6,0 51 219,96 198,22 203,42 0,97 0,92
30 6,0 79 229,98 192,87 200,04 0,96 0,87
31 6,0 65 235,23 224,41 222,43 1,00 0,95
32 6,0 65 247,02 245,34 230,30 1,00 0,93
33 6.0 65 236,83 220,66 221,53 1,00 0,94
34 4,0 55 308,28 103,56 116,44 0,89 0,43
35 8,0 55 243,59 229,14 231,26 0,99 0,95
36 4,0 75 147,94 139,78 142,31 0,98 0,90
37 8,0 75 284,59 25460 261,38 0,97 0,92
38 3,2 65 172,85 151,00 161,00 0,94 0,91
40 min. 39 8,8 65 528,92 486,10 496,14 0,98 0,94
40 6,0 51 333,73 255,58 236,95 0,99 0,94
41 6,0 79 273,41 234,49 244,94 0,96 0,90
42 6,0 65 299,61 277,33 283,19 0,98 0,95
43 6,0 65 296,32 293,89 28217 1,00 0,95
44 6,0 65 291,04 267,18 272,01 0,98 0,94
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Nas solugdes com 3,2% de proteina, aquecidas a 65°C durante 20, 30 e 40
min (ensaios 16, 27 e 38), houve formacdo de gel; no entanto, em 10 min, de
aquecimento, nas mesmas condigbes (ensaio 5), ocorreu apenas um aumento da
viscosidade. Provavelmente as interagdes protéicas intramoleculares, em baixas
concentragdes, foram insuficientes para a formagao da estrutura protéica do gel
(MORR e FOEGEDING, 1990), pois o tempo de aquecimento & importante para
que ocorra a ruptura de ligagdes e possibilite a formag&o de outras ligagdes que
estabilizem a matriz do gel.

A influéncia do tempo de aquecimento de 10 a 40 minutos sobre a dureza
do gel misto pode ser verificada na Figura 1. Segundo as caracteristicas dos géis
em cada experimento, estima-se que a dureza para a sobremesa que se deseja
elaborar é a da formacéo um gel que possa ser cortado com a colher, sem perder
a forma e que ndo apresente textura rigida, estando, entdo, entre 230 e 330 g-
forca (paré@metros indicados pelas linhas tracejadas).

Observando-se os ensaios (7 a 11; 18 a 22; 29 a 33 e 40 a 44) realizados
nesse trabalho, em que a concentracdo de proteina foi de 6% e variagcdo da
temperatura de aquecimento entre 51 e 79°C, pode-se observar que a menor
temperatura estudada (51°C) apresentou perfil de dureza superior quando
comparado a géis aquecidos a 79°C, exceto quando os géis foram aquecidos por
30 min. Os atributos de mastigabilidade, gomosidade, elasticidade e coesividade,
quando os géis foram aquecidos durante 30 ou 40 min, obtiveram os valores
minimos a 79°C e valores maximos em 65°C.

A dureza dos géis mistos avaliados, nas condi¢cdes estudadas, variou de
150 a 530 g-forca, sendo o valor maximo obtido com 8,8% de proteina (ensaio 6) e
os valores minimos nos menores niveis estudados, correspondendo a 3,2 e 4% de
proteina, respectivamente.

Segundo MANGINO et al. (1987), as propriedades dos geis induzidos
termicamente sdo influenciadas por muitos fatores, tais como concentragdo de
proteina, pH, temperatura e duragdo do tratamento térmico. Com o aumento da

temperatura, tende-se a ter géis mais firmes, mas essa propor¢ao n&o ¢é linear.
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Figura 1 Influéncia do tempo de aquecimento na dureza do gel misto, contendo 60%

de isolado protéico de soro do leite (WPI) e 40% de gelatina bovina (60:40%
WPI:GB). As linhas tracejadas indicam o valor ideal de dureza determinado.
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A temperatura tem influéncia marcante no processo de geleificagéo e nas
caracteristicas do gel. Para proteinas globulares, a faixa de temperatura 6tima
para geleificacéo é definida pela sua temperatura de desnaturagdo. Aquecimento
excessivo em temperaturas superiores a 100°C frequentemente causa rompimento
das ligacdes peptidicas primarias em proteinas, inibindo a formag&o da rede do
gel (DAMODARAN, 1994).

A temperatura para formagdo de gel deve ser selecionada de tal maneira
que haja um balango entre a velocidade de desdobramento da proteina e a
agregacéo. Se a velocidade de agregacgéo é grande, um precipitado ira se formar
sem a imobilizagdo da agua (HERMANSSON, 1979). A desnaturacdo das
proteinas do soro do leite ocorre na faixa de temperaturas entre 60 a 80°C e sua
geleificagcdo normalmente é observada acima de 70°C (MYERS, 1990).

Na Figura 2 estéo representados os valores de elasticidade e coesividade

em fungéo do tempo de aquecimento.

Elasticidade'

1,0 7 1,0 1
0,8 0,8 -
b
06 - g 0,6 -
o
>
O:4 _ 8 0,4 i
o]
(&
0,2 0,2 -
0!0 .. 1 T T | O’O =7 T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30
Tempo (min.) Tempo (min.)

—
i

| — —a—2 & 3_4—4+5_.;6m+_7+8_._pc‘

Figura 2 Influencia do tempo de aquecimento na elasticidade e na coesividade

de géis mistos contendo 60% de WPl e 40% de gelatina. (‘medidas

adimensionais)
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Segundo ANTUNES (2003), os géis de concentrado protéico de soro de

leite apresentaram os maiores valores de dureza, coesividade, elasticidade,
gomosidade e capacidade de retencao de agua, de maneira geral, nas maiores
faixas de concentracdo protéica, tempo e temperatura de desnaturacdo, ou seja,
12%, 27 min a 89°C.

A concentracéo de proteina € um fator importante na determinacéo do tipo
de gel e nas suas caracteristicas finais, principalmente em relacdo a textura,
sendo que a dureza do gel aumenta com o aumento da concentracdo protéica,
devido & formagdo de um numero maior de ligagbes cruzadas. Interagbes
protéicas intermoleculares ocorrem mais rapidamente em concentracbes protéicas
elevadas, dadas as maiores probabilidades de contatos intermoleculares
(PHILLIPS et al., 1994).

Quando avaliadas a elasticidade e coesividade dos géis mistos, a maioria
apresentou valores préoximos de 1,0, independente do tempo de aquecimento. O
gel menos elastico e menos coeso foi obtido com 4% proteina a 55°C (ensaios 1,
12, 23 e 34), resultando em valores que variaram entre 0,47 a 0,89 para a

elasticidade e 0,14 e 0,43 de coesividade.

3.2 Analise dos efeitos

As variaveis, lineares, quadrdticas e suas interagdes fazem parte dos
modelos para compor as superficies de resposta. As analises dos efeitos das
variaveis independentes (concentragdo de proteina e temperatura de aquecimento
durante 30 minutos) estdo mostradas na Tabela 4 e os resultados estatisticos dos
efeitos da dureza dos géis mistos em fungcdo do tempo de aquecimento estdo
apresentados na Tabela 5.

Observou-se que a variavel concentracédo de proteina exerceu um efeito
positivo significativo a 95% de confianca em todos os atributos estudados dos géis
mistos 60:40 WPI:GB; enquanto que ndo houve influéncia significativa da
temperatura. A interag&o proteina x temperatura gerou efeito significativo positivo

para a dureza dos géis e negativo para a elasticidade e coesividade.
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Tabela 4 Coeficiente de regressdo das respostas dureza, mastigabilidade,
gomosidade, elasticidade e coesividade de géis mistos aquecidos por 30 minutos
em diferentes concentractes de proteina e temperatura (mastig= mastigabilidade,

gomo= gomosidade, elast= elasticidade, coes= coesividade).

Variaveis Dureza (g) Mastig.” Gomo." Elast.” Coes.’
Média 239,69 230,14 2246* 1,00* 0,94*
% Proteina (L) 55,48* 102,42* 97,76* 0,12 019"
% Proteina (Q) 3438* 2,82 030 -095% -014
Temperatura °C (L) 0,50 21,41 2176 063 007
Temperatura °C (Q) -3,29 17,77 16,54 -025 0,05

% proteina x Temperatura°C 36,32 -39,48 -1865 -014* .0,18*

* significativos a 95% de confianca (p < 0,05)
' medidas adimensionais
(L) linear; (Q) quadratica

Na resposta dureza do gel (Tabela 5), observou-se que a %P influenciou
significativamente a dureza dos géis mistos, com efeito positivo, isso significa que
quanto mais elevada a %P da mistura, maior a dureza do gel misto formado.
Pode-se verificar que os paréametros de temperatura (L) e (Q) s&o significativos a
95% de confiancga, exceto para o tempo de 30 minutos.

Os géis quando aquecidos durante 40 min apresentaram efeitos negativos,
ou seja, o aumento da temperatura proporcionou uma diminuicdo da dureza do
gel. A interacdo proteina x temperatura foi significativa ao nivel de 95% de
confianca para os tempos 20, 30 e 40 minutos.

O aumento da concentracé@o protéica também resultou em géis mais firmes
(MANGINO et al. 1987). Segundo SHIMADA e CHEFTEL (1988), interacbes
hidrofébicas intermoleculares dominam na matriz de gel na medida em que a

concentracdo de proteina aumenta.
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Tabela 5 Efeito estimado, erro padréo e grau de significancia estatistica (p) para

cada fator no modelo codificado para a dureza dos geéis mistos contendo 60% de

WPl e 40% GB.

Fatores

Tempo 10 min

Tempo 20 min

Efeito Erro o]
Estimado Padrao

Efeito Erro p
Estimado Padrao

%P (L)
%P (Q)
T°C (L)
T°C (Q)
%P x T°C

77,21* 1,87 0,0006*
-5,88 2,23 0,1184
95,82* 1,87 0,0011*
10,96 223* 0,0389*

1,82 2,65 0,6236

42,87* 1,20* 0,0008*
20,88* 1,43* 0,0046*
-17,11* 1,20* 0,0049*
13,99* 1,43* 0,0103*
19, 72% 1,70* 0,0073*

Fatores

Tempo 30 min

Tempo 40 min

Efeito Erro
estimado padrédo

Efeito Erro
estimado padrao

%P (L)
%P (Q)
T°C (L)
T°C (Q)
%P x T°C

55,48 2,26* 0,0017*
34,38 2,69 0,0061*
0,50 2,26 0,8455
-3,29 2,69 0,3459
36,32 3,20 0,0077*

71,94*  1,63* 0,0005*
7,33 1,82 0,0564
-25,68*  1,53* 0,0036™
-16,33*  1,82* 0,0122*
50,34* 2,16 0,0018*

Valores p: significancia estatistica (p< 0,05).

%P: concentragao de proteina; T°C: temperatura de aquecimento.
(L): linear; (Q): quadratico.

3.3 Andlise de variancia e coeficiente de regressao

A Tabela 6 apresenta a analise de variancia (ANOVA) para o ajuste dos

modelos lineares e quadraticos.
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Tabela 6 Analise de variancia e coeficiente de determinac&o a 95% de confianca
(p<0,05) de géis mistos (mastig=mastigabilidade, gomo=gomosidade,

elast=elasticidade, coes= coesividade).

Parametros Dureza (g) Mastig." Gomo." Elast." Coes.’
Fcalculado 21.51 19,65 16,4 7,07 6,22
Ftabelado 5,05 5.05 5,05 5105 5105
Fcalculado/ Ftabelado 4,26 3,89 3,30 1,40 1,23
Variacgo explicavel R*% 96 95 94 88 86

" medidas adimensionais

O teste F confere significancia estatistica ao modelo. A regresséo e
estatisticamente significativa se o valor de F calculado for maior que o valor de F
tabelado. Observou-se na Tabela 6 que os parametros de dureza, mastigabilidade
e gomosidade avaliados apresentaram Fcacuado > Ftaveiado. S€gundo BOX e
DRAPER (1987), para que uma regresséo ndo seja apenas estatisticamente
significativa, mas também Util para fins preditivos, a razdo entre a média
quadratica da regressdo e a média quadrdtica do residuo (MQr/MQ;, que
corresponde ao Feaicuiado) deve ser no minimo 10 vezes maior que o valor de F1n2
(Ftabelado)-

Os modelos para as variaveis independentes apresentaram bons ajustes
(R?), no entanto as razdes Feaicuiado / Fraveiado @0 Nivel de 5%, nao foram 10 vezes
maiores que o valor de Feaicuiade, indicando modelo néo foi preditivo.

Os modelos das respostas dependentes apresentaram bons ajustes, pois
obtiveram uma % maxima de variacéo explicavel, que corresponde a razao entre a
média quadratica da regressdo menos a média quadratica do erro puro sob a
média quadratica do residuo (MQT-MQep/MQT) de no minimo 99% pois a
variacdo total da média foi explicada pela regressao.

A Figura 3 compara, por meio das curvas de contorno, a dureza dos géis
mistos contendo 60% de WPI e 40% de GB, em tempos de aquecimento entre 10
e 40 min. O que foi verificado é que a area mais escura indica a maior dureza dos
géis; entretanto esses valores de firmeza, correspondentes a 8 e 88% de

proteina, s&o superiores aos desejaveis.
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Figura 3 Curvas de contorno apresentado como resposta dureza dos géis pela

variagdo da concentracéo de proteina e da temperatura (°C) em diferentes tempos

de aguecimento (min).
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As melhores percepcges de firmeza foram observadas em amostras com
6% de proteina. Comparando-se as curvas de contorno, observa-se que esta
faixa esta otimizada no ponto central, o que corresponde entre 220 e 260g-forga,
no tempo de aquecimento de 30 min.

Para optar entre uma faixa ou outra € recomendado, portanto, avaliar as
caracteristicas de interesse no produto, pois os dados de textura apresentados
como faixa 6tima podem nao condizer com a textura étima do produto indicada por
testes sensoriais. Os géis obtidos em 40 min apresentavam-se esbranquicados,
com aparéncia de coagulado e com elevada sinérese.

As superficies de resposta, expressas por meio de equagbes matematicas
para os atributos de textura estudados (respostas) para a obteng&o dos géis
mistos aquecidos durante 30 min, estdo apresentadas nas Figuras 4, 5 € 6.

Observa-se que a dureza é influenciada positivamente pelo aumento da
concentracédo de proteina, enquanto que a temperatura elevada de aquecimento
diminui a firmeza dos géis mistos. Conforme discutido anteriormente, considera-se
que o atributo de dureza foi otimizado, pois a faixa desejada encontra-se no centro
da figura, o que corresponde ao ponto central: 6,0% de proteina e aquecimento de
65°C.

As superficies de resposta e curvas de contorno da mastigabilidade e
gomosidade foram semelhantes (Figura 5), pois foram obtidas por meio de
calculos matematicos a partir da dureza dos géis, sendo que a gomosidade refere-
se a energia requerida para desintegrar um alimento semi-sélido ao ponto ideal
para a mastigacdo, enquanto que a mastigabilidade esta relacionada com o tempo
requerido para mastigar um alimento sélido até a degluticdo. Observa-se que
esses atributos apresentaram valores minimos, tanto para a concentragao de
proteina, como para a temperatura de aquecimento, que corresponde
respectivamente a 3,2% e 51°C.

A coesividade e a elasticidade também s&o variaveis correlacionadas, pois
representam o grau de compressdo do alimento antes do rompimento sob presséo
e o0 quanto ele retorna apds a compressdo dos dentes, respectivamente. Nas
condicdes estudadas, verificou-se que os géis mais elasticos e mais coesos foram

obtidos com 8,8% de proteina e aquecidos a 79°C.
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Figura 4 Superficie de resposta (A) e grafico de contorno (B), relacionados

com a resposta de dureza de géis mistos ap6s 30 minutos de aquecimento.

A equacgdo codificada que expressa a dureza dos géis mistos em funcéao

das variaveis estudadas foi:

Dureza= 239,693 + 55,476 (proteina) + 0,5 (temperatura) + 34,379 (proteina)®
+ 36,318 (proteina x temperatura) - 3,291(temperatura)®
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Figura 5 Superficies de resposta (A) e graficos de contorno (B) relacionados

com a resposta de mastigabilidade e gomosidade de géis mistos aquecidos
durante 30 minutos.

As equacbes codificadas que expressam a mastigabilidade e gomosidade

dos géis mistos em fungdo das variaveis (proteina e temperatura) estudadas sao:

Gomosidade= 224,753 + 97,765 (proteina) + 21,767 (temperatura)
+0,301 (proteina)? -18,65 (proteina x temperatura) - 16,541 (temperatura)®

Mastigabilidade= 230,137 + 102,421 (proteina) + 21,414 (temperatura)
—2,821(prc:ﬂte|'nel)2 - 39,475 (proteina x temperatura) - 17,766 (temperatura)?

225



CAPITULO III - Artigo 4

Temperatura °C

T 42 6 00 0 12 15

Proteina
A B
1,
44
4,2 B 0037 o) T ;
““ 1)0 ) O'FIQ :
E 08 0,201 L]
s o319 =
0 []043 £ 65
g 04 10557 e
& 02 0675 o
0.0 I 0794 o
% 0.2 B 0912 £
. 1032 Q 55
A I S Bl above = >
i . <
%;’% ® & o : N
% % e, q}‘— e
o S\ 32 40 6.0 80 88

Proteina

Figura 6 Superficies de resposta (A) e graficos de contorno (B) relacionados

com a resposta de elasticidade e coesividade de géis mistos aquecidos durante
30 minutos.

As equacgdes codificadas que expressam a elasticidade e coesividade dos
géis mistos em funcéo das variaveis (proteina e temperatura) estudadas s3o:

Coesividade= 0,94 + 0,191 (proteina) + 0,074 (temperatura) - 0,139 (proteina)?

-0,18 (proteina x temperatura) - 0,047 (temperatura)?

Elasticidade= 1,00 + 0,12 (proteina) + 0,063 (temperatura) - 0,095 (proteina)?

-0,135 (proteina x temperatura) - 0,025 (temperatura)?
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4 CONCLUSAO

A concentragdo de proteina foi a variavel independente que gerou efeitos
positivos, influenciando de forma significativa a textura dos géis, ou seja, quanto
maior a concentracdo de proteina, mais firme foi o gel. E a temperatura
apresentou efeito negativo, particularmente em baixas concentragdes de proteina.

Dos tempos de aquecimento estudados, os géis apresentaram melhor
aparéncia quando aquecidos por 30 min; tempos inferiores nao foram suficientes
para manter a estrutura dos géis em todas as condi¢cdes estudas e tempos de
aquecimento superiores produziram géis nao homogéneos e de elevada sinérese
na maioria dos ensaios.

De todas as condicdes estudadas, apenas na condi¢do de 3,2% de proteina,
solugdes aquecidas a 65°C durante 10 min n&o formaram géis.

As melhores percep¢des de firmeza foram observadas em amostras com 6%
de proteina. Comparando-se as curvas de contorno, observa-se que esta faixa
esta otimizada no ponto central, 0 que corresponde entre 220 e 260g-forca, no

tempo de aquecimento de 30 min.
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CARACTERIZACAO DO PERFIL DE TEXTURA DE GEIS
DE GELATINA BOVINA (G6B) E DA MISTURA WPI/GB
(60:40): INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE
PROTEINA E DA TEMPERATURA

J.A. ROMAN, V.C. SGARBIERI

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi o de verificar a influéncia da variavel
concentragdo de proteina (3,2 a 8,8%) e da temperatura de aquecimento (51 a
79°C) sobre o perfil de textura de géis de gelatina bovina (GB) e do isolado
protéico de soro de leite bovino (WPI), comparados aos géis combinados na
proporgdo 60% WPI e 40% GB. Foi utilizado um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR), de 11 ensaios. O perfil de textura foi determinado em
texturémetro TAX-T.. Ndo se conseguiu obter géis de WPl nas condigoes
estudadas, apenas observou-se um aumento da viscosidade. Os géis de gelatina
apresentaram-se firmes e gomosos nas maiores faixas de concentracdo de
proteina e temperatura de desnaturag&o. Dureza e gomosidade apresentaram
diferencas estatisticas em todos as condigoes, exceto na interagdo proteina x
temperatura. No entanto a mastigabilidade apresentou valores significativos nas
variaveis lineares, quadraticas e sua interagdo. Verificou-se que a variavel
proteina exerceu um efeito positivo, ou seja, quanto maior a concentragdo de
proteina, mais firme foi o gel. Ao contrario, a temperatura exerceu um efeito
negativo, ou seja, quanto maior a temperatura de aquecimento do gel, menor a
dureza, mastigabilidade e gomosidade. Os valores médios de elasticidade
(0,93+0,029) e coesividade (0,94+0,006) nao foram indicativos da modificacdo da
textura dos géis de gelatina. Os géis de gelatina apresentaram valores de dureza
entre 375 e 1176 g-forca e os géis mistos de 196 e 395 g-forga. O maior valor de
dureza para ambas as amostras foram obtidas com 8,8% de proteina (nivel
+1,41). Nas mesmas condigbes de concentracdo de proteina e temperatura de

aquecimento os valores de dureza para 0s géis de gelatina foram mais elevados,
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sugerindo que os géis mistos possuem estrutura menos rigida, pois 60% deste

sdo compostos de WPI e apenas 40% de gelatina.

Palavras-chave: gelatina, soro de leite, gel misto, perfil de textura, superficie de

resposta

SUMMARY

The objective of the present study was to verify the influence of the protein
variable (3.2 to 8.8%) and of the temperature (51 to 79°C) on the texture profiles of
bovine gelatin (GB), a whey protein isolate (WPI) and a mixture 60%:40% WPI:GB
protein gels. The statistical planning used was a Central Composite Rotational
Design (CCRD), evolving 11 experiments. The texture profiles were determined in
a TAX-T2 Texturomether. No WPI gels could be obtained under the conditions
studied, only an increase in viscosity was observed. The gelatin gels exhibited high
hardness and gomosity at the highest protein concentration and hardness and
gomosity were statistically significant under all experimental conditions, except for
protein x temperature interaction. Chewiness presented significative values for
linear, quadratic and interactions. The independent variables protein concentration
exerted the most positive effect; the higher the concentration the high firmness of
the gels. On the other hand temperature showed, in most cases, a negative effect,
i. e, the higher the temperature the lower the hardness, chewiness and gomosity.
The average elasticity value (0.93+0.029) and coesivity (0.94+0.006) were not
indicative of the texture modification observed in the gelatin gels. The gelatin gels
presented hardness values in the range between 375 and 1176 g-force while in
the mixed (60:40 WPI:GB) gels measurred hardness was in the range 196-395 g-
force. The highest hardness value for both types of gels were obtained with 8.8%
protein. Under same conditions of protein concentration and temperature the
hardness value was higher for the gelatin gel than for mixed 60:40% WPI/GB gels,
suggesting that mixed gels with 60%WPI:40%GB are softer and less compact than
pure gelatin gels.

Key words: gelatin, milk whey, mixed gel, texture profile, surface response

methodology
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1 INTRODUGAO

A gelatina é uma proteina de origem animal, solivel em agua (em
temperaturas entre 38-40°C), resultante da hidrélise do colageno proveniente de
0ssos, peles e tecidos conectivos de suinos e bovinos (CARVALHO, 2002). E
produzida em larga escala, a pregos relativamente baixos, justificando assim o
grande interesse e exploracéo de suas propriedades funcionais (CARVALHO e
GROSSO, 20086).

A gelatina é um dos hidrocoldides mais populares e amplamente utilizados
na indastria de alimentos (confeitos, produtos carneos, laticinios, etc),
farmacéutica (capsulas) e fotografica (POPPE, 1997; CHO et al., 2004; BIGI et al.,
2004).

Em virtude da variedade de fontes de colageno (provenientes de 0ssos,
peles bovinas, suinas e tecidos conectivos) e dos diferentes métodos de
producdo, as gelatinas comerciais apresentam diferencas em suas propriedades
fisicas e quimicas. Elas podem variar em composicdo e na seql':uéncia de
aminoacidos das cadeias polipeptidicas, no ponto isoelétrico (pl) e no peso
molecular (CHARLEY, 1992), além de avaliadas pela sua viscosidade,
granulometria e poder de geleificagao ou bloom; podendo ser encontrada
comercialmente entre 50 a 300 bloom.

A composigéo quimica da gelatina, como o colageno (CARVALHO, 2002), &
composta de 18 aminoéacidos tendo como caracteristica peculiar alto teor de
glicina (33%), prolina e hidroxiprolina (22%) (JOHNSTON-BANKS, 1990).
Entretanto, ndo & uma proteina completa devido a4 auséncia do aminoacido
essencial triptofano (BENDER et al, 1953) e niveis bastante baixos de
aminoécidos sulfurados como metionina e cistina.

A capacidade de formar gel € uma importante propriedade funcional das
proteinas para se obter desejavel textura e caracteristicas sensoriais dos
alimentos (TOTOSAUS et al., 2002). Com o aumento da concentragdo de proteina
ocorre a modificaco da textura dos géis, resultando em aumento da firmeza e
intensificando a retencdo de agua pela matriz. De modo geral, usam-se na
geleificacdo concentragdes protéicas de 5-12% e temperaturas de 60-110°C

(IPSEN et al, 2002). A gelatina é o agente mais versatil, utilizado para a
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modificagdo da textura de alimentos (HAUG et al.,, 2004), pois forma géis em
baixas concentracoes.

As condicoes externas (temperatura, pH e forga ibnica) equilibram as forgas
atrativas e repulsivas  proteina-proteina e  proteina-solvente  que,
consequentemente, afetam as taxas de desnaturacdo e de agregacao,
determinando assim a estrutura final do gel (ERRINGTON e FOEGEDING 1998;
HUDSON et al., 2000). A dureza do gel e as propriedades fisicas s&o as principais
condicdes influenciadas pela extragao da gelatina (USTA et al., 2003).

Recentemente, consideravel interesse tem sido dado ao estudo de misturas
de proteinas/polissacarideos (TURGEON e BEAULIEU, 2001, FONKWE et al.,
2003; EL-GARAWANY e EL-SALAM, 2005; BOLAND et al, 2005; TORRES, 2005;
BERTRAND e TURGEON, 2007) e proteina/proteina (LUPANO, 2000; COMFORT
e HOWELL, 2002: ROESCH et al., 2004; PAZ, 2004) nos setores académico e
industrial.

O objetivo desse estudo foi o de verificar a influéncia da concentracéo de
proteina e da temperatura de aquecimento sob o perfil de textura de géis de
gelatina bovina (GB) e do isolado protéico de soro de leite bovino (WPI),

comparados aos géis combinados na propor¢éo 60% WPI e 40% GB

2 MATERIAL E METODOS

MATERIAL

A Gelatina bovina, tipo A, produzida por hidrélise acida, lote PFL 196/04, foi
cedida pela empresa Gelita, Cotia-SP. Segundo dados do fabricante, apresenta
240 bloom, viscosidade de 33-42 mPs, teor de proteina de 83%, umidade entre 8
e 13%, contetido de cinza inferior a 2,0% e pH entre 5,0-6,0.

Utilizou-se o isolado protéico de soro de leite ALACEN 895, produzido por
troca iénica e ultrafiltragéo, com reduzido teor de lactose e gordura, adquirido da
NZMP®, New Zealand Milk Products, Séo Paulo, Brasil.

A mistura protéica na propor¢do 60:40 (WPI:GB) utilizada foi baseada no
valor nutritivo de misturas entre WPI e hidrolisados de coladgeno bovino (HCB),
determinado por ZIEGLER (2006), em que através de ensaios biolégicos com

236



CAPITULO III - Artigo 5

ratos Wistar recém desmamados, chegou-se a composigdo aminoacidica mais
indicada, levando-se em consideragdo aspectos nutricionais e econdémicos e

tendo-se por base o perfil de aminoacidos essenciais proposto pela FAO/WHO
(1990).

METODOS

2.1 Determinagido da composigdo centesimal

Os teores de umidade, solidos totais, cinza e proteina bruta foram
determinados de acordo com os procedimentos descritos no manual da AOAC
(1990).

Os s6lidos totais foram obtidos pela diferenga entre o peso total da amostra
e o contetido de umidade por secagem em estufa a 105°C até peso constante. O
teor de cinza foi determinado pela incineragdo da amostra em cadinhos de
porcelana (30-40mm de diametro e 25-50mm de altura) em mufla a 550°C, até
peso constante.

A proteina bruta foi determinada pelo método semimicro-Kjeldahl,
multiplicando-se o teor de nitrogénio (%N) pelo fator 6,38 para o WPl e 5,665 paraa
gelatina. Para a mistura usou-se fator corrigido 6,02 calculado, tendo por base a
%N e as proporcdes conhecidas das duas proteinas na mistura. Os carboidratos e
lipidios totais foram estimados por diferenga, subtraindo-se de 100% a soma dos

valores obtidos nas demais determinagoes.
2.2 Delineamento experimental

Neste trabalho foi utilizada a metodologia do planejamento experimental e
da andlise de superficie de resposta para verificar de uma forma sistematica os

efeitos da concentracdo de proteina e temperatura nas caracteristicas dos géis

isolados e combinados.
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Essa metodologia foi escolhida por ser uma ferramenta que permite avaliar
o efeito de cada varidvel individualmente, bem como as interagbes (efeito
sinérgico ou antagdnico) entre elas. Um outro fator positivo no uso desta técnica é
a possibilidade de otimizar mais de uma resposta simultaneamente, caso muito
comum em processos multivariaveis.

Géis simples de WPI e de gelatina e em combinac&o na proporgédo 60:40
foram elaborados através da geleificagao termicamente induzida, em diferentes
condigbes experimentais, variando-se a concentragao de proteina entre 3 e 9% e
temperatura de aquecimento (50-80°C), mantendo-se fixo o pH (6,5 em tampéao
fosfato 0,05M) e o tempo de aquecimento (30 minutos).

Foi utilizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
analisando a porcentagem de proteina e a temperatura de aquecimento
caracteristicas de textura dos geéis (dureza, elasticidade, mastigabilidade,
gomosidade e coesividade), totalizando 11 ensaios (RODRIGUES e IEMMA,
2005). As Tabelas 1 e 2 apresentam os niveis estudados e a matriz dos ensaios

realizados de superficie.

Tabela 1 Niveis das variaveis na avaliacdo do perfil de textura de géis mistos,
utilizando-se um delineamento composto central rotacional: influéncia da

concentracao de proteina e da temperatura de aguecimento.

L Niveis
Variaveis
-1,41 -1 o* +1 +1,41
Concentracao de proteina (%) 3,2 4.0 6,0 8,0 8,8
Temperatura (T °C) 51 55 65 75 79

* Ponto central
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Tabela 2 Matriz do delineamento composto central rotacional, com valores

codificados e reais em fungéo da concentracéo de proteina (%P) e da temperatura

(T °C).

Ensaio Valores Codificados Valores Reais
%P T°C %P T°C

1 -1 -1 4,0 55

2 1 -1 8,0 55

3 -1 1 4,0 75

4 1 1 8,0 75

5 - 1,41 0 32 65

6 + 1,41 0 8,8 65

7 0 -1,41 6,0 51

8 0 +1,41 6,0 79

9 0 0 6,0 65

10 0 0 6,0 65

11 0 0 6,0 65

2.3 Perfil de textura

Amostras a temperatura ambiente, com 2,0cm de diédmetro e 1,0cm de

altura, foram comprimidas por um probe cilindrico acrilico de fundo chato com 5

cm de diametro; ja os relutados obtidos da curva forga x tempo foram calculados

pelo programa Texture Expert versdo 1.11 para TPA (Texture Profile Analysis).

A curva obtida para cada amostra resultou de dois ciclos de compressao

que sdo relativos a parametros mecanicos da amostra, sendo dureza,

mastigabilidade, gomosidade, elasticidade e coesividade as caracteristicas de

interesse deste estudo, das quais 3 parametros foram medidos pelo equipamento:

dureza, coesividade e elasticidade, e dois foram calculados; mastigabilidade e

gomosidade.

239



CAPITULO III — Artigo 5

Os perfis de textura dos géis obtidos foram analisados segundo método
descrito por JU e KILARA (1998), em texturbmetro modelo TAX-T2 (Stable
Microsystens SMS, Surrey, UK).

As condigbes de medida foram padronizadas em probe de calibracéo de
40mm, forca de compressa@o de 5g e 50% de compressao, velocidade pré-teste,
no teste e pos-teste de 3mm/s. Foram analisados seis géis resultantes de cada

condi¢do estudada.

2.4 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente segundo a
metodologia de superficie de resposta, ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05).
O Software Statistica for Windows versdo V foi utilizado para calcular os
coeficientes de regressao, andlise de variancia (ANOVA) e coeficientes de
correlagdo do modelo, bem como para gerar as superficies de resposta
(RODRIGUES e IEMMA, 2005; CALADO e MONTGOMERY, 2003; NETO et al.
1995).

Equacdes polinomiais de segunda ordem foram ajustadas para os dados
experimentais do planejamento fatorial completo. As variaveis n&o significativas a

95% de confianca foram colocadas no residuo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagdo das amostras

A composigéo centesimal dos isolados protéicos estudados é apresentada na
Tabela 3. O componente de maior concentragao foi a proteina, variando entre 83 e
90,8% para as trés amostras. Ndo houve diferenga estatistica quanto ao teor de

proteina entre o WPI e a mistura, tendo sido estatisticamente inferior para a
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gelatina (p<0,05). Solidos totais, umidade e cinza diferiram significativamente entre
as trés amostras analisadas.

Segundo informacdes do fabricante, o WPI contém ainda em sua composicéo
(mg/100g amostra) sédio 600mg, potassio 300mg, calcio 100mg e fésforo 70mg.
Os teores de cinza e de proteina da gelatina s&o os mais baixos dos trés

concentrados, e o de umidade o mais elevado.

Tabela 3 Composi¢do centesimal do isolado protéico de soro de leite bovino

WP, gelatina bovina (GB), mistura protéica WPI/GB na proporcéo 60:40%.
(WPI), g (GB), p proporg

Componentes WPI Gelatina Mistura 60:40%
Sdlidos totais 95,5+0,34° 88,1+0,06° 92,6+0,11°
Umidade 4,5+0,34° 11,9+0,06° 7,4+0,10P
Proteinas 90,8+1,06° 83,1+0,56° 87,7+0,33?
Cinza ’ 1,8+0,07° 0,7+0,03° 1,3+0,01°
Diferenga™ 29 4,4 3,6

*Diferenga = 100 — (proteina + cinza + umidade). Resultados s&o medias de 4
determinaces analiticas + desvio padrdo. Letras Diferentes (linhas) indicam
diferencas estatisticas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

3.2 Géis de isolado protéico de soro de leite (WPI)

O WPI, usado isoladamente, ndo formou gel em nenhuma das condigoes
estudadas de concentracdo de proteina e temperatura, apenas ocorreu um
aumento da viscosidade da solugao.

Em concentragdes superiores as utilizadas neste estudo, pesquisadas por
ANTUNES et al. (2003), descreveu-se a formagéo de géis de concentrado protéico
de soro de leite elaborados com concentragéo protéica variando entre 8 e 12%, pH
entre 4,0 e 5,2 e temperatura e tempo de desnaturagao variando entre 81 € 89°C e
15 e 27min.

Acredita-se que o aguecimento (desnaturacéo) tenha sido insuficiente para

formacdo de géis firmes de WPI nas condigbes de concentragao de proteina
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testadas (3,2; 4,0; 6,0; 8,0; 8,8%) no presente estudo. Para DAMODARAM (1994),

em proteinas globulares, a faixa de temperatura 6tima para geleificagédo é definida

pela sua temperatura de desnaturacdo. Para o processo de geleificacéo das
proteinas do soro s@o necessarias concentragdes de proteina variando de 6-12%,
dependendo do pH (BRANDENBERG et al., 1992) e das temperaturas, na faixa de
70 a 90°C (MORR e HA, 1993).

Em concentracbées mais baixas de proteina, a formagéo de uma rede
protéica de gel é dificil de ser estabilizada, além disso, leva-se em conta que ha
somente um aumento na viscosidade, ao invés de formagdo de gel. A taxa de
geleificac&o inicial do soro de leite varia em fung&o da concentragéo de proteina
(TORRES, 2005).

Segundo MORR e FOEDING (1990), dispersdes com 8 e 10% de proteina e
pH 3,5, aquecidas a 80°C/30 min, ndo formaram géis em todas as condigbes
testadas, apenas uma disperséo viscosa. Provavelmente as interagbes protéicas
intramoleculares, em baixas concentracdes, foram insuficientes para a formacéo

da estrutura protéica do gel.

3.3 Géis de gelatina

Solugdes de gelatina formam géis transparentes quando resfriadas a
temperaturas proximas a 35°C, em concentragdes acima de 1%. Sugere-se que as
estruturas B-pregueada estdo presentes em géis de gelatina, promovendo a
jungao de zonas ricas em glicina, prolina e hidroxiprolina (Gly-Pro-Hyp), que séo
importantes na formacéo da regiao da triplice hélice, sendo estas estabilizadas por
pontes de hidrogénio e atragdes de Van der Walls entre os residuos imino (Pro-
Hyp) de diferentes cadeias (SEGTANAN e ISAKSSON, 2004).

Nas condigbes estudadas de concentracdo de proteina (entre 3 e 9%) e
temperatura de aquecimento (50-80°C), em todos os experimentos ocorreu a
formacao de géis. Na Tabela 4 e Figura 1 estdo representadas as respostas de
dureza, mastigabilidade, gomosidade, coesividade e elasticidade expressas pelo

valor médio de seis repetigoes.
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Segundo POPPE (1997), a forca do gel depende da concentracdo de
gelatina, tendo as gelatinas comerciais forca de gel (bloom strenght ou bloom)
entre 50 e 300 bloom para uma concentragdo de gelatina de 6,67%, variando
inversamente com a temperatura. Segundo o mesmo autor, a conversdo sol-gel &
reversivel e pode ser repetida, ou seja, géis de gelatina comecam a se liquefazer,
tornando-se termorreversiveis, o que € uma propriedade altamente desejavel, pois
tendem a se desfazer na boca.

Nas condicbes dos ensaios 3 (4%, 75°C) e 8 (6%, 79°C) a dureza,
mastigabilidade e gomosidade, apresentaram valores minimos, inferiores a 400. O
que pode ser determinado pela elevagdo da temperatura (niveis 1 e 1,41), com
possiveis rupturas das pontes de hidrogénio que estabilizam a estrutura da

gelatina.

Tabela 4 Géis de gelatina em fungdo da concentragéo de proteina (%P) e
temperatura (T°C), analisados quanto ao perfil de textura (mastig=

mastigabilidade, gomo= gomosidade, coes= coesividade, elast= elasticidade).

Valores

Codificados Reais Resposta

Dureza(g) Mastig."! Gomos." Coesiv." Elastic.

%P T°C %P T°C

1

1 -1 -1 40 6&5 607,7 539,5 566,4 0,93 0,95
2 1 -1 80 55 1083, 1 9036 1018,5 0,94 0,89
3 -1 1 40 75 375,3 329,3 353,1 0,94 0,93
4 1 1 80 75 682,4 583,4 644,6 0,94 0,90
5 -1,41 0 32 65 4758 423,7 440,7 0,93 0,96
6 1,41 0 88 65 1176,6 1075,4 1106,9 0,94 0,97
7 o 141 6,0 51 813,6 697,7 762,4 0,94 0.91
8 o 1,4 60 79 408,5 367,7 386,3 0,85 0,95
9 0 0 6,0 65 723,8 592,5 675,8 0,93 0,88
10 0 0 6,0 65 696, 1 615,4 655,6 0,94 0,94

11 0 0 6,0 65 676,2 596,4 636,2 0,94 0,94

T medidas adimensionais.
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Figura 1 Perfil de textura de géis de gelatina elaborados em pH 6,5, aquecidos
durante 30min, variando-se a concentragdo de proteina (3,2 a 8,8%) e a

temperatura de aquecimento (51-79°C).
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No ponto central (ensaios 9,10, 11), no qual se estudou a textura dos géis

de gelatina, elaborada com de 4% de proteina, aquecimento de 65°C por 30 min.,
os valores destes atributos ficaram entre 550 e 750. Os valores médios de
elasticidade (0,93+0,029) e coesividade (0,94+0,006) n&o foram indicativos da
modificacdo da textura dos géis de gelatina estudados em funcéo da concentracao
de proteina e da temperatura.

3.3.1 Analise dos efeitos

As variaveis lineares, quadraticas e suas interacbes fazem parte dos
modelos para compor as superficies de resposta. A analise dos efeitos das

variaveis independentes esta mostrada na Figura 2 e Tabela 5.

Tabela 5 Coeficiente de regressdo para as repostas: dureza, mastigabilidade,
gomosidade, elasticidade e coesividade de géis de gelatina aquecidos por 30
minutos em diferentes concentracbes de proteina e temperatura (mastig=

mastigabilidade, gomo= gomosidade, elast= elasticidade, coes= coesividade).

Variaveis independentes  Dureza (g) Mastig.” Gomo." Elast." Coes'.

Média 698,68* 601,45* 655,89* 0,920* 0,937*
% Proteina (L) 221.70% 192,49* 210,72* -0,009 0,003
% Proteina (Q) 55,88* 60,99* 51,86* 0,015 -0,001
Temperatura T°C (L) -150,74* -124,64* -139,89* 0,006 0,003
Temperatura T°C (Q) -51,70* -47.41* -47,88* -0,002 0,004
% Proteina x T°C -42,06 -27,48* -40,17 0,008 -0,003

* significativos a 95% de confianga (p < 0,05).
! medidas adimensionais; (L):linear; (Q):quadratica.

A dureza e gomosidade apresentaram diferengas estatisticas em todos as
condicées, exceto na interagdo proteina x temperatura. No entanto, a
mastigabilidade apresentou valores significativos nas variaveis lineares,

quadraticas e sua interagéo.
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Figura 2 Efeitos na dureza, mastigabilidade e gomosidade (A) e elasticidade e
coesividade (B) de géis de gelatina: %P: proteina, T°C: temperatura, L: linear,

Q:quadratica.
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O que pode ser verificado foi que a variavel proteina exerceu um efeito
positivo, ou seja, quanto maior a concentragcéo de proteina, mais firme foi o gel. A
temperatura, pelo contrario, exerceu um efeito negativo, ou seja, quanto maior a
temperatura de aquecimento do gel, menor a dureza, mastigabilidade e
gomosidade.

Observou-se que as variaveis independentes estudadas neste
planejamento experimental ndo foram significativas quanto aos paréametros de
elasticidade e coesividade, pois a diferenca entre uma amostra e outra quando o
experimento passou do menor para o maior nivel estudado foi minimo, nao
significativo, entéo, a 95% de confianga, respectivamente 3,2 e 8,8% de proteina e
51e79°C.

3.3.2 Analise de variancia e coeficientes de regressao

A Tabela 6 apresenta a andlise de variancia (ANOVA) para o ajuste dos

modelos linear e quadratico.

Tabela 6 Analise de variancia e coeficiente de determinacdo a 95% de confianca
(p<0,05) de géis de gelatina (mastig= mastigabilidade, gomo= gomosidade, elast=

elasticidade, coes= coesividade).

Parametros Dureza (g) Mastig.” Gomo." Elast.” Coes’.
Fcalculado 69,72 2852 72,43 0,46 3,40
Ftabelado 505 5.00 5,05 5,05 5,05
Fcalculado/ Ftabelado 13,80 5,25 14,34 0,09 0,67
Variagao explicavel (R2%) 9859 9637 9864 31,27 7629

" medidas adimensionais

O teste F confere significancia estatistica ao modelo. A regresséo €
estatisticamente significativa se o valor de F calculado for maior que o valor de F
tabelado. Observa-se, na Tabela 6, que os parametros de dureza, mastigabilidade

e gomosidade avaliados apresentaram Fcaicuiado > Ftabetado.
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Segundo BOX, DRAPER (1987), para que uma regressao n&o seja apenas
estatisticamente significativa, mas também Util para fins preditivos, a razao entre a
média quadratica da regresséo e a média quadratica do residuo (MQr/MQ;, que
corresponde ao Feacuiado) deve ser no minimo 10 vezes maior que o valor de Fiqn2
(Ftaberado)-

Os modelos para as variaveis independentes de dureza, mastigabilidade e
gomosidade apresentaram bons ajustes (R’= 0,99; 0,96 0,99, respectivamente) e
as razdes Feaculado / Ftabelado @0 Nivel de 5%, foram de 13,8 e 14,3, respectivamente,
para a dureza e gomosidade (produto dureza x coesividade), o que indicou modelo
preditivo para ambas.

Os modelos das demais respostas apresentaram bons ajustes, exceto para
a elasticidade, que obteve uma % de variagdo explicada de 31,27% pois a
variacdo total da média nao foi explicada pela regressao.

As equacdes que expressam os atributos de textura estudados (respostas)
para a obtencdo dos géis, e que geraram as superficies de resposta (Figura 3),

estdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 Equacdes quadraticas que expressam os atributos de textura estudados

para os géis de gelatina com influéncia da concentragdo de proteina e da

temperatura.

Resposta Equacgoes

Dureza z= 698,68*+221,70x*150,74y*+55,88x°*- 42,06x.y - 51,70y** )
Mastigabilidade 7= 601,45*+192,49x*-124,64y*+ 60,99x** -27 48x.y*- 47, 41y**
Gomosidade 7= 655,89*+ 210,72x* 139,89y*+51,86x**- 40,17x.y - 47 88y>*
Elasticidade z=0,92*- 0,009x + 0,008y + 0,015x*+ 0,007x.y - 0,002y”
Coesvidade z= 0,94*+ 0,003x + 0,003y - 0,001x2- 0,002x.y + 0,004y?

*Diferencas significativas a 95% de confianga.
z= resposta, x = concentragao de proteina, y = temperatura,
X.y= interacdo concentragao proteina x temperatura.

Todas as varidveis do processo, bem como a interagdo proteina X
temperatura, foram significativas para a mastigabilidade, compondo o modelo

quadratico (Tabela 5). Por outro lado, nas respostas dureza e gomosidade,
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apenas a interagao nao foi significativa e, para a coesividade e elasticidade n&o foi
possivel estabelecer uma equagéao significativa no modelo linear.

As variacoes nos dados experimentais obtidos nos ensaios mostraram que
a dureza, mastigabilidade e gomosidade foram as variaveis que influenciaram a
textura dos géis de gelatina de forma mais significativa do que a elasticidade e
coesividade, sendo a concentracdo de proteina a variavel que exerce efeito
positivo significativo.

As superficies de resposta mostradas na Figura 3 indicam que o aumento
da temperatura para o nivel superior, que corresponde a 79°C, exerce um efeito
negativo para os atributos de dureza, mastigabilidade e gomosidade, pois os
valores encontrados sdo minimos. Esse mesmo fendmeno ocorre com a
coesividade dos géis de gelatina, mas somente com 0s menores niveis de
temperatura estudados (51 e 55°C).

Fica evidente que o aumento da concentragdo de proteina, de 3,2 para
8,8%, resulta nos valores maximos dos atributos estudados, indicado pela area
mais escura dos graficos de superficie.

De acordo com a literatura, a formacgao de ligacdes para a estabilidade dos
géis é proporcional a concentragdo de proteina, ou seja, com o aumento da
concentracdo protéica ocorre modificagdo da textura dos geéis, resultando num
aumento da firmeza e intensificando a retengéo de agua pela matriz (MANGINO,
1984: TOTOSAUS et al., 2002; LOWE et al., 2003 e ANTUNES, 2003).
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Figura 3 Superficies de resposta das variaveis de dureza, mastigabilidade, gomosidade,

elasticidade e coesividade de géis de gelatina em fung&o da concentragéo de proteina e

da temperatura.
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3.4 Comparagdo dos géis de gelatina com os géis mistos (WPI:GB)

A Figura 4 compara os resultados obtidos dos perfis de textura de géis
(puros) de gelatina com géis mistos de WPI:GB, nas mesmas condicdes de
obtencdo. Diferencas evidentes podem ser observadas, pois valores bem
superiores de dureza, mastigabilidade e gomosidade foram obtidos para os geis
de gelatina e valores pouco varidveis para a elasticidade e coesividade.

As variaveis dependentes: dureza, mastigabilidade e gomosidade dos géis
de gelatina, apresentaram a mesma tendéncia que os géis mistos, elaborados
com 60% WPI e 40% gelatina bovina, sendo que nestes perfis obtiveram-se
valores mais baixos nos ensaios 1, 3 e 5, nas condigdes de menor concentragao
de proteina 4,0; 3,2 e 4,0%, respectivamente.

Ao se observar os perfis de elasticidade e coesividade, ndo s&o notadas
diferencas muito evidentes entre os experimentos, exceto nos ensaios 1 e 5, em
que foram encontrados valores bem inferiores desses atributos de textura para os
géis mistos.

Nas Figuras 5 e 6 estdo representadas as curvas de contorno e as
superficies de resposta da dureza de géis de gelatina comparados com a dureza
dos géis mistos. As andlise das superficies de resposta e de contorno levaram a
conclusido de que existem faixas na qual as respostas s&o maximizadas ou
minimizadas. As curvas de contorno (Figura 5), mostram uma diferenca
interessante na concentracdo de proteina inferior a 4%, pois os géis mistos ndo
apresentam a tendéncia crescente na dureza do gel com o aumento da
concentracdo de proteina quando o nivel passa de 3,2 para 8,8% como acontece
para gelatina, mostrando que ocorre uma possivel interacdo da gelatina com o
WP em temperatura inferiores a 65°C, modificando suas caracteristicas originais.

A gelatina apresentou valores de dureza entre 375 e 1176 g-forca e os géis
mistos de 196 a 395 g-forca (Figura 6). O maior valor de dureza para ambas as
amostras foram obtidas com 8,8% de proteina. Nas mesmas condigbes de
concentragéo de proteina e temperatura de aquecimento, 0s valores de dureza
para os geéis de gelatina foram mais elevados, sugerindo que os géis mistos
possuem estrutura menos rigida, pois 60% destes sdo compostos de WPI e

apenas 40% de gelatina.

251



CAPITULO III — Artigo 5

Mastigabilidade

Elastividade

—a— Gel Gelatina —=—Gel Misto

1200 +
1000 -
o 800 -
g 600 -
3 400 -
200 -
0 T T T T 7T T T
1 2 > 4 5
Ensaios
1200 -
1000 -
Q
800 - S
=)
w
o
£
<)
o
L T e S
1 2 3 4 5 6 7 8 PC
Ensaios
1,0 -
0,8 1
<4}
=}
0,6 - 8
>
0,4 - @
S
0,2
0.0 T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 PC
Ensaios

1200 -
1000 -
800
600
400 -

200

1,0 -
0,8
0,6
0,4 |

0,2

1

2 3 4 5 6 7 8 PC
Ensaios

DO_V_YII‘.III__I__'_F — T T

1

2 3 4 5 6 7 8 PC
Ensaios

Figura 4 Comparacéo dos atributos de textura dos géis mistos (WPI 60: GB40),

elaborados em tampdo fosfato 0,05M, pH 6,5 e aquecidos a 65°C por 30

minutos, com géis de gelatina elaborados nas mesmas condic¢des.
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Figura 5 Curvas de contorno da dureza dos géis de gelatina comparadas as do

gel misto (60WPI:40GB) em fungdo da concentragdo de proteina e da

temperatura de aquecimento.

Para optar entre uma faixa ou outra é recomendado, portanto, avaliar as

caracteristicas de interesse no produto, pois os dados de textura apresentados

como faixa 6tima podem n&o condizer com a textura étima do produto indicada por

testes sensoriais.

As diferencas observadas nos parametros apresentados no comportamento

de geleificacéo s&o modificadas, a principio, pelas alteragdes nos mecanismos de

agregacdo e estruturacdo das moléculas protéicas de sistemas mistos (TORRES,

2005).

O mecanismo de desnaturacdo, agregacgdo e gelificacdo das proteinas

globulares puras e em misturas, como no soro do leite, ainda nao foi
completamente elucidado (STADING et al., 1993; STADING et al., 1995; IKEDA e

MORRIS, 2002).
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Figura 6 Superficie de resposta da dureza do gel de gelatina comparado ao
gel misto (60WPI : 40GB) em fungdo da concentracdo de proteina e da

temperatura de aquecimento.
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4 CONCLUSAO

As variagbes nos dados experimentais obtidos nos ensaios mostraram que a
dureza, mastigabilidade e gomosidade s&o variaveis que influenciam a textura dos
géis de gelatina de forma mais significativa do que a elasticidade e coesividade.

A concentracdo de proteina foi a variavel independente que gerou efeitos
positivos, influenciando de forma significativa a textura dos geéis, ou seja, quanto
maior a concentracdo de proteina, mais firme foi o gel. E a temperatura
apresentou efeito negativo, particularmente em baixas concentragdes de proteina.

O WPI, usado isoladamente, ndo formou gel em nenhuma das condi¢Ges
estudadas de concentracdo de proteina e temperatura, apenas ocorreu um
aumento da viscosidade da solug&o.

Os géis de gelatina apresentaram valores bem superiores de dureza
sugerindo que os géis mistos possuem estrutura menos rigida, pois 60% destes
séo compostos de WPI e apenas 40% de gelatina.

O planejamento experimental elaborado permitiu, dentro do que é exigido em
termos praticos, uma boa descrigdo e previsdo do comportamento de geleificagao
dos géis mistos contendo 60% de isolado protéico de soro de leite bovino e 40%

gelatina bovina, em fungéo da concentragéo de proteinas e da temperatura.
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ANALISE FISICO-QUIMICA, MICROBIOLOGICA,
SENSORIAL E ATITUDE DO CONSUMIDOR DE
GELATINA DE ELEVADO VALOR NUTRICIONAL

J.A. ROMAN; S.N.T.G. MENDONCA; V.C. SGARBIERI

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o de elaborar formulagdes a base de gelatina
com melhor valor nutricional em relacdo a tradicional, pela adicdo de isolado
protéico de soro de leite (GM1, GM2 e GM3), na proporgéo de 60%, buscando-se
um produto com boa aceitabilidade sensorial. As formulagbes foram
caracterizadas quanto sua composi¢éo fisico-quimica (composigéo centesimal,
perfil de aminoécidos e informagdes nutricionais), perfil microbioldgico e sensorial
(teste de preferéncia, indice de aceitabilidade e intengdo de compra), além de
avaliar a atitude dos consumidores. Uma equipe composta por 65 julgadores
avaliou os atributos de cor, sabor, textura, aroma e aparéncia geral de trés
formulacdes. A atitude dos consumidores foi expressa em trés categorias:
“concordo’, “discordo” e “nem concordo/nem discordo” e por meio de frases
positivas ou negativas relacionadas & gelatina. A gelatina comercial (GC)
apresentou teores significativamente inferiores de umidade e proteina e
significativamente superiores de cinza em relagao as gelatinas elaboradas, pois o0s
teores de proteina foram de 10 a 13% superiores aos encontrados na gelatina
comercial. A aceitabilidade de todas as amostras foi superior a 70%. N&o houve
diferenca significativa quanto ao indice de aceitabilidade do produto geleificado
GM2 em comparacdo com a gelatina comercial, o que significa um indice
satisfatério no mercado consumidor. Dos provadores avaliados, 89% consomem
gelatina em casa, principalmente apés o almogo (65%), sendo preferidos os
sabores de morango (47%), seguido pelo de lim&o (13%), uva (10%) e abacaxi
(1%). A frequiéncia de consumo foi considerada elevada, pois apenas 4% dos

entrevistados disseram ndo consumir gelatina. Foi possivel elaborar um produto
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geleificado, de aceitabilidade sensorial elevada, semelhante a gelatina comercial,
mas com teor de proteinas 63% superior e de elevado valor nutritivo, por meio da

adicao do isolado protéico de soro de leite bovino, na proporgéo 60:40 WPI:GB.

Palavras-chave: gelatina, isolado protéico, analise sensorial, aceitabilidade.

SUMMARY

This work aimed at developing a gelatin with high nutritional value and
compare the acceptability of the developed products with a commercial sample.
The hedonic scale of nine points was used to evaluate the attributes of colour,
flavor, aroma and texture with a panel of 656 non trained members. Higher
averages were found for the texture in all products. Of the interviewed consumers,
89% consumed gelatin at home, mainly after lunch (65%), the preferred flavor was
strawberry (47%), lemon (13%), grape (10%) and pineapple (1%). Consumption
was assumed to be high since only 4% of the interviewed spoke as non gelatin
consumers. The gelatin with whey protein isolated from bovine milk, presented a
score of acceptability above 70% for the attributes of colour, aroma, consistency
(texture), flavor, which indicates an adequate acceptability when compared with the

commercial product.

Key words: gelatin, protein isolated, sensory analyses, acceptability

1 INTRODUGAO

Dois fatores prevalecem na decisdo de compra do consumidor: preco e
qualidade. Sabendo-se que um dos parametros de qualidade dos produtos
alimenticios € o sensorial, reforgca-se a importancia dos métodos de analise
sensorial, sendo esta ferramenta cada vez mais comumente utilizada na industria
de alimentos (AMBIEL, 2004).
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Alimentos modificados com propriedade de saide (COLLI et al., 2002) tém

sido investigados, pois suas propriedades vao além de sua qualidade
microbioldgica e sensorial, de tal maneira que a dieta hoje tem um papel cada vez
mais fundamental (PIRES et al., 20086).

Por este motivo, obter informagdes sobre as preferéncias e/ou aceitagao de
produtos alimenticios junto & populagéo torna-se relevante para a industria de
alimentos moderna (HOUGH et al., 1997; WARD et al., 1999). E isso se faz por
meio de testes sensoriais, com escalas que envolvem o0 uso de numeros,
expressdes verbais e/ou faciais ou linhas para expressar tanto a intensidade
percebida de um atributo em um alimento (dogura, acidez), como a opini&do de um
individuo com relagéo ao produto (MEILGAARD et al., 1991b; MONTEIRO, 1984).

Um dos tipos de escalas de intervalo mais comumente utilizados, na analise
sensorial de alimentos é a escala de categoria (STONE e SIDEL, 1993; LAWLESS
e HEYMANN, 1999); ja a escala hedodnica estruturada de 9 pontos (PERYAM e
PILGRIM, 1957) é a mais empregada para avaliar a aceitagéo de alimentos, pois
tem como principal vantagem a sua facilidade de entendimento e uso por
provadores n&o treinados, o que as tornam as opgoes preferenciais em testes com
consumidores (CARDELLO e SCHUTZ, 1996).

Os testes sensoriais possuem importantes vantagens, tais como ser capaz
de identificar a presenca ou auséncia de diferencas perceptiveis, definir
caracteristicas sensoriais importantes de um produto de forma rapida e
capacidade de detectar particularidades que néo podem ser detectadas por outros
procedimentos analiticos (MUNOZ et al., 1992).

A pesquisa de mercado é a melhor e mais confiavel ferramenta para
obtencéo de informagdes representativas sobre determinado publico-alvo. Além de
permitir o teste de novas hipéteses, conceitos ou produtos, a pesquisa de mercado
auxilia na identificacdo de problemas e oportunidades, e ajuda a tragar perfis de
consumidores e mercados (IBOPE, 2007).

A atitude é uma predisposigéo aprendida pelo individuo, formada a partir de
suas experiéncias e informagbes obtidas, as quais o influenciam a agir favoravel
ou desfavoravelmente em relagdo a um determinado “objeto”. Este “objeto” pode

ser um produto ou categoria de produtos, marcas, servigos, bens, pessoas,

265



CAPITULO IV - Artigo 1

conceitos/ idéias, propaganda, prego, canais de comércio, midia, entre outros
(SCHIFFMAN e KANUK, 2000).

Diante do exposto, entende-se que o mercado atual requer produtos que
atendam as expectativas de salde da populagé&o e ao mesmo tempo, tenham alto
valor nutricional. Assim, observando os beneficios das proteinas do soro de leite
bovino (SGARBIERI, 2004), pensou-se na elaboracdo de uma gelatina com valor
nutricional, ou seja, um produto que contenha proteina de elevado valor nutritivo,
que seja benéfico ao organismo e que também esteja vinculado a praticidade e
satisfatoriamente aceito pelo consumidor.

O objetivo deste trabalho foi o de elaborar uma gelatina com melhor valor
nutricional, através da adicdo de isolado protéico de soro de leite, e caracteriza-la
quanto sua composicao fisico-quimica, perfil microbiolégico e sensorial, além de

avaliar a atitude dos consumidores em relagéo a gelatina.

2 MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Foi utilizado isolado protéico de soro de leite (WPI) ALACEN 895, produzido
por troca idnica e ultrafiltragdo com reduzido teor de lactose e gordura, adquirido
da NZMP®, New Zealand Milk Products, Sdo Paulo, Brasil.

Gelatina bovina (GB), tipo A, produzida por hidrélise acida de pele bovina,
lote PFL 196/04, cedida pela empresa Gelita South América, Cotia-SP.

A proporgao na mistura protéica utilizada foi baseada no valor nutritivo de
misturas entre WPI e hidrolisados de colageno bovino (HCB), determinado por
ZIEGLER (2006) através de ensaios bioldgicos com ratos Wistar recém
desmamados. Chegou-se a composi¢cdo aminoacidica mais indicada, levando-se
em consideracao aspectos nutricionais e econdmicos, e tendo-se por base o perfil
de aminoacidos essenciais proposto pela FAO/WHO (1990).

Ingredientes como agucar, saborizante e gelatina comercial foram

adquiridos no mercado local. Acido citrico (Synth®, lote 90433, com 99,5% de
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pureza) e os corantes utilizados (amarelo crepusculo e vermelho bordeaux) foram
adquiridos como padré&o laboratorial.

METODOS
2.1 Testes preliminares de geleificagao

Foram estudadas caracteristicas de geleificagdo da gelatina bovina (GB)
adicionada de isolado protéico de soro de leite bovino (WPI) nas proporgoes entre
20 e 80%, variando-se a concentracdo de proteina da mistura de 6 a 46%, e
verificando-se a textura e aparéncia dos géis obtidos, a fim de estabelecer
condicbes adequadas para o processo de obtenc&o de um produto geleificado
misto.

Apos testes preliminares de formulagéo para adequagéo da textura,
analisou-se o sabor, cor e aroma de formulagbes de gelatina adicionadas de
isolado protéico de soro de leite bovino, além de ingredientes como agucar, acido
citrico, aroma artificial de morango e corantes artificiais amarelo creplsculo e

vermelho bordeaux.

2.2 Elaboragao das formulagoes

Baseados nos testes preliminares, trés formulagbes de gelatina contendo
WP| foram selecionadas e apresentadas a consumidores, a fim de verificar a
preferéncia através das observacdes dos atributos de cor, aroma, textura, sabor e
aspecto geral. Os ingredientes e suas proporgdes utilizadas na elaboragao das
amostras estao mostrados na Tabela 1.

Os ingredientes foram adequadamente pesados em balanca semi-analitica
para a obtengdo de cada formulag&o. Variagdes na quantidade dos ingredientes
foram realizadas com o objetivo de modificar o sabor e aparéncia dos produtos
geleificados, a fim de verificar a preferéncia dos consumidores durante a analise

sensorial.
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Tabela 1 Composig&o das formulagdes de gelatina (base seca) contendo isolado

protéico de soro de leite bovino (GM1, GM2, GM3).

Ingredientes Formulagao 1 Formulagdo 2  Formulagao 3
GM1 GM2 GM3
Proteina' WPI: GB 23,3% 21,5% 26,0%
Acucar 65,0% 64,4% 62,4%
Acido citrico 0,7% 1,2% 0,7%
Estabilizante 0,0% 4,4% 4,4%
Saborizante 11,0% 7,6% 5,6%
Corante 0,0% 0,7% 0,6%
Aromatizante 0,0% 0,2% 0,3%

' Fonte protéica contendo 60% de isolado protéico de soro de leite bovino (WPI) e
40% de gelatina bovina (GB).

2.3 Caracterizagédo das formulagoes

Apds a mistura dos ingredientes, a caracterizacdo das formulacdes foi
realizada quanto & composicéo centesimal (umidade, teor de proteina, lipidios e
residuo mineral), perfil de aminodcidos e andlise microbioldgica (contagem de
coliformes totais e termotolerantes, Staphylococcus aureus e Salmonella) nas trés
formulagGes de gelatina contendo isolado protéico de soro de leite, comparadas a
uma gelatina comercial disponivel no mercado consumidor. As analises foram
realizadas por um Laboratério credenciado, localizado na cidade de Cascavel-Pr,

que forneceu os resultados na forma de laudos técnicos.

Composigao centesimal: Seguiram-se os procedimentos descritos nos métodos
quimicos e fisicos para andlise de alimentos do Instituto Adolfo Lutz (1985) e
LANARA (1981). O teor de umidade foi realizado pelo principio da evaporacgéo de
agua. O teor de nitrogénio foi determinado pelo método de Kjeldhal. O calculo do

teor de proteina foi realizado multiplicando-se pelo fator 6,25 para as gelatinas
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mistas e 5,55 para a amostra comercial. O residuo mineral (cinza) foi determinado

tendo como principio a incineracdo da matéria seca.

Determinagao do perfil de aminoacidos: Para a determinagéo dos aminoacidos,
as amostras foram hidrolizadas (HCI 6N, 110°C, 22h) e fez-se a recuperacdo dos
aminoacidos livres. Uma aliquota de 25uL foi injetada no analisador (Dionex Dx-
300) para separagdo em coluna de troca catidnica e reagdo colorimétrica pos-
coluna com ninidrina. Solucdo padréo de aminoacidos Pierce (llinois, USA, lote:
03102467) foi utilizada para referéncia de calculo de cada aminoacido.

O triptofano, que é destruido durante a hidrélise acida, foi quantificado apds
a hidrdlise enzimatica, seguida de reagédo colorimétrica e posterior leitura em
espectrofotébmetro a 590nm. O teor de triptofano foi determinado a partir de uma

curva padrdo de concentragdes conhecidas (SPIES, 1967).

Analises microbiolégica: Estas compreenderam contagem de coliformes totais e
termotolerantes que foram realizadas de acordo com as técnicas de filtracdo em
membrana e através do método de plaqueamento e confirmagé&o em tubos, além
de pesquisa de Salmonela e Staphylococcus aureus que seguiram o0s
procedimentos descritos na Instrugdo Normativa n° 62, de 29 de agosto de 2003,
do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003a). As
andlises microbiologicas foram realizadas nas gelatinas elaboradas antes da
andlise sensorial, com o intuito de avaliar a qualidade e a seguranca

microbiolégica das formulagdes elaboradas.
2.4 Estimativa do valor nutricional

Os componentes nutricionais foram estimados segundo os critérios
estabelecidos na Resolugdo RDC n° 360, de 23 de dezembro de 2003, que € o

regulamento técnico sobre rotulagem nutricional de alimentos embalados
(BRASIL, 2003b;). O valor nutricional da amostra GM2 (contendo isolado protéico
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de soro de leite) foi comparado ao amostra comercial através dos dados contidos
na embalagem.

O célculo do valor energético foi estabelecido usando os fatores de
conversao de 4 Kcallg para carboidratos e proteinas e 9 Kcall/g para lipidios. O
percentual de valor diario recomendado (%VD) foi calculado nos valores diarios de
referéncia de nutrientes, sendo baseado em uma dieta de 2000 Kcal, na qual se
preconiza a ingestéo de 300g de carboidratos, 75g de proteinas, 55g de gorduras
e 2400 mg de sodio (ANVISA, 2005).

2.5 Critérios éticos

Como a coleta de dados envolvia seres humanos, seguiu-se foram
adotados os procedimentos recomendados pelo Conselho Nacional de Saude, de
acordo com seguindo a Resolucdo 196, de 10 de outubro de 1996, do Ministério
da Saude (1996) foram adotados. Para tanto, o projeto de pesquisa foi
encaminhado para a avaliagéo do Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade Assis
Gurgacz, Cascavel-PR, que concedeu parecer favoravel n°163/2007 (Anexo A).

Os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
estando cientes dos procedimentos envolvidos na analise sensorial. Nos casos de
individuos menores de idade, foi necessaria a autorizagdo. dos pais e/ou

responsaveis (Anexo B).

2.6 Analise sensorial

A analise sensorial € uma pratica laboratorial na qual se convidam
avaliadores, que se utilizam da complexa interagdo dos orgdos dos sentidos
(visdo, gosto, tato e audicdo), para medir as caracteristicas sensoriais e a
aceitabilidade dos produtos alimenticios e muitos outros materiais (WATTS et al.,
1992).
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Preparo das amostras: A preparagcdo das amostras seguiu o procedimento
padrdo; primeiramente fez-se a adigdo de agua quente e mexeu-se até dissolver
por completo, em seguida, adicionou-se agua fria. As solugdes, apds o preparo,
foram distribuidas em copos descartaveis de 50mL e armazenadas em geladeira
até o momento da degustacao

Os voluntarios provaram em cabines individuais e as amostras foram
apresentadas uma de cada vez, identificadas com nimeros de 3 digitos aleatorios.
Entre uma amostra e outra, foi recomendada a ingesta de agua. As respostas fora

anotadas em ficha propria (Anexo C).

Local da pesquisa e provadores: A analise sensorial foi realizada no laboratorio
de alimentos da Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR), campus
Toledo. Sessenta e cinco individuos, incluindo alunos do ensino médio (60%) e
servidores publicos da Universidade, representados por funcionarios
administrativos (15%) e professores (21%), constituiram a equipe avaliadora da
analise sensorial. De fato, 63% dos provadores pertenciam ao género feminino e
37% ao género masculino. A idade variou de 14 a 54 anos, sendo que a idade

média foi de 22 anos.

Teste de preferéncia: Os provadores avaliaram o quanto gostaram ou
desgostaram do produto, utilizando escala hedodnica estruturada de nove pontos
indo de 9 “gostei extremamente’ até 1 “desgostei extremamente” (CHAVES e
SPROESSER, 2005). Cor, aroma, textura, sabor e aspecto geral foram os

atributos avaliados.

indice de aceitabilidade: Os atributos, cor, aroma, sabor e consisténcia foram
calculados quanto ao indice de aceitabilidade (IA) (NEMATI et al., 2004), tendo
como base notas médias obtidas no teste de preferéncia. Para o calculo foi
adotada a seguinte expressdo matematica:
IA=Ax100
B

Em que, A = nota média obtida para o produto;
B = nota maxima dada ao produto;
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O IA com boa repercussdo tem sido considerado superior a 70%
(DUTCOSKY, 1996; MONTEIRO, 1984; CHAVES e SPROESSER, 2005).

Intengao de compra: Para avaliagido da intengao de compra foi utilizada a escala
estruturada de 5 pontos, na qual 5 representava a nota maxima "certamente
compraria”, e 1 representava a nota minima "certamente n&o compraria",
empregando-se para isso, os procedimentos descritos para analise sensorial
(MEILGAARD et al., 1991a; DAMASIO e SILVA 1996; SILVA, 1997).

2.7 Atitude do consumidor em relagdo a gelatina

Sessenta e cinco individuos fizeram parte da amostra, composta por alunos
do ensino técnico em gastronomia (60%) e servidores da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parand (UTFPR), Campus Toledo (40%). A idade dos
entrevistados variou entre 14 e 54 anos, com idade média de 22 anos. Cerca de
60% dos provadores pertenciam ao género feminino. Dessa forma, verificou-se
que os individuos que participaram da pesquisa foram basicamente jovens
consumidores.

Utilizou-se um questionario estruturado com perguntas pré-codificadas e
outras em que a resposta era anotada textualmente, totalizando 20 questoes
(Anexo D). Os dados foram coletados em junho de 2007.

A escala de atitude continha 9 itens (questdes) sobre gelatina, sendo 4 de
carater negativo e o restante de carater positivo. Os respondentes leram cada uma
das frases e expressaram o grau com que concordam ou discordam de cada item,
através da escala que melhor correspondesse a opinido do participante, expressa
em trés categorias: “concordo”, “discordo”, “nem concordo/nem discordo”. Tais
questdes foram baseadas na metodologia proposta por MUELLER (1986) e
BEHRENS e SILVA (2004).

Com a finalidade de caracterizar a populacdo entrevistada e obter
informagbes sobre seus habitos e consumo, foram incluidas perguntas sobre faixa
etaria, sexo, grau de escolaridade dos respondentes, bem como questdes
referentes a preferéncia e freqiiéncia de consumo de gelatina.
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2.8 Analise estatistica

A andlise estatistica foi efetuada pelo teste de variancia (ANOVA) e as
diferengas entre médias pelo teste de Tukey 5% de probabilidade, utilizando-se o
programa Statistica: Basic Statistics and Tables (STATSOFT, 1995).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composigao fisico-quimica das formulagdes

Composigdo centesimal: Na Tabela 2 aparecem os resultados da composigéo
centesimal das formulacdes das gelatinas elaboradas, adicionadas de isolado
protéico de soro de leite bovino (GM1, GM2 e GM3), comparadas a uma gelatina
comercial (GC).

Tabela 2 Caracterizacéo fisico-quimica (g/100g) das formulagbes de gelatinas,
adicionadas de isolado protéico de soro de leite (GM1, GM2, GM3), em
comparacéo a uma gelatina comercial (GC).

Analises (g/100g) Formulagdo Formulagdo Formulagé@o Formulagao
(base seca) GM1 GM2 GM3 GC
Umidade 2,5340,10° 2,42+0,1 13 1,9140,24™ 1,75+0,01°
Proteina® 2378+1,11* 23,26+1,03° 26,20+1,13% 13,46+0,1 6°
Gordura n.d’ n.d’ n.d’ n.d’
Residuo mineral (cinza) 0,5740,01°  0,53+0,01°  0,59+0,02° 2,35+0,07°
N&o determinado® 73,12 73,79 71,30 82,44

Resultados expressos pela média + desvio padréo (p>0,05). 'n.d, nao
determinada. 2Proteina: (N x 6,25) para as formulagbes mistas e Nx5,55 para a
gelatina comercial. °N&o determinado (carboidratos)= 100 — (umidade + proteina +
residuo mineral).
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Observa-se nos resultados das analises fisico-quimicas que nao houve
diferencas significativas nos teores de proteinas e do residuo mineral (cinza) nas
formulacdes adicionadas de WPI. A gelatina comercial (GC) apresentou resultados
significativamente inferiores em teores de umidade e proteina e significativamente
superiores em cinza comparada as gelatinas mistas.

Acredita-se que os valores nao determinados, calculados por diferenca,
correspondam ao conteudo de carboidratos (agucares) presentes nas
formulagdes. Em nenhuma das amostras estudadas foi determinado

analiticamente o teor de gordura.

Determinagdo da composi¢cdo aminoacidica: Na Tabela 3 encontram-se os
teores de aminoacidos essenciais (g/100g de proteinas) do WPI, GB e da mistura
WPI:GB, comparados com os padrées da FAO/WHO (1990) para pré-escolares e
adultos.

Tabela 3 Composicdo de aminodcidos essenciais dos produtos: isolado protéico
de soro de leite bovino (WPI), gelatina bovina, mistura 60:40 WPI/GB, base
protéica, comparados ao padrao de referéncia da FAO/WHO (1990).

Aminoacidos Padrao Padrao
(g/100g de proteina) FAO/WHO FAO/IWHO WPI Gelatina Mistura
Pré-escolares  Adultos 60:40
Treonina 3,4 0,9 47 1,9 3,6
Metionina + Cistina 2,5 1,7 8,0 * 3,6
Valina 3.5 1,3 4.8 28 3,6
Leucina 6,6 1,9 12,8 31° 9,2
Isoleucina 2,8 1,3 50 .52 3,6
Fenilalanina + Tirosina 8,3 1,9 6,8 2.5" 53°
Lisina 58 1,6 10,2 3,9° 8,0
Histidina 1,9 1,6 2,0 0,8° 1,4°
Triptofano 1,1 0,5 2,8 * 1,8
Escore Aminoacidos Essenciais (EAE) 1,0 0 0,8

* Aminoédcido n&o detectado na analise. *aminoacidos limitantes apenas para
criangas; ® aminoacidos limitantes tanto para criangas como para adultos.
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A gelatina apresenta-se deficiente em todos os aminodcidos essenciais, em
relacdo ao padrdo da FAO/WHO para prée-escolares, ndo sendo detectado
metionina, cisteina e triptofano. Pelo fato dos aminoacidos sulfurados e do
triptofano serem essencialmente inexistentes na gelatina, o EAE para a gelatina é
zero (0). A andlise da gelatina mostrou apenas 14 aminoacidos, tendo como
caracteristica peculiar alto contetido de glicina, hidroxiprolina e prolina.

O WPI apresenta excelente composigédo aminoacidica, atendendo a todas
as recomendacgdes para os aminoacidos essenciais com base no padrdo da
FAO/WHO (1990) para criangas na faixa etaria de 2,5 a 5,0 anos.

Para a mistura contendo 60% de WPI e 40% de gelatina, observou-se
deficiéncia de fenilalanina e tirosina para pré-escolares e histidina também para
adultos, consequéncia da deficiéncia destes aminoacidos na gelatina. E
importante observar a elevada concentragéo de lisina, leucina e triptofano no WPI,

refletindo-se no alto teor desses aminoacidos também na mistura.

Analise microbiolégica: Andlises microbioldgicas s&o importantes recursos para
monitorar a eficacia dos processos e as condigdes sanitarias de equipamentos e
utensilios que entram em contato com os alimentos, como também dos
manipuladores de alimentos (FRANCO e LANDGRAF, 1992).

A caracterizacdo microbiolégica das formulagbes de gelatina adicionadas
de isolado protéico de soro de leite, em comparagao a uma gelatina, comercial
esta mostrada na Tabela 4.

A legislacdo RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001, preconiza que coliformes a
45°C sejam inferiores a 1,0 x 10' UFC/g para os produtos a serem consumidos
apos adigdo de liquido (com emprego de calor min. 75°C durante 20 segundos),
portanto as amostras elaboradas estéo de acordo com os padrdes de referéncia
estabelecidos pela legislacdo vigente, em condigdes sanitéarias satisfatorias e

apropriadas para o consumo humano.
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Tabela 4 Caracterizacdo microbiolégica das gelatinas formuladas adicionadas de
isolado protéico de soro de leite (GM1, GM2, GM3), em comparagdo a uma
gelatina comercial (GC).

Amostras
Analises Microbiolégicas’

GM1 GM2 GM3 GC

Coliformes a 45°C (UFC/g)
Referéncia < 1,0 x 10'UFC/g

Coliformes a 35°C

of OxA0d <4010 <1000 <4.0x10

1 1 1 1
(UFC/g) <1,0x10" <1,0x10° <1,0x10" <1,0x10
Staphilococcus aureus <10x10' <10x10' <10x10' <10x10!
(UFC/g) ; , , ,

Salmonella Auséncia  Auséncia Auséncia Auséncia
(Auséncia em 25g9)

"Laudo Laboratorial. *Padrdao de referéncia: ANVISA (2001); UFC/g= Unidade

formadora de colbnia/g.

3.2 Informagdes nutricionais

Informacdes nutricionais da formulagéo de gelatina (GM2) contendo como
fonte protéica WPI:GB foram comparadas com as de uma gelatina comercial
(Quadro 1).

Observa-se que a gelatina mista (GM2), tendo por base WPI/GB na
propor¢cao 60:40, respectivamente apresentou teor de carboidratos e valor
energético semelhantes aqueles da gelatina comercial (GC). No entanto, o teor de
proteinas foi bem mais elevado, o que correspondeu a um aumento de 63%.
Dessa forma, atingiu-se o objetivo proposto de elaborar um produto geleificado
com teores mais elevados de proteinas de melhor valor nutricional, através da

adicao de isolado protéico de soro de leite bovino.
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Quadro 1 Informacdes nutricionais da gelatina formulada (GM2) comparadas a de

uma gelatina comercial (GC).

INFORMAGAO NUTRICIONAL
Po para gelatina 10g (1 colher de sopa)

Componentes GM2’ GC?

Quantidade por %VD* Quantidade por  %VD*

porcao porgao

Valor energético 39 kcal = 130 kJ 2% 37 kecal =129 kJ 2%
Carboidratos 7,49 3% 7,69 3%
Proteinas 2,49 3% 1.50 2%
Gordura total Og 0% Og 0%
Saodio 60mg 3% 97mg 4%

(*)% Valores Diarios de referéncia com base em uma dieta de 2.000 kcal ou 8400
kJ. Seus valores diarios podem ser maiores ou menores dependendo de suas
necessidades energéticas. Ndo contém quantidades significativas de gorduras
totais, gorduras saturadas, gorduras trans e fibra alimentar.

T Andlises fisico-quimicas.” Informacéo nutricional na embalagem da gelatina
comercial (GC).

3.3 Analise sensorial

Os produtos geleificados & base de WPLGB foram avaliados
sensorialmente quanto ao teste de preferéncia, indice de aceitabilidade e intencéo

de compra, comparados a uma gelatina comercial.

Teste de preferéncia

A Figura 1 ilustra as médias das notas de cor, aroma, consisténcia e sabor
atribuidas pelos 65 julgadores ndo treinados que avaliaram sensorialmente as

amostras.
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Das trés amostras formuladas no presente estudo contendo isolado protéico
de soro de leite bovino, a amostra que obteve as maiores médias foi a formulagéo
GM2, variando de 7,2 a 7,9, correspondente a “gostei regularmente e gostei muito
na escala”. As formulacbes 1 e 3 apresentaram bons resultados em relacdo ao
aroma, textura e aspecto geral.

Dos atributos avaliados nas amostras de gelatina somente o aroma nao
apresentou diferencas significativas entre as amostras avaliadas. O sabor e a
textura apresentaram a maior variagdo das notas atribuidas pelos degustadores.
As amostras GM2 e GC foram significativamente superiores as demais.

Das quatro formulacées elaboradas, a cor menos pontuada foi a da amostra
GM1 (6,8), o que corresponde a gostei ligeiramente na escala, sendo que essa
amostra foi a menos preferida pelos avaliadores.

Segundo CLYDESDALE (1993), a cor € um dos principais atributos
sensoriais e esta associada a muitos aspectos da vida humana, influenciando
decisbes, incluindo as que envolvem os alimentos. A aparéncia, seguranca,
aceitabilidade e caracteristicas sensoriais dos alimentos sao todas afetadas pela
cor. Embora esses efeitos sejam associagbes inerentes as caracteristicas
psicologicas, eles interferem na escolha dos produtos.

Outro estudo envolvendo cor de amostras de gelatina foi realizado por
PRADO e GODOY (2004), visando a determinacao dos corantes em pos para
gelatina. Os autores analisaram varios sabores de cinco marcas de gelatina
comum e quatro marcas de gelatinas “diet”, de trés lotes diferentes, totalizando 76
amostras compradas em supermercados da regido de Campinas, Sao Paulo e
Limeira.

A adicéo dos corantes artificiais: Tartrazina, Amarelo Crepusculo, Amaranto,
Ponceau 4R, Vermelho 40, Eritrosina, Azul Indigotina e Azul Brilhante, Verde
Réapido, Azul Patente V e Azorrubina s&o permitidos de acordo com as normas da
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 1999).
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A

Média das notas

cor aroma

OGM1 OGM2 OGM3 OGCM |

Média das notas

textura sabor

OGM1 OGM2 OGM3 OGCM |

Figura 1 Média de notas atribuidas pelos julgadores para os atributos de cor e
aroma (A) e textura e sabor (B) para os produtos de gelatina contendo isolado
protéico de soro de leite bovino (GM1, GM2 e GM3), em comparagdo com uma
gelatina comercial (GC). Letras diferentes indicam que houve diferencas

estatisticas entre as amostras pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p<
0,05).
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Existem opinides contraditérias a respeito das caracteristicas que mais
influenciam a qualidade e aceitabilidade dos alimentos. KADER (2002) diz que o
sabor & o fator mais importante e de maior ponderacao, sobre aqueles que tém
tradicionalmente considerac&o para o aspecto e a textura. ANZALDUA-MORALES
(1994), relata que os consumidores estéo cada vez mais conscientes da textura de
novos produtos, sendo esses seu atrativo aliado a novos sabores e propriedades
sensoriais. Esses autores definem textura como a propriedade sensorial dos
alimentos que é detectada pelo tato, visdo e audicdo e que se manifesta quanto o
alimento sofre alguma transformacao.

Estudos com gelatina foram encontrados na literatura: PRADO e GODOY
(2004) determinaram quantidades de corantes em poés para gelatina; GARCIA e
PENTEADO (2005) analisaram a qualidade de balas de gelatina fortificadas com
vitaminas A, C e E; CARVALHO e GROSSO (2006); FERREIRA (2008) e
DAVANCO (2006) verificaram o efeito do tratamento térmico e enzimatico em
filmes a base de gelatina. SILVA e BOLINI (2006) realizaram um estudo com a
introduc&o de produto de soro acido de leite na formulacéo de sorvete, em sistema
modelo, verificando a percepgéo dos provadores para diferentes percentuais de
substituicdo do leite desnatado. Dados sobre a elaboracdo de uma gelatina com
melhor valor nutritivo relacionada com o aumento do teor protéico, ou do consumo

de gelatina pela populagéo em geral, ndo foram encontrados na literatura.

indice de aceitabilidade

Pesquisas sobre as preferéncias do consumidor e a aceitabilidade de
produtos alimenticios por meio da analise sensorial sdo bastante divulgadas na
literatura cientifica e praticadas na industria de alimentos (LAGO et al., 2006;
SILVA e BOLINI, 2006; COSTA et al., 2007; REVILLION, et al., 2007;
RODRIGUES et al., 2007; SOUZA e MENEZES, 2006; SANTANA et al., 2006).

Quanto ao indice de aceitabilidade dos produtos avaliados sensorialmente,
pbde-se observar que todos os atributos foram aprovados para as quatro

formulagdes, obtendo-se aceitabilidade minima de 72% (Figura 2).
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Figura 2 indice de Aceitabilidade (IA) das amostras de gelatina adicionadas de
isolado protéico de soro de leite (GM1, GM2, GM3) comparadas a uma gelatina

comercial (GC). Minimo aceitavel > 70%.

Em relac&o aos cinco atributos avaliados, o aroma foi 0 mais préximo entre
as amostras com aceitabilidade minima de 74%, enquanto as menores notas
foram atribuidas ao sabor.

Das trés formulagdes elaboradas contendo isolado protéico de soro de leite, a
amostra GM2 apresentou aceitabilidade acima de 80% em cada atributo avaliado,
considerando-se a repercussao favoravel quando o indice de aceitabilidade for =
70%.

Analisando os cinco atributos avaliados, obteve-se valores médios de 85 e
88% para a amostra GM2 e GC, respectivamente, significando que o produto
elaborado apresentou aceitabilidade bem préxima a da amostra comercial, sendo
esses resultados satisfatérios para a analise em nivel laboratorial (Figura 2).

A amostra GM2 apresentou resultados muito semelhantes & amostra de
gelatina ja comercializada, no entanto, apresentou um teor mais elevado de
proteinas, sendo considerada de melhor valor nutricional por conter proteinas de
elevado valor biologico, baseada na sua composi¢do de aminoacidos essenciais
(EAE 0,8). O indice de aceitabilidade também foi bem proximo, respectivamente
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85 e 88%, para a amostra GM2 e GC, verificando-se a mesma tendéncia para nas
duas amostras para os cinco atributos sensoriais.

As amostras foram bem aceitas pelos consumidores, pois se atingiu a
aceitabilidade minima adequada para todos os atributos avaliados, indicando que

€ um produto de boa aceitacdo e com possibilidade de comercializag&o.

Intengao de compra:

Quanto a intencdo de compra, apenas 3% tiveram duvidas se comprariam as
gelatinas provadas, os demais provadores comprariam qualquer das formulagdes,
destacando-se a inteng&o de compra pela gelatina comercial (54,4%), seguida da
amostra GM2 (32,4%) e da amostra GM1 (10,3%).

Acredita-se que a preferéncia pela gelatina comercial se deu pela maior
aceitabilidade relativa ao aspecto geral, com indice de aceitabilidade de 77%, pois
apresentava-se transparente, diferentes das demais amostras contendo WPI que
se mostravam mais opacas.

Os resultados demonstram que o produto oferece boas perspectivas de
consumo, tornando-se, assim, possivel a elaboracdo de um produto a base de
gelatina com melhor valor nutricional, pois os teores de proteina foram de 10 a
13% superiores aos encontrados na gelatina comercial, sem considerar o seu
elevado valor nutritivo e propriedades funcionais fisioldgicas ja demonstradas para

as proteinas do soro de leite.

3.4 Atitude do consumidor em relagao a gelatina

Quando questionados sobre qual € o fator de maior relevancia considerado
na escolha de um produto, a qualidade foi a mais evidente, pois critérios como
sabor, seguido da marca e do preco foram apontados. Como irrelevantes foram
considerados quantidade > valor calérico / energético > propaganda, para a
maioria dos entrevistados; considerando-se como padrédo 50% das respostas
(Figura 3).
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O prego
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O valor nutriocinal
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% Respostas

Fatores de relevancia

Figura 3 Fatores relevantes para a escolha de produtos alimenticios.

Consumo de gelatina: Dos provadores avaliados, 89% consomem gelatina em
casa, principalmente apds o almogo (65%), sendo preferido o sabor de morango
(47%), seguido pelo de limao (13%), uva (10%) e abacaxi (1%).

A freqUéncia de consumo foi considerada elevada, pois apenas 4% dos
entrevistados disseram né&o consumir gelatina. Pelo menos 25% consomem uma
vez por semana, 16% a cada quinze dias e 26% uma vez ao més, sendo que as
guantidades consumidas geralmente s&o referenciadas a um pote pequeno (34%)
ou médio (29%) de sobremesa.

O consumo elevado de gelatina nessa populag&o poderia ser justificado pelo
fato dos entrevistados serem estudantes de ensino medio de uma escola publica
federal, UTFPR, portanto a maioria de baixa renda, como também de servidores
que geralmente realizam suas refeicdes em restaurantes proximos a Instituic&o.

Cerca de 50% dos entrevistados responderam que o principal motivo
relacionado ao consumo de gelatina esta associado “gostar” do produto, seguido
das respostas “sabor agradavel”, “ser saudavel’ e “ter praticidade”. Esses dados

estdo mostrados na Figura 4.
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Figura 4 Motivo apontado pelos provadores que justificam o consumo de gelatina.

Interessa notar que nenhum dos participantes assinalou a alternativa “por ser
nutritiva” do questionario. Evidenciando-se que esses estdo cientes que o valor
nutricional da gelatina ndo é uma referéncia para o seu consumo, pois nao

apresenta quantidades recomendadas de aminoacidos essenciais.

Atitude do consumidor: A atitude dos consumidores foi expressa em trés
categorias: “concordo”, “discordo” e “nem concordo/nem discordo” por meio de
frases positivas ou negativas relacionadas a gelatina. Os dados estéo
apresentados na Tabela 5.

Observa-se para os itens 1, 2, e 3 altas frequéncias de entrevistados que
expressaram suas opinides através da categoria “nem concordo/nem discordo”.
Isto indica que um grande numero de individuos pareceu n&o estar certo das
questdes propostas nesses itens, em especial o item 2 “possui proteinas de boa
qualidade”; atribui-se essa falta de informagao pela néo divulgacao, pela midia.

Desconhecem, portanto, que os produtos de elevado valor nutricional
possuirem aminoacidos essenciais, que necessitam estar presentes na dieta, pelo
fato de ndo serem produzidos em nosso organismo.
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Tabela 5 Atitude do consumidor em relag&o a gelatina

Itens avaliados Concordo Discordo Nem concordo/

Nem discordo

Negativas

1. E de origem animal? 43% 19% 38%
2. Possui proteinas de boa qualidade? 31% 16% 53%
3. Apresenta alto valor nutricional? 29% 38% 32%
4. Possui elevado teor caldrico? 4% 60% 35%
Positivas

5. E “leve”, de facil digestao? 94% 1% 4%
6. Apreciada pelas criangas? 91% 3% 6%
7. E um produto saudével e de baixo custo? 81% 7% 12%
8. Pode ser enriquecida com vitaminas e minerais? 71% 3% 26%
9. Recomendada nas dietas de emagrecimento? 62% 6% 32%

De acordo com as proposicbes dos itens 1 e 2, os entrevistados
concordaram que a “gelatina € um produto de facil digestéo, muito apreciada
pelas criancas e que pode ser enriquecida com minerais”. Apenas 4% dos
entrevistados erroneamente acreditavam que a gelatina € um produto de elevado
valor energético. Estes resultados sugerem que essa populagio desconhece, de
um modo geral, o valor da gelatina como alimento.

Estudos sobre a percepgdo pelos consumidores tém sido investigados
(FERNANDES et al., 2002; BEHRENS et al., 2004, BEHRENS e SILVA, 2004
DELGADO et al., 2006; MIGUEL et al., 2007). No entanto, ndo foram encontradas
publicacdes referentes & atitude do consumidor em relagéo a gelatina. Por isso,

esse estudo tornou-se oportuno.

285



CAPITULO IV — Artigo 1

4 CONCLUSAO

Foi possivel elaborar um produto geleificado, de elevado valor nutritivo por
meio da adicdo do isolado protéico de soro de leite bovino, na proporgao 60:40
WPI.GB.

Os resultados demonstram que o produto oferece boas perspectivas de
consumo, pois o indice de aceitabilidade para uma das formulacdes elaboradas foi
acima de 80% em cada atributo avaliado.

Além do mais elevado valor nutricional, com teor 63% superior de proteinas,
a gelatina elaborada apresentou condi¢cdes microbiologicas aceitaveis para o

consumo.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos no decorrer deste trabalho conduziram as seguintes

conclusodes:

1) O perfil de aminoéacidos essenciais do WPI, produzido em planta piloto
(Rennes-Franca), foi superior ao padrao de referéncia da FAO/WHO (1990) e de
resultados relatados na literatura e apresentou elevada pureza com 96,8% de

proteina.

2) Foi possivel separar dos hidrolisados do WPI e da B-Lg, uma fragéo hidrofébica
e enriquecida com peptidios contendo pontes dissulfeto em suas estruturas, por
meio das técnicas cromatograficas em colunas, de troca idnica (FPLC), de fase

reversa (RP-HPLC) e espectrometria de massa, aplicadas seqlUencialmente.

3) Através de testes preliminares de formagdo de gel foi possivel definir as
variaveis independentes de relevancia: concentracéo de proteina, pH, temperatura
e tempo de aguecimento, bem como seus niveis de estudo para execugio dos

planejamentos experimentais.

4) A mistura WPI:GB (60:40%), apresentou perfil aminoacidico significativamente
superior ao da gelatina, melhorando em 80% o escore de aminoacidos essenciais
(EAE), j& que somente dois dos 9 aminodacidos essenciais ndo atenderam em
100% as recomendacdes da FAO/WHO.

5) Foi possivel a obtencao de géis mistos de WPI e GB, termicamente aguecidos,
nas propor¢des 20:80, 40:60, 50:50 e 60:40, em tampéo fosfato (pH 6,5). A
gelatina bovina formou gel em todas as condi¢bes estudadas, ao contrario do WPI
que ndo formou gel nas condigdes estudadas (concentracdes inferiores a 10%

proteina).
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6) Dureza, mastigabilidade e gomosidade s&o variaveis que influenciam a textura
dos géis de gelatina de forma mais significativa do que a elasticidade e a

coesividade.

7) A concentracdo de proteina foi a variavel independente que gerou efeitos mais
positivos, influenciando de forma significativa a textura dos géis mistos; contudo a
temperatura apresentou efeito negativo, particularmente em baixas concentragoes

de proteina. PH, tempo e t?

8) Os dados apresentados nas superficies de respostas como faixas otimas,
podem ndo condizer com as caracteristicas de textura de interesse do produto

geleificado, por isso a necessidade da relac&o com a analise sensorial.

9) Melhores resultados de géis mistos de WPl e GB, quanto ao aspecto
tecnologico e sensorial, foram obtidos em pH 6,5 aquecidos a 65°C durante 30

minutos e contendo 6% de proteina.
10) Foi possivel a elaboragdo de um produto a base de gelatina de melhor valor

nutricional, em relagdo a gelatina tradicional, contendo 60% de isolado protéico de

soro de leite bovino, e de aceitabilidade sensorial elevada (80%).
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COMITE DE ETICA E PESQUISA COM SERES HUMANOS DA FAG

(¢

FALG Av. das Torres, 500
FACULDADE AS51S CURGACT TEIEfDne: (45) 3321"3871
e i e-mail: comitedeetica@fag.edu.br

ANEXO A - PARECER COMITE DE ETICA

PARECER 163/2007 - CEP/FAG

O comité de Etica em Pesquisa da Faculdade Assis Gurgacz, reunido em sessio ordindria, no
dia 06/06/2007, ata 11/07, APROVA o projeto abaixo especificado.

PROTOCOLO: 94/2007
PESQUISADOR: JANESCA ALBAN ROMAN

PROJETO: ESTUDO DE MERCADO, ANALISE FISICO - QUIMICA, MICROBIOLOGICA E
SENSORIAL DE UMA GELATINA DE ELEVADO VALOR NUTRICIONAL,

Em atendimento & Resolugdo 196/96, devera ser encaminhado ao CEP para acompanhamento
da pesquisa o relatério final e a publicagdo de seus resultados, até o dia 01/12/2007, bem como a
comunicagdo de qualquer intercorréncia, efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas
adequadas frente a evento adverso grave ocorrido.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma
clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente ap6s andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou
(Res. CNS Item III.3.z), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto
a0 sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da
pesquisa (Item V.3) que requeiram agio imediata.

Cascavel, 06 de junho de 2007

KARINA ELAINE IE SOUZA SILVA
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Faculd%%c,iAssis Gurgacz '
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ANEXO B.1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , responsavel pelo(a) aluno(a)

autorizo sua participagdo na

pesquisa intitulada “Estudo de mercado, analise fisico-quimica, microbioldgica e
sensorial de uma gelatina de elevado valor nutricional’, sendo esta parte da tese de
doutorado de Janesca Alban Roman, aluna da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
Universidade Estadual de Campinas e docente da Universidade Tecnolégica Federal
(UTFPR), campus Toledo-Pr.

Receberei uma copia deste documento onde consta o telefone da pesquisadora
para o esclarecimento de duvidas. Pesquisadora responsavel: Prof. Janesca Alban
Roman, (45) 3252-0954. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Faculdade Assis Gurgacz, Cascavel-PR, sob o parecer n® 163/2007.

O objetivo da pesquisa € de elaborar géis de alto valor nutritivo, boas caracteristicas
tecnoldgicas e que apresentem boa aceitagéo sensorial (cor, sabor, textura).

Os riscos presentes para a execugdo da coleta de dados sao considerados
minimos, pois a obtengdo de informagdes, mediante a aplicagdo de questionarios, no
meio académico, pode ser considerada uma pratica de rotina, no questionario n&o sera
necessaria a identificagdo pelo nome.

Sera realizada um teste de degustacéo das gelatinas elaboradas por meio de uma
avaliagéo sensorial, que consiste em provar a amostras e expressar a opinido quanto
dogura, consisténcia, cor, aspecto global, aroma e indicar a amostra de preferéncia. Para
tanto, as amostras foram aprovadas por meio de analises microbioldgicas, o que indica
que estas aprovadas para consumo humano.

Estou ciente que néo sera recebido remuneragao em troca da participagéo e que 0s
resultados obtidos durante este estudo, serdo mantidos em sigilo, mas concordo em
divulga-los em publicagbes cientificas. Estou ciente que o aluno(a) sob minha
responsabilidade poderéa recusar ou desistir da participagdo da pesquisa a qualquer
momento, ndo tendo nenhum prejuizo em relagao ao pesquisador ou com a instituicdo.

Fui informada (o) pela pesquisadora acima citada dos procedimentos que serao
utilizados, riscos e desconfortos, beneficios, confiabilidade, concordando ainda autorizar a

participagdo na pesquisa.

De acordo:

(responsavel pelo aluno)
; de de 2007.

305






ANEXO B.2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , estou de acordo em participar da pesquisa

intitulada “Estudo de mercado, analise fisico-quimica, microbioloégica e sensorial de
uma gelatina de elevado valor nutricional”, sendo esta parte da tese de doutorado de
Janesca Alban Roman, aluna da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) e docente da Universidade Tecnolbgica Federal
(UTFPR), campus Toledo-Pr.

Receberei uma copia deste documento onde consta o telefone da pesquisadora
para o esclarecimento de dlvidas. Pesquisadora responsavel: Prof. Janesca Alban
Roman, (45) 3252-0954. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Faculdade Assis Gurgacz, Cascavel-PR.

O objetivo da pesquisa & de elaborar géis de alto valor nutritivo, boas caracteristicas
tecnolégicas e que apresentem boa aceitagdo sensorial (cor, sabor, textura).

Os riscos presentes para a execugdo da coleta de dados sdo considerados
minimos, pois a obtengdo de informagbes, mediante a aplicagéo de questionarios, no
meio académico, pode ser considerada uma pratica de rotina, no questionario ndo sera
necessaria a identificagdo pelo nome.

Sera realizado um teste de degustacéo das gelatinas elaboradas por meio de uma
avaliagéo sensorial, que consiste em provar a amostras e expressar a opinido quanto
dogura, consisténcia, cor, aspecto geral, aroma e indicar a amostra de preferéncia. Para
tanto, as amostras foram aprovadas por meio de andlises microbiologicas, o que indica
que estas aprovadas para consumo humano.

Estou ciente que néo sera recebido remuneragéo em troca de minha participacéo e
que os resultados obtidos durante este estudo, serdo mantidos em sigilo, mas concordo
em divulga-los em publicagbes cientificas. Estou ciente que poderei recusar ou desistir da
participacéo da pesquisa a qualquer momento, n&o tendo nenhum prejuizo em relagao ao
pesquisador ou com a instituigao.

Fui informada(o) pela pesquisadora acima citada dos procedimentos que serao
utilizados, riscos e desconfortos, beneficios, confiabilidade, concordando ainda autorizar a

participagdo na pesquisa.

De acordo:

(assinatura)
de de 2007.
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ANEXO D: Questionario

DADOS PESSOAIS
Idade: anos Peso: kg Altura: cm
Género: ( ) Feminino ( ) Masculino
Vinculo UTFPR: ( ) aluno ( ) fung@o administrativa ( ) professor () outros
QUESTIONARIO -
1)Vocé tem o costume de ler os rotulos dos alimentos?
() Nunca () Raramente () A maioria das vezes ( )Quasesempre ( ) Sempre

2) Na hora da compra o que leva vocé a adquirir um produto?

marca ( ) sim ( ) ndo

prego ( )sim ( ) ndo

qualidade ( )sim ( ) ndo

;?"Eglz;lgan i (( )) SS:II:: (( )) Sgg Dos itens apontados, para vocé qual é o de
valor energético/calérico ( )sim ( ) nao maior relevancia

valor nutricional () sim ( ) ndo

quantidade/peso liquido () sim ( ) ndo

3) Vocé consome gelatina? ( )sim ( )nfo ( )asvezes Qual? ( )normal ( )diet ( )light
4) Vocé convive com criangas que apreciam gelatina? () sim ( )ndo

5) Assinale a alternativa que indique o principal motivo pelo qual vocé ingere gelatina

() por que gosto () pela praticidade

() porque tem sabor agradavel () para auxiliar no emagrecimento
() por que é saudavel () por ser fonte de colageno

() por que € nutritiva () por ser acessivel e de baixo custo
() como sobremesa apds 0 almogo () outro

6) Se consome gelatina, onde o faz?
( ) nacasade meus pais ( )emminhacasa ( )casade amigos ( ) em restaurantes

() em outras preparacdes/sobremesas, quais?

7) Com que freqiiéncia?
() Todos os dias ()1 vezpor semana ()3 vezesporsemana ( )acadal5 dias
()1 vezpor més () acada trés meses () raramente () n#o consumo

8) Que quantidade (em medida caseira) vocé consome por por¢io de gelatina?
() menos que 01 pote pequeno de sombremesa

() 01 pote pequeno de sobremesa

()01 pote médio de sobremesa

() mais que 01 pote médio de sobremesa

() Indique outra quantidade

9) De uma forma geral, em que periodo vocé costuma consumir gelatina?

() café da manha () lanche da manha () apds o almogo
() lanche da tarde ( )ceia ( ) nenhum
10) Qual é a gelatina de sua preferéncia? Marca: Sabor:
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11) A gelatina é recomendada nas dietas de emagrecimento?
( ) Concordo ( ) Discordo ( ) Nem concordo/nem discordo

12) A gelatina é um alimento de elevado valor nutricional?
() Concordo () Discordo () Nem concordo/nem discordo

13) A gelatina é um produto bastante apreciado pelas criancas?
() Concordo ( ) Discordo ( ) Nem concordo/nem discordo

14) A gelatina é um alimento que possui elevado teor calorico?
( ) Concordo ( ) Discordo ( ) Nem concordo/nem discordo

15) A gelatina é um produto “leve”, de facil digestdo?
( ) Concordo ( ) Discordo ( ) Nem concordo/nem discordo

16) A gelatina pode ser enriquecida com minerais e vitaminas?
() Concordo ( ) Discordo ( ) Nem concordo/nem discordo

17) A gelatina é excelente, pois possui um elevado teor de proteinas de boa qualidade?
( ) Concordo ( ) Discordo ( ) Nem concordo/nem discordo

18) A gelatina é obtida a partir de fonte animal ?
( ) Concordo ( ) Discordo () Nem concordo/nem discordo

19) A gelatina é um alimento sauddvel e com custo baixo
( ) Concordo ( ) Discordo () Nem concordo/nem discordo

20) Se vocé tivesse que elaborar uma nova gelatina, o que vocé gostaria de modificar e/ou
acrescentar? Por que?

Obrigada, sua colaboragdo é de extrema importancia!
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Nomenclatura dos aminoacidos
(ordenados segundo a hidrofobicidade da molécula, de forma crescente)

Nome Codigo Estrutura
3 letras 1 letra
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Treonina

Glicina

Alanina

Cisteina

Prolina

Metionina

Valina

Triptofano

Tirosina

Isoleucina

Leucina

Fenilalanina

Thr T
Gly G
Ala A
Cys C
Pro P
Met M
Val V
Trp W
Tyr Y
Ile I

Leu L
Phe F
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APENDICE B

CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DO ISOLADO
PROTEICO DE SORO DE LEITE E GELATINA DE
ORIGEM BOVINA

Publicado: Brazilian Journal of Food Technology, v.10, n.2, p.137-147, 2007
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Caracterizacio Fisico-quimica do Isolado
Protéico de Soro de Leite e Gelatina de
Origem Bovina

Physical-chemical Characterization of Whey
Protein Isolate and Gelatin from Bovine
Origin

| > RESUMO

Avaliou-se comparativamente, a composi¢ao € algumas propriedades fisico-
quimicas de um isolado protéico do soro de leite bovino [WPI), de umna gelatina bovina
com 240 bloom [GB) e umna mistura das duas proteinas na propor¢ao 60:40 WPI/GB. Nao
houve diferenca estatistica quanto ao teor de proteina do WPI e da mistura. Para a GB
encontrou-se teor mais baixo [83%) da proteina (p<0,05). O perfil de aminoacidos do
WPI atendeu perfeitamente ao padrdo da FAOAWHO, a gelatina apresentou-se deficiente
em relacio a todos os aminodcidos essenciais € apresentou auséncia de triptofano,

apresentando elevada concentragao dos aminoacidos nao essenciais arginina, prolina,
glicina e alanina, superiores aos do WPI. O perfil de aminoacidos da mistura protéica
foi significativamente melher que o da gelatina, pois somente trés dos 9 aminodcidos
essenciais nio atenderam s recomendacdes da FAQ/WHO. A desnaturagao térmica do
WP, determinada pela andlise DSC, ocorreu a 75,4 °C e da mistura a 75,7 °C, ambas
apresentando apenas um pico definido. Para a gelatina a desnaturagao ocorreu 2 36,1 °C.
A solubilidade do WPI, pH entre 2,5 a 7,5, em solugdo aquosa € 0,1 M NaCl foi elevada
(87,4 a 97,5%), a gelatina apresentou solubilidade inferior [63%) sendo o valor mais baixo
de 24%, em pH 6,5. A solubilidade da mistura fol intermedidria, na faixa de 58 a 81%.

> summARY

The composition and some physical-chemical properties of a bovine whey protein
isolate [WPi}, a 240 bloom bovine gefatin (BG) and a 60:40 mixiure of the two proteins
respectively, were comparatively evzluated. There was no statistical difference between
the protein concentration of the WP and that of the mixture of the two proteins. A
lower protein concentration (83%) was found for BG {p < 0.05). The WPI amino acid
profile satisfied the FAO/WHO standard completely while the BG was defident in all the
essential amino acids and contained no tryptophan, but presented high concentrations
of the nonessential amino acids arginine, proline, glycine and alanine, which were higher
than in the WPI. The amino acid profile of the mixture was significantly better than that of
the gelatin alone, since only three of the nine essential amino acids failed to attend the
FAO/WHO recommendations. Thermal denaturation of the WP, as determined by DSC,
occurred at 75.4 °C and that of the mixture at 75.7 °C, both presenting only one peak.
The BG denatured at 36.1°C. The solubility of WP in aqueous solution andin 0.1 M NaCl
at pH values between 2.5 - 7.5 was high (87.4 to 95.5%]}. The gelatin was less soluble
(63%}, the lowest value of 24% occurring at pH 6.5. The mixture presented intermediate
solubility values in the range from 58 to 81%.
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>1. INTRODUGAO

A gelatina é amplamente utilizada na indistria de alimentos,
cosméticos e farmacos, sendo produzida em grande escala e a pregos
relativamente baixos, justificando assim o grande interesse em seu
uso devido as suas propriedades multifuncionais: habilidade de
formar géis estiveis e reversiveis [SEGTNAN e ISAKSSON, 2004).

A gelatina comercial é um produto protéico solivel em
4gua quente, obtida por meio de hidrélise parcial do coldgeno
com Acido ou Alcali diluidos, respectivamente designadas gelatinas
tipo A e B (HAUG et al., 2004). Em virtude da variedade de fontes
de coldgeno e dos diferentes métodos de producao, as gelatinas
comerciais apresentam diferencas em suas propriedades fisicas e
quimicas {BiGI et al., 2004). Elas podem variar em composi¢ao e na
seqliéncia de aminoaddos das cadeias polipeptidicas, quanto ao
ponto isoelétrico e massa molecular (NEMATI et al., 2004].

A gelatina é uma proteina defidente em todos os aminoa-
cidos essenciais principalmente emn triptofano e cisteina, enquanto
que as proteinas de soro de leite apresentam esses aminodcidos em
abundancia, portanto, a combinagao dessas duas fontes protéicas
possibilita melhoria considerdvel no equilibrio de aminoacidos
essenciais, com significativa vantagem nutricional. Havera também
vantagem econdmica na associagao dessas duas proteinas, ja que a
gelatina é produzida em larga escala e a baixo custo enquanto que
as proteinas do soro de leite sio de dificil recuperacdo tecnoldgica e
de alto custo. A associacao de propriedades fundonais fisiologicas
da gelatina e das proteinas do soro de leite também se apresenta
como um potencial a ser explorado.

As protelnas do soro de leite, além de suas excelentes
propriedades nutritivas e fisiologicas, apresentam propriedades
fisico-quimicas e funcionais muito apreciadas como ingredientes
alimenticios, inclusive na produgdo de géis translticidos e de elevada
consisténcia (VEITH e REYNOLDS, 2004; CHATTERTON et al.,
2006), também utilizadas em diferentes aplicagbes em tecnologia
de alimentos [PEREZ et al., 2006; TOSI et al., 2007). De modo
geral, as preparagoes derivadas do leite podem se apresentar como
opcoes atrativas em dietoterapia por conter diferentes fatores de
crescimento e moduladores do metabolismo geral (MICHAELIDOU
e STELJINS, 2006).

Existe um grande interesse no comportamento de sistemas
de géis mistos, devido 4 variedade de propriedades mecanicas e de
textura além da possibilidade de modificagao dessas propriedades
[WALKENSTROM e HERMANSSON, 1997). -

O presente trabalho tem por objetivo o estudo comparativo
da composicao e de algumas propriedades fisico-quimicas de duas
fontes protéicas de largo uso industrial (WP e GBJ, isoladamente e
da mistura WPI:GB (proporgdo 60:40 em base protéica).

">>2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material de estudo

Foi utilizado o isolado protéico de soro de leite, Alacen
895 produzido por troca iénica e ultrafiltracao, com reduzido teor
de lactose e gordura, adquirido da NZMP®, New Zealand Milk
Products, Sao Paulo, Brasil. A Gelatina bovina, tipo A, produzida
por hidrdlise acida, lote PFL 196/04, foi gentilmente cedida pela
empresa Gelita® (Gelita South America), Cotia-SP Sequndo dados
do fabricante foi caracterizada como de 240 bloom, viscosidade
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de 33-42 mPs, teor de proteina de 83%, umidade entre 8 e 13%,
contelido de cinza inferior a 2,0%.

A proporgio na mistura protéica utilizada foi baseada no
valor nutritivo de misturas entre WPI e hidrolisados de colageno
bovino [HCB), determinado por Ziegler (2006, em que através de
ensaios bioldgicos com ratos Wistar recém desmamados, chegou-se
a composigdo aminoacidica mais indicada, levando-se em conside-
racao aspectos nutricionais e econdmicos, tendo-se por base o perfil
de aminoacidos essenciais proposto pela FAOAVHO (1990).

2.2 Métodos analiticos

2.2.1 Determinagdo do perfil de aminoacidos

Para a determinagao dos aminodcidos, as amostras foram
hidrolisadas com HCI 6N em tubos de hidrdlise, seladas sob vacuo e
mantidasa 110 °C por 22 h. Apds a incubagdo, o acido cloridrico foi
evaporado e fez-se arecuperagao dos aminodcidos livres em tampao
citrato pH 2,2. Uma aliquota de 25 pL foi injetada no analisador
{Dionex Dx-300) para separacio em coluna de troca catidnica e
reagao colorimétrica pos-coluna com ninidrina. Solucao padrao de
aminoacidos Pierce (llinois, USA, lote: 03102467) fol utilizada para
referéncia de calculo de cada aminoacido.

O triptofano, que é destruido durante a hidrolise acida, fol
quantificado sequndo o método descrito por Spies (1967), apds
a hidrdlise enzimatica com pronase a 40 °C por 24 h, seguida de
reacao colorimétrica com dimetilamino benzaldeido (DAB] e nitrito
de sodio na auséncia de Iuz e posterior leitura em espectrofotémetro
a 590 nm. O teor de triptofano foi determinado a partir de uma
curva padrao de concentragoes conhecidas.

2.2.2 Determinagdo da composicao centesimal

Umidade, sdlidos totais, cinza e proteinas foram determi-
nados de acordo com os procedimentos descritos no manual da
AOAC (1990). As determinagdes foram feitas em quadruplicata.
Os solidos totais foram obtidos pela diferenca entre o peso total
da amostra e o contetido de umidade por secagem em estufa a
105 °C até peso constante. A cinza foi determinada pela incineracdo
da amostra em cadinhos de porcelana (30-40 mm de didmetro
e 25-50 mm de altura} em mufla a 550 °C, até peso constante.
Protelna bruta foi determinada pelo método semimicro-Kjeldahl,
multiplicando-se o teor de nitrogénio {%N) pelo fator 6,38 para
o WPl e 5,55 para a gelatina. Para a mistura usou-se fator corri-
gido 6,02, calculado tendo por base a %N e as proporcoes
conhecidas das duas proteinas na mistura.

Carboidratos e lipidios totais: determinados por diferenca,
subtraindo-se de 100% a soma dos valores obtidos nas demais
determinagaes.

2.2.3 Determinagao de grupos sulfidrila livres [SH]

Foram determinados usando o reagente de Eliman
{5.5 " ditiobis-acido 2-nitrobenzdico), de acordo com Beveridge et al.
(1984) com pequenas modificaces. Aproximadamente 90-150 mg
de amostra, WPI, gelatina ou mistura protéica, foram solubilizadas em
15 mL de tampdo Tris 0,086 M, glicina 0,09 M, EDTA 0,04 M {pH 8,0)
contendo ainda 8 M de uréia. Estas preparagoes foram centrifugadas
{centrifuga Sorval Wilmington, Telaware, US); 27.000 g, 20 min,
4 °C. Ao sobrenadante (4 mlL) foi adicionado 0,04 mL do reagente
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de Ellman {4 mg.mL"'). A absorbéncia foi lida em 412 nm [A, ).
apos 10 e 30 min da adigio da mistura de reagente a amostra. As
determinagdes foram feitas em triplicata em presenca de um branco,
isento de amostra. A quantidade expressa em gimoles de sulfidrila
livre por grama de proteina foi calculada pela expressao descrita
por Beverigde et al. {1974): pmoles SH/g= 73,53 X A, , X fator de
diluicdo/concentracao proteina (mg.mL™').

2.2.4 Andlise térmica por calorimetria differential de
varredura [DSC)

O isolado protéico de soro de leite, a gelatina bovina e
a mistura WPI:GB na proporcao 60:40 foram dispersos em dgua
destilada {20% p.v'). Aliquotas foram colocadas em capsulas de
aluminio (50 L} hermeticamente seladas. Uma cdpsula vazia foi
usada como referénca. As amostras foram aquecidasde 15a 100 °C
na velocidade de 5 °C/min, conforme Ibanogiu {2005). A variagdo
da entalpia [AH), temperatura de desnaturacdo (Td), inicio e pico
da temperatura de desnaturagdo foram computadas com picos
endotérmicos, determinados através de programa computacional
em cada curva térmica, através do equipamento Perkin-Eimer Pyris
7 DSC (differntial scanning calorimeter], calibrado com solugao
padrao de indiun. As analises foram realizadas em duplicata.

2.2.5 Solubllidade da mistura protélca em fungio do pH

A porcentagem de solubilidade protéica {%SP) da mistura
60:40%, de WPI e da gelatina bovina 240 bloom, fol analisada em
dgua e solugao 0,1 M NaCl verificando-se o efeito do pH(2,5a7,5),
de acordo com o método descrito por Morr et al. (1985), com
pequenas modificagbes. Suspendeu-se 0,5 g de amostra em 40 mL
de agua ou solugio de 0,1 M NaCl. Deixou-se em repouso por
30 min para melhor solubllizagdo da gelatina, ajustando-se o pH das
solucdes com NaOH ou HCI 0,1 N. As suspensdes foram mantidas
sob agitacdo constante durante 60 min, monitorando-se o pH ao
longo do periodo. As dispersdes foram transferidas para batbes
volumétricos de 50 mL e em seguida submetidas a centrifugagao
{Sorval Wilmington, Telaware, US) sob 20.000 g, 30 min, 4 °C. Apds
a filtragdo em papel filtro (Whatrnan n° 2), determinou-se o contetido
de proteina soltivel no filtrado pelo método semimicro-Kjeldhal
{A.OA.C, 1990), usando-se os fatores descritos na determinacéo
da composigio centesimal. A porcentagem de proteina soltivel
foi calculada pela relagdo: %SP = concentragio de protefna no
filtrado {mg.mL-"} x 50/ peso da amostra {mg) x contetido de proteina
da amostra (%).

2.2.6 Analise estatistica

Todos os resultados foram analisados através da analise de
variancia {ANOVA) e as diferencas entre as médias (p < 0,05}, pelo
teste de Tukey utilizando-se o programa “Statistica: Basic statistics
and Tables".

. 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicao centesimal dos trés concentrados protéicos
estudados é apresentada na Tabela 1.

O componente de maior concentragao foi a proteina
variando entre 83 e 90,8% para as trés amostras. Nao houve dife-
renca estatistica quanto ao teor de proteina entre o WPl e a mistura,
tendo sido estatisticamente inferior para a gelatina (p < 0,05).
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TABELA 1. Composi¢ao centesimal do isolado protéico de soro de
leite bovino (WPI), gelatina bovina, mistura protéica WPIi/gelatina
na proporgao 60:40%.

Componentes WPI Gelatina Mistura
60:40%
Sdlidos totais 95,5+0,34* 88,1 +0,06° 92,6+0,11°
Umidade 4.5+0.34° 11,9+0,06° 7.4+0,10°
Proteinas 90,8+1,06° 83,1+056° 87,7+0,33
Cinzas 1,8 £0,07* 0,7 +£0,03° 1.3+0,01°
Diferenca* 2.9 4,4 3.6

* Diferenga = 100 - [proteing + drea + umidade), Resultados 5o media de 4 determinagies
analiticas + denvio padrao,
Letras diferentes [infhuas) indicam diferengas eslataticas peio teste de Tukey [p < 0,05).

Sdlidos totais, umidade e cinza diferiram significativamente entre
as trés amostras analisadas.

Segundo informagdes do fabricante, o WPl contém ainda
em sua composigao {mg.100g™ amostra): sddio 600 mg, potassio
300 mg, caldo 100 mg e fosforo 70 mg. Os teores de cinza e de
proteina da gelatina s3o os mais baixos dos trés concentrados e o
de umidade o mais elevado.

Na Tabela 2 encontram-se os teores de aminodcidos essen-
dais {g.100g™' de proteina) dos diferentes produtos protéicos e da
mistura WP1:GB, comparados com os padroes da FAOAVHO (1990),
para pré-escolares e adultos. Os aminoacidos nao essenciais sao
apresentados na Figura 1.

Agelatina apresenta-se deficiente em todos os aminoacidos
essenciais, em relagao ao padrao da FAQ/WHQO para pré-escolares,
nao sendo detectados metionina, disteina e triptofano. Contudo, a0
considerar-se o perfil de aminoacidos essenciais recomendado para
adultos, apenas a histidina permanece limitante na mistura. Pelo fato
dos aminoacidos sulfurados e do triptofano serem essencialmente
inexistentes na gelatina, o EAE para a gelatina & zero (0]. Portanto,
a gelatina é incapaz de promover crescimento em criangas e de
manter o balango nitrogenado em adultos.

O WPI apresenta excelente composicdo aminoacidica, aten-
dendo todas as recomendacdes para os aminodcidos essenciais com
base no padrao da FAQ/WHO (1990) para criangas na faba etaria
de 2,5a 5,0 anos. Ndo somente seu valor biol6gico € superior, mas
é uma proteina que contém em elevadas proporgées aminodcidos
sulfurados, os quais desempenham importantes fungoes antioxi-
dantes {SINHA et al., 2007).

Para a mistura contendo &0% de WPI e 40% de gelatina,
observou-se deficiénda de fenilalanina e tirosina para pré-escolares
e histidina também para adultos, conseqiéncia da defigéncia destes
aminoacidos na gelatina. E importante observar a elevada concen-
tracio de lisina, leucina e triptofano no WPI, o que reflete no alto
teor desses aminodcidos também na mistura.

Quando analisado o teor de aminoacidos nao-essenciais
nos produtos (Figura 1), nota-se que a gelatina apresenta concen-
tragdes bastante elevadas, superiores as do WPI, dos aminoacidos
arginina, prolina, glicina e alanina. A anadlise da gelatina mostrou
apenas 14 aminodcidos, tendo como caracteristica peculiar alto
contetido de glicina, hidroxiprolina e prolina. Embora a gelatina
nio apresente composic3o adequada para promover crescimento
e manter o balanco de nitrogénio no organismo, seu perfil atipico
de aminoécidos estimula a sintese de coldgeno nas cartilagens
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TABELA 2. Composicio de aminoacidos essenciais dos produtos: isolado protéico de soro de leite bovino (WP}, gelatina bovina e mistura 60:40
\WPl/gelatina base protéica, comparada aos padrdes de referéncia da FAO/WHO [1990).

Amlnoacldos Padriao FAO/WHQO  Padrao FAOAWHO WPl Gelatina Mistura
{0-100 g de proteina) Pré-escolares Adultos 60:40
Treonina 3.4 09 4,7 1,9 3,6
Metionina + Cistina 25 1.7 8,0 * 3.6
Valina 35 1.3 4,8 2.3 3.6
Leucina 6,6 1.9 128 3,12 9,2
[soleucina 2,8 1.3 5,0 1,52 3,6
Fenilalanina + Tirosina 6,3 1.9 6,8 257 534
Lisina 5.8 1.6 10,2 39 8,0
Histidina 1,9 1.6 2,0 0,8° 1.4°
Triptofano 1.1 0,5 28 % 1.8
Escore Aminodcidos Essenciais (EAE) 1.0 0 0.8

* Aminoddido ndo detecado na andlise.
a- aminodddos imitantes apenas para aiangas; b- limitantes tanto pam glangas como para aduitos.

30- encontraram para um soro de leite desidratado (Dairyland Products,
Inc., Savage, MN] 30,6% de proteina [N x 6,38} e 15,0 pmoles de
E 251 grupos sulfidrila livres/g proteina. Como a mistura WPI:GB apresenta
8 £ 20 60% de WPI parece coerente o valor de 18,61 pmoles.g™' proteina,
% & ) encontrado no presente trabalho.
8o
é § 104
D 5
; | ] |4 TABELA 3. Teor de grupos sulfidrila livres (SH), nas amostras de
0 Asp ~ Ser ~ Glu ' Po | Gy | Aa  Ag isolado protéico de soro de leite bovino [WPI) e mistura WPI:GB na
Aminoacidos nao essenciais Froparsan el Al
WWpi mMistura 60:40 DGelatina Amostra SH {umoles.g’' de proteina)
’ 10 min 30 min
FIGURA 1. Composicdo de aminoacidos nao-essenciais do WPl WPI 31,78 10,29 30,80+0,17
{isolado protéico de soro de leite bovino), gelatina bovina e mistura WPI:GB (60:40) 18,61 £0,30 19,63 + 0,07
WPIi:GB na proporgdo 60:40. Os valores sio médias de rés determinagies.
e na matriz extracelular de outros tecidos (MOSKOWITZ, 2000; Comparados os resultados ap6s 10 e 30 min de reacao,
NICKERSON et al., 2006). verificou-se pequenas diferengas. De acordo com Hardman {1981},
Os resultados da determinacio de grupos SH livres no WPI 0 tempo E!e r_eagéo durante a determinagao (_105 grupos SH reativos
e na mistura WPL:GB sdo apresentados na Tabela 3. Grupos sulf- tem influéndia nos resultados de absorbancia.
drilda (SH] e pontes dissulfeto {S-5) influenciam significativamente as No presente trabalho o contetido de grupos sulfidrila livres
propriedades funcionais dos alimentos pm:_-éicos e tém um impor- determinado foi ligeiramente diferente apds 10 e 30 min de reagao,
tante envolvimento na formagao de estruturas relativamente rigidas sem diferenca estatistica entre os dois resultados.
tais como géis protéicos (SCHIMADA e CHEFTEL, 1989). Segundo A reagdo de transformaciao de grupos SH em pontes
esses pesquisadores, a alta elasticidade dos géis em valores de pH S-S é favorecida em valores de pH acima de 6,8 em virtude da
alcalinos e neutros pode resultar de ligagoes S-S intermoleculares. desprotonacao progressiva desses grupos com a elevagao do pH,
Ja a baixa reatividade de grupos SH em pH &cido ndo favorece levando-os a formacao de ligacoes covalentes. Em baixos valores
reacoes de formacio de pontes dissulfeto, resultando em géis de de pH, os grupos SH sao relativamente inertes e nao contribuem
baixa elasticidade e alta solubilidade protéica. para a manutengao da estrutura protéica. Nessa condico, as forcas
O valor determinado para o WPI foi praticamente o mesmo atrativas envolvidas sao principalmente Efmilcas e hidrofébicas. Na
relatado por Liu et al. 2000} de 30 pmoles.qg~ de proteina para um B—I.g 0s grupos SH tornam-se altamente reativos em valores de pH
isolado protéico de soro de leite comercial. Segundo o mesmo autor, acima de 7,5 [RIBEIRO, 2001).
grupos sulfidrila da albumina de soro bovino (BSA} apresentaram ATabela 4 e a Figura 2 mostram os picos de temperatura de
maior reatividade em pH 6,0. Em pH 7.0, a o-lactalbummina [o-la) € a desnaturagao e as alteracoes de entalpia de desnaturagao termica
B-1g sdo as principais proteinas responisaveis por reagdes tiol/dissul- das amostras estudadas.
feto no soro de leite. A o-la quando aquecida isoladamente nao Observa-se que a solucdo com 20% de WPI (Figura 2a)
€ capaz de formar agregado ou polimero. Beveridge et al. (1984} mostra uma transicao térmica a 75,4 °C, sendo que este dado
Braz. J. Food Technol., v. 10, 1. 2, p. 137-143, abr/jun. 2007 <1 | 75 140
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TABELA 4. Temperaturas de desnaturagio (Td) e alteracbes de
entalpia [AH) com a desnaturacao térmica do isolado protéico de
soro de leite bovino (WPI), gelatina bovina[GB) e mistura WPI: GB
na proporgao 60:40.

Solugio 20% Td {°C} AH [1.g")

[pv')emagua Injclo  Plcomax.  Final

WP 72.3 75,4 79.1 3.9
GB 31,6 36,1 43,0 10,1
WPI:GB (60:40) 73,3 75.7 78,8 2.2
dg'= Joules por grama
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FIGURA 2. Calorimetria diferencial de varredura {DSC) das amostras
estudadas: a) WPI, b} mistura WPI 60% e GB 40% e c) GB. Amostras
dispersas em agua {20% p.v').
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encontrado esta de acordo com Ibanoglu {2005] ao relatar queuma
solucdo pura de WP apresentou um pico a 74,6 °C, com entalpla
de 1,34 J.g" e Boye et al. {2000) encontraram pico caracteristico
daf-iga 76,8 °C, utilizando-se de WPC {300 mg.g' em tampio
fosfato pH 7.0). Resultados semelhantes foram apresentados por
Fitzsimons et al. (2006), utilizando-se 3% WP, com aquecimento
de 1 °C por minuto em 4gua destilada, identificando os picos de
desnaturacao em ~62 e ~75 °C da w-1a e B-Ig, respectivamente.

Quanto & gelatina, sua desnaturac3o térmica ocorreu aos
36 °C (Figura 2c), com entalpia de 10,1 J.g™, sugerindo que apesar
da desnaturagao parcial, ainda deva manter elevado ntimero de
pontes de hidrogénio e de estruturagdo molecular.

A desnaturagdo envolve a dissociagao de ligacoes inter-
moleculares {ligacdes nao covalentes), em processos endotérmicos
[FITZSIMONS et al., 2006). Com a mistura observou-se apenas um
pico a 75,7 °C equivalente ao WPI, no entanto, observa-se uma
aparente transicao térmica entre 20-30 °C, porém sem definicio
de pico de transicdo, nesta faixa de temperatura. O ideal seria
trabathar com quantidades maiores de amostra para a andlise de
DSC, sugerindo-se para tal, recipientes de 100 pL.

Os perfis de solubilidade para os trés concentrados protéicos
nafaixadepH 2,3 a7.5, emagua e em solucio de 0,1 M NaCl sao
mostrados na Figura 3. Em solugao aquosa o WP apresentou a
mais alta solubilidade em todos os pHs, variando de 91,7 [pH 4.5)
a 96, 2% {pH 7,5). A gelatina apresentou a mais baixa solubilidade
em toda a faixa de pH, variando de 24,4 [pH 6,5} a 60,2% (pH 2,5),
enquanto que a solubilidade da mistura foi de 58 (pH 5,5} e 80,6%
[pH 2.5).

S

Solubilldade protéica (%)
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FIGURA 3. Representacao do perfil de solubilidade do isolado
protéico de soro de leite bovino (WPI), da gelatina bovina (GB} e da
mistura WPI:GB na proporcao 60:40, em diferentes pHs em agua e
em solugao de 0,1 M de NaCl. Letras maitisculas diferentes indicam
diferencas estatisticas entre as amostras estudadas no mesmo pH.
Letras mindsculas diferentes indicam resuitados estatisticos da
mesma amostra em funcao do pH.

Em solugao salina a solubilidade mais baixa para a gelatina
(31,5%) verificou-se em pH 6,5 e a mais alta [63%}) em pH 2,5. Para o
WPI, asolubilidade mals baixa (87,5) ocorreu em pH 6,5 e a mais alta
[97,5) em pH 4,5, enquanto para a mistura, a solubilidade mais baixa
(66%) ocorreu em pH 5,5 e a mais elevada nos pHs 2,5 e 6,5.

De acordo com a literatura, a solubilidade dos isolados de
soro de leite com alto teor de proteina nativa é superior a 90% [LAW
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e LEAVER, 1999} e em pH proximo a 5,2, pH da B-lactoglobulina,
a proteina em maior quantidade no soro, quando as cargas sao
progressivamente neutralizadas, ha maior tendéncia de agregacao
da proteina com diminuigdo da solubilidade (LUPANG, 2000).

Morr {1992) avaliou a solubilidade protéica de trés isolados
de soro de leite comerdais com teor de proteina variando entre
88,6 a92,7%, encontrando valores de solubilidade em pH 7,0 iguais
ou superiores a 98%, sendo que os valores minimos de solubilidade
foram encontrados em pH 4,5. Anema et al. (2006}, determinou
a solubilidade do concentrado protéico de soro de leite {MPC85)
e mostrou que se armazenado a 20 °C, por periodos de 60 dias
poucas alteragdes ocorriam na solubilidade, no entanto se estocado
a 40 °C, a solubilidade decrescia de valores superiores a 80% nos
dois primeiros dias para valores ao redor de 20%.

A baixa solubilidade da gelatina bovina (Tipo B), inferior
3 60% também foi relatada por Mamani (2004} que verificou um
aumento da solubilidade (100%]) apos sua hidrdlise com tripsina nos
pHs estudados (3,0 a 8,0). Conforme descrito por Mahmoud (1994],
0 aumento da solubilidade dos hidrolisados é provavelmente devido
a diminuicdo do tamanho da cadeia polipeptidica e corresponde
a um aumento da exposicdo de grupos ionizaveis (NH,* e COO')
com incremento concomitante na hidrofilicidade bern como da
carga liquida da molécula.

Para a mistura WPI:GB (60:40%) a mais baixa solubilidade,
58%, foi obtida em pH 5,5, em solucdo aquosa. Isto se justifica pelo
fato de que a gelatina utilizada é do tipo A, a qual apresenta ponto
isoelétrico entre 4,8-5,2 (POPPE, 1997).

Esta pesquisa deverd continuar com o estudo de propriedades
fisico-quimicas e nutricionais de géis mistos (60% WPI: 40% GB} e
posterior formulagao de um produto geleificado de boa aceitacao
pelas suas propriedades sensoriais.

[>> 4. CONCLUSOES

A mistura WPI:GB apresentou perfil aminoacidico signi-
ficativamente superior ao da gelatina, pois somente trés dos
9 aminoacidos essenciais nao atenderam em 100% as recomen-
dagoes da FAO/WHO.

A desnaturagao térmica do WP e da mistura \WPI:GB, deter-
minada pela analise da calorimetria diferencial de varredura [DSC)
apresentou apenas um pico, similar e bemn definido. A gelatina apre-
sentou temperatura de desnaturacao bem inferior, com uma entalpia
bem mais elevada que o WPI ou a mistura WPI:GB (60:40).

Das amostras avaliadas, o WPI apresentou solubilidade mais
elevada, variando entre 87,4 a 97,5%, ndo apresentando variagoes
significativas com alteracao de pH e da forga idnica. A mistura WPI:
GB, apresentou comportamento semeihante ao do WP, no entanto
com uma solubilidade intermedidria entre WPI e GB. A solubilidade
méaxima da gelatina foi de 63% em pH &cido, sendo reduzida signi-
ficativamente com a elevagao do pH.

Finalmente, pode-se concluir que a mistura WPI/GB (60:40})
constituiu-se ern um ingrediente importante para a formulagao de
alimentos pelas suas propriedades tanto nutritivas como funcio-
nais.
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Resumo: O objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia da concentragdo de proteina (3.2 a
8,8%) e da temperatura (51 a 79 C) em relagdo ao tempo de aquecimento entre 10 e 40 min quanto
ao perfil de textura(dureza) de géis mistos, contendo 60% WPI e 40%% GB. O delineamento estaltistico
Joi um planejamento fatorial 2 completo por meio de 44 experimentos. O perfil de textura foi
determinado em texturometro TAX-T2. De todas as condi¢des estudadas, apenas na condigdo de 3,2%
de proteina em solucées aquecidas a 63C durante 10 min ndo formaram géis. A variavel
independente concentragdo de proteina exerceu um efeito positivo significativo a 95% de confian¢a
na dureza dos géis mistos 60:40 WPI:GB, enquanto ndo houve influéncia significativa da
temperatura. As melhores percepgdes de firmeza foram observadas em amosiras com 6% de proleina,
aquecidas a 65 T durante 30 min.

Palavras-chave: gelatina, proteina de soro de leite, gel misto, perfil de textura, superficie de resposta

1. Introducio

As proteinas do soro de leite que apresentam
melhores propriedades geleificantes sdo a -
lactoglobulina ¢ a albumina do soro bovino
(BSA). A primeira ¢ de 10 a 20 vezes mais
abundante nos produtos com soro lactco sendo,

portanto. considerada o principal agente
gelatinizante  (AGUILERA., 1993). Esta
propricdade  deve-se a presenga de  grupos

sulfidrilas livres (RATTRAY ¢ JELEN, 1997).

A gelatina é um dos produtos mais populares
¢ amplamente utilizados na industria alimenticia,
farmacéutica. cosméticos ¢ fotografica (CHO et
al. 2004.. BIGI et al. 2004). A gelatina ¢
produzida em larga cscala a pregos relativamente
baixos. justificando assim o grande interesse ¢
exploragdo de suas propriedades funcionais
(CARVALHO, GROSSO, 2006).

Nos tltimos anos. o comportamento de géis
mistos tem atraido a atengdo de um nimero
crescente de pesquisadores devido a expectativa
de comportamento mais flexivel de suas

propricdades mecdnicas ¢ estruturais quando
comparada as dos géis simples (TURGEON e
OULD ELEYA. 2000).

Buscando viabilizar a obtengdo de géis
protéicos numa faixa de pH mais ampla, Lupane
(2000) estudou as propricdades de géis mistos de
concentrado protéico de soro de leite e gluten em
condigdes acidas, pH 3.7 ¢ 4.2. Com o mesmo
objetivo, Aguilera e Kinsella (1991) estudaram as
propriedades de géis mistos de cascina ¢ WPI nos
pHs entre 4.0 e 6,3. Nos dois estudos, os autores
observaram que os géis mistos apresentaram
maior firmeza, elasticidade e maior capacidade
de retengdo de agua que os géis simples
produzidos nas mesmas condigdcs.

O objetivo desse cstudo foi o de verificar a
influéncia da concentragdo de proteina, da
temperatura ¢ tempo de aquecimento no perfil de
textura (dureza) de géis mistos. contendo 60%
WPI ¢ 40% GB.
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2. Materiais e métodos

Gelatina  bovina. tipo A, produzida por
hidrélise acida. lote PFL 196/04, foi cedida pela
empresa Gelita, Cotia-SP. Caracterizada como
240 bloom, viscosidade de 33-42 mPs. teor de
protcina de 83%. umidade entre 8 ¢ 13%,
conteudo de cinza inferior a 2.0% ¢ pH entre 5.0-
6.0. Foi utilizado o isolado protéico de soro de
leite, ALACEN 895 produzido por troca idnica e
ultrafiltragdo. com reduzido teor de lactose ¢
gordura, adquirido da NZMP®, New Zealand
Milk Products. Sdo Paulo. Brasil.

A proporgdio na mistura protéica utilizada foi
bascada no valor nutritivo de misturas entre WPI
¢ hidrolisados de coliageno bovino (HCB),
determinado por Zicgler (2006), em que através
de ensaios bioldgicos com ratos Wistar recém
desmamados, chegou-se a composigdo
aminoacidica mais indicada. levando-s¢  em
consideragdo aspectos nutricionais ¢ econdmicos,
tendo-se por base o perfil de aminoacidos
essenciais proposto pela FAO/WHO (1990).

2.1 Delineamento experimental

Géis mistos contendo 60% de WPI ¢ 40% de
gelatina foram elaborados através da geleificacdo
termicamente induzida. em diferentes condigoes
experimentais, variando-se a concentragdes de
proteina, temperatura e tempo de aquecimento.

Um plancjamento fatorial completo (2. em
dois niveis (-1, +1). mais os pontos axiais (-c,
+a) foi utilizado para verificar os efcitos das
varidveis independentes nas caracteristicas de
textura dos géis, utilizando o “Central Composite
Design”  (BOX. DRAPER. 1987).  ou
Melodologia de Superficie de Resposta (NETO et
al. 1995. CALADO. MONTGOMERY. 2003:
RODRIGUES, IEMMA, 2005).

A Tabela 1 ¢ Tabela 2 mostram a estrutura do
plancjamento  fatorial  completo  executado.
composto por um delincamento com 2 varidveis
independentes em cinco niveis de variagdo, onde
a= + (2" sendo o n o namero de variveis
independentes (NETO et al. 1995).

A mistura de 60% de WPI ¢ 40% GB foi
utilizada para  verificar a influcncia da
concentragdo de proteina entre 3.2 ¢ 8.8% e da
temperatura entre 51 ¢ 79°C em fungdo do tempo
de aquecimento de 10, 20, 30 e 40 minutos. que
for uma variavel fixa para cada bloco de 11
ensaios, totalizando 44 cnsaios.

Tabela 1. Niveis das variaveis do perfil de
textura: influéncia da concentragiio de
proteina e da temperatura.

Niveis
-a -l 0 +] +q
Concentragio de 32 40 60 80 88
proteina (%)
Temperatura (T 51 55 65 75 79
UC)

Varidveis

o=+ (2= 11414

Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial
completo, com as varizdveis codificadas e reais.

Varidveis Variaveis
Codificadas Reais
Exp. % T°C % T°C

I S 40 55
2 1 -1 8.0 33
3 -1 1 4.0 75
-4 1 | 3.0 75
5 - 0 3.2 63
6 + @ 0 8.8 63
7 0 - 6.0 51
8 0 + o 6.0 79
PC 0 0 6.0 65
PC 0 0 6.0 63
PC 0 0 6.0 63

PC = ponto central. repeti¢des:
o=+ (2""'=+1414

2.2 Perfil de Textura

Amostras a temperatura ambiente, com 2.0cm
dc didmetro ¢ 10cm de altura foram
comprimidos por um probe cilindrico acrilico de
fundo chato com 5 cm de didgmetro ¢ os relutados
obtidos da curva forga x tempo foram calculados
pelo programa Texture Expert versdo 1.11 para
TPA (Texture Profile Analysis).

A curva obtida para cada amostra resultou de
dois ciclos de compressio que sdo relativos a
parametros mecdnicos da amostra: sendo a
dureza a caracteristicas de interesse nesse estudo

Os perfis de textura dos géis obtidos foram
analisados segundo método descrito por Ju ¢
Kilara (1998). em texturémetro modelo TA XT-2
(Stable Microsystens SMS, Surrey. UK).

As condigdes de medida foram padronizadas
em probe de calibragio de 40mm. forga de
compressio de S5g e 50% de compressio.
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velocidade pré-teste. no teste ¢ pos teste de
3mn/s. Foram analisados scis géis resultantes de
cada condigdo estudada.

2.3 Aspecto Visual

Para optar pelo melhor tempo de aquecimento
estudado (cntre 10 ¢ 40 min.) para a elaboragio
dos géis mistos de WPL:GB. na proporgdo
60:40% utilizou-se como critério de avaliacdo a
aparéncia dos géis mistos formados.

2.4 Analise estatistica

Os resultados  obtidos foram  avaliados
estatisticamente  segundo a metodologia de
superficie de resposta. ao nivel de 5% de
significancia (p < 0,03).

O software Statistica for Windows versao V
foi utilizado para calcular os coeficientes de
regressdo, analise de varidncia (ANOVA) ¢
coeficientes de corrclagdo do modelo. bem como
para gerar as superficies de resposta.

Equagdes polinomiais de segunda ordem
foram ajustadas para os dados experimentais do
plancjamento fatorial completo. As varidveis nido
significativas a 95% de confianga foram
colocadas no residuo.

3 Resultados e discussao

3.1 Perfil de textura dos géis mistos

Para a claboragdo dos géis mistos. contendo
60% de WPI ¢ 40% de GB. foram analisadas as
influéncias do tempo de aquecimento do gel em

10. 20. 30 ¢ 40 min, por meio de 44
experimentos. Os  resultados  podem  ser
visualizados na Figura 1.

Nas solugdes com 3.2% dec proteina,

aquecidas a 65°C (ensaio 5) ndo houve formagdo
de gel somente quando os gcis mistos foram
aquecidos durante 10 min, ocorrendo apenas um
aumento da viscosidade.

As linhas (racejadas representam o valor ideal
dc durcza. Segundo as caracteristicas sensoriais
dos géis em cada experimento, estimando-se que
a durcza para a sobremesa que se deseja elaborar.
formando um gel que possa ser cortado com a
colher sem perder a forma ¢ ndo apresentar com
textura rigida esta entre 230 ¢ 330 g-forga.

Obscrvando-se os ensaios 7, 8 ¢ PC
rcalizados nesse trabalho, em que a concentracio
de proteina foi de 6% e variagdo da temperatura
de aquecimento entre 51 e 79°C. pode-se
observar que a menor temperatura estudada
(51°C) apresentou perfil de dureza superior
quando comparados a géis aquecidos a 79°C.
exceto quando os géis foram aquecidos por 30
min.

B PC(6%. 65°C)
08 (6%. 79°C)

a O7 (6%. 51°C)
%— 6 (8.8%. 65°C)
g E5 (3.2%. 65°C)

2 B4 gy, 75°C)

—F B3y 750)

—__I‘ 02 (8%. 55°C)

10 01 (4%. 55°C)

TEETp

RS R |

T T Tt T

0 100 200 300 400 500

Dureza (g)

Figura 1. Influéncia do tempo de aquecimento
na dureza do gel misto, contendo 60% de
isolado protéico de soro do leite (WPI) e 40%
de gelatina bovina (60:40% WPI:GB)

3.2 Analise dos efeitos

As variaveis. lineares. quadraticas ¢ suas
interagdes fazem parte dos modclos para compor
as superficies de resposta.

As analises dos cfeitos das varidveis
independentes (concentragio de proteina (%P) e
temperatura (T°C) durante 30 minutos) bem
como os resultados estatisticos dos cfecitos da
dureza dos géis mistos em fungdo do tempo de
aquecimento, estdo mostradas na Tabela 3.

Observou-se que a variavel concentragdo
proteina exerceu um ecfcito positivo significativo
a 95% dc confianga em todas as respostas
estudadas dos géis mistos 60:40 WPLGB.
enquanto ndo houve influéncia significativa da
temperatura. A interagdo proteina x temperatura
gerou efeito significativo positivo para a dureza
dos géis.
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Tabela 3. Efeito estimado, erro padrio e grau
de significincia estatistica (p) para cada fator
no modelo codificado para a du reza dos géis
mistos, aquecidos por 30 min,

Efeito

Erro
Varidveis  estimado Padrio
% P (L) 35,48% 2.26%  0.0017*
% P(Q) 34.38% 2.69%  0,006]*
T°C (L) 0.50 2.26 0.8453
T°C (Q) -3.29 2.69 0.3459
%P xT°C  36.32% 3.20%  0.0077%

* significativos a 95% de confianga (p < 0.05)
(L) medida linear:
(Q) medida quadratica

10 min.
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Proteina

80 88

30 min,

W 2015818
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B 267273
3 235,091
=3 310908
B 322707
W 354545
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ol [RECREY
M b0

Temperatura °C

80 83

6.0
Proteina

3.3 Curvas de contorno ¢ superficies de
resposta

A Figura 2 compara por meio das curvas de
contorno a dureza dos géis mistos, contendo 60%
de WPl e 40% de GB. em tempos de
aquecimento entre 10 e 40 min.

O que foi verificado & que a drea mais escura
indica a maior dureza dos geis. no entanto esscs
valores de firmeza, correspondentes a 8 e 8.8%
de proteina, sdo superiores aos desejaveis. As
melhores  percepedes de firmeza  foram
observadas em amostras com 6% de proteina.
comparando-se as curvas de contorno. observa-se
quc esta faixa esta otimizada no ponto central. o
que corresponde entre 220 e 260g-forga. no
tempo de aquecimento de 30 min.

20 min.

79
g
% 65
¢
o
&
hd 551

51

32 40 8.0 80 88
Proteina
40 min.
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9
g
: 0
B & 3
¢ =
=2 iz
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;-'._ alin Y - - 3
32 40 6.0 80 88 W :toe
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Figura 2 Curvas de contorno tendo como resposta dureza dos géis pela variacio da concentragio
de proteina e da temperatura (°C) em diferentes tempos de aquecimento (min.)
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A superficie de resposta expressa por meio de
cquacdes matemdticas para a obtengdo dos géis
mistos  aquecidos durante 30 min.. esta
apresentada na Figura 3.

A equagdo (1) codificada que expressa a
dureza dos géis mistos em fungiio das variaveis
estudadas foi:

Dureza= 239,693 + 55.476(proteina) + 0.5(temperatura) + 34.379(proteina)”
+ 36.3 18(interagdo proteina x temperatura) - 3,291 (temperatura)”

(1)

Figura 3 Superficie de resposta relacionada com a dureza de géis de mistos, contendo 60% de
WPI e 40% de GB, apos 30 min de aquecimento.

Observa-se que a dureza ¢ influenciada
positivamente pelo aumento da concentragdo de
proteina. enquanto que a temperatura clevada de
aquecimento, diminui a firmeza dos géis mistos.
Conforme discutido anteriormente. considera-sc
que o atributo de dureza for otimizado. pois a
faixa desejada cncontra-sc no centro da figura, o
que corresponde ao ponto central: 6.0% dc
proteina ¢ aquecimento de 65°C.

4. Conclusio

A concentragdo de proteina foi a variavel
independente  que  gerou efeitos  positivos,
influenciando de forma significativa a textura dos
géis. ou seja. quanto maior a conceniragdo de
protcina. mais firme foi o gel. E a temperatura
apresentou efeito negativo. particularmente em
baixas concentragdes de proteina.

Dos tempos de aquecimento estudados, os
géis apresentaram  melhor aparéncia quando
aquecidos durante 30min. tempos inferiores ndo
foram suficientes para manter a estrutura dos géis
em todas as condigdes estudas ¢ superiorcs
apresentaram géis ndo homogéneos e de elevada
sineresc na maioria dos ensaios.
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7 Nomenclatura

Simbolo Definigiio

B-Lb [3-Lactoblobulina

BSA Albumina do Soro Bovino

°C Graus Centigrados

cm Centimetro

%P Concentragdo de proteina

g Gramas

p Grau de significancia estatistica
GB Gelatina Bovina

h Horas

%P.T Interagdo proteina e temperatura
WPI Concentrado protéico de soro de leite
L Medida linear

Q Medida quadrética

min Minutos

mL Mililitros

mm Milimetros

n Niimero absoluto

pH Potencial hidrogeniénico

t Tempo

T Temperatura

TPA Textura profile analysis

WPI Isolado Protéico de Soro do Leite
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COMPARACAO FISICO-QUIMICA ENTRE GELATINA E ISOLADO PROTEICO
\") DE SORO DE LEITE BOVINO OBTIDO EM RENNES - FRANGA
2,

e
UNICAMP

INTRODUCAO

O leite desnatado pode ser separado em fragdes ricas de caseina e de
proteinas do soro, usando-se membranas ceramicas. A principal vantagem € que se
trata de um processo termicamente suave e puramente mecanico. Isso significa que

ndo tem impacto negativo nas propriedades funcionais e nutricionais do produto.
O estagio consolidado no 19 semestre de 2004, no Instituto Nacional de
Pesquisa Agrondmica — INRA, foi realizado com o objetivo de produzir isolado
protéico de soro de leite bovino (WPI) com uma quantidade superior de 90% de
proteina, além de caracterizar esse material quanto a composicao centesimal e de
aminodcidos, comparando-o com a gelatina bovina.

METODOLOGIA

Matéria-prima: O leite bovino desnatado cru (4°C) (1.200L), composto de
diferentes variedades genéticas (A,B e C).

ento: Todo o processo de obtengdo do WPI fol realizado na planta
piloto do INRA, localizado na cidade de Rennes-Franca. Os processos envolvidos
foram: microfiltracdo, concentragdo, diafilttracdo, ultrafiltracdo e liofilizacdo
(Figural).
Caracterizacdo: Foram determinados extrato seco, umidade, proteina bruta,
minerais, flora total mesdfila e composicdo aminoacidica, conforme procedimentos
padronizados pelo INRA.

Leite
Bovino
_ Tromdorde Placas
Transporte da matéria prima em tanque  (Aguecimento do Leite 50°C)
refrigerado 4C
Caseina
Micelar
(Retentado)
% i Microfiltragdo
Microfiltragdo =
(Membrana Ceramica 0,1 um) (Membrana Cerdmica 1,4 pm)
Residuo bacteriano
(descartado)
Agx.\, Lactose,
Sais Minerais ~——
(permeado)

Liofilizagdio (secagem 4 frio,
ao)

Janesca Alban ROMAN, Valdemiro Carlos SGARBIERI

Faculdade de Engenharia de Alimentos - Departamento de Alimentos e Nutrigdo
Apoio: Empresa Gelita South America®

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Na Tabela 1 estio demonstrados os resultados da composicio centesimal
obtidos no leite desnatado, isolado protéico de soro de leite bovino (WPI) e gelatina
bovina 250 bloom. Observa-se que o pH das solugbes obtidas foram prdximos,
exceto para a gelatina que durante a sua fabricagdo industrial sofreu hidrdlise dcida.
O WPI obtido a partir do processo de microfiltragdo, apresenta um elevado teor de
proteina, 95,60%, caracterizando-se como isolado protéico (>90%).

Tabela 1. Caracterizagdo centesimal, pH e flora meséfila total do isolado
protéico se soro de leite bovino (WPI) e gelatina bovina (250 bloom, Gelita®).

ANALISES LEITE WPL GELATINA

pH 6,46 6,48 5,50
Extrato Seco (%) 9,05 98,83 88,59
Umidade (%) 90,95 1,17 11,41
Proteina (%) 3,40 95,60 26,88
Nitrogénio rdo caseico (%) 0,76 95.45 .
Nitrogénio rdo protéico (%) 0,18 0,78 13,49
Minerais (%) * 2,16 0,166
Flora Total Mesofilica (UFC/g) b <15 <5

* Andlises ndo realizadas

Os resultados obtidos para a composicdo de aminoacidos essenciais e ndo
essenciais do WPI e gelatina comparada com o padrédo de referéncia do FAO/WHO
(1990), estdo representados, respectivamente nas Figuras 2 e 3,

20 9 CPadrio FAOMWHD BWFI BGelatna 20

Leu Phe His Lys Tmp i
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54
o -
Atp  Arp Ser Gl Pro Gk Al

QAA00 g de proteina
GAAIDD g de proteing
=

n

Cys Thr Vel lle
+Mat “Tyr

Aminodcidos exsencials Amincacidos nio essenciale

£ :

Figura 2- Composigdo de i
do WPI (isolado protéico de soro de leite bovino) &
gelatina bovina (250 bloom), comparodos com o
padrdo de referéncia FAO/WHO (1590).

Figura 3- Composiglo de ominodcidos ndo-
essenciais do WP (isolado protéico de soro de
leite bovino) e gelatina bovina (250 bloom),

CONCLUSAO

sob vécuo - sublimagda)

Ultrafittragdo/ Diafiltragdo \
(concentragd, membrana 8 Kd)
Isolado Protéico
de Soro (WPI)

Figura 1- Fluxograma de Processo do Isolado protéico de soro de leite bovino (WPI), através
dos processos de microfiltraglio, ultrafiltragdo, diafiltragdo e liofilizagdo, realizado em planta
piloto do INRA-Franga.
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Obteve-se O WPI com 95,6% de proteina apresentando teores mais elevados
que a gelatina de proteina e cinzas e teor mais baixo de umidade. Tanto WPI quanto
a gelatina apresentou flora total mesofilica inferior a 20UFC/g, caracterizando-se
como de boa qualidade microbioldgica. Comparados ao padrdo da FAO/WHO o WPI
apresentou teores mais elevados de todos os aminodcidos essenciais enquanto que
a gelatina apresentou deficiéncia de varios aminodcidos essenciais e completa
auséncia de triptofano. A gelatina apresentou concentragbes bastante elevadas dos
aminoacidos em quantidades recomendadas pelo padrio da FAO/WHO ao contrério
da gelatina.

Janesco®feaunicamp.br
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CARACTERIZAGAO FisIcO-QUIMICA DO ISOLADO
PROTEICO DE SORO DE LEITE (WPI), GELATINA BOVINA
(68) E MISTURA CONTENDO 60% WPI E 40% GELATINA

Janesca Alban ROMAN e Valdemiro Carlos SGARBIERI®
*Departamento de Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de
Campinas — UNICAMP, Caixa Postal 6121 — Campinas-SP, CEP 13081-970 — BRASIL.

INTRODUCAO

A gelatina é uma proteina deficiente, em todos
os aminodcidos essenciais, principalmente em
triptofano e cisteina, enquanto que as proteinas de
soro de leite apresentam esses aminodcidos em
abundancia, portanto, a combinacdo dessas duas
fontes protéicas possibilita melhoria consideravel no
equilibrio de aminodcidos essenciais da gelatina,
com significativa vantagem nutricional.

Haverda também uma grande vantagem
econdmica na associacdo dessas duas proteinas, ja
que a gelatina é produzida em larga escala e de
baixo custo enquanto que as proteinas do soro de
leite sdo de dificil recuperagdo tecnoldgica e de alto
custo. A associacdo de propriedades funcionais da
gelatina e das proteinas do soro de leite também se
apresenta como um potencial a ser explorado.

OBJETIVO
O presente trabalho teve por objetivo o estudo
comparative da composigdo e de algumas

propriedades  fisico-quimicas de duas fontes
protéicas de largo uso industrial (WPI e GB),
isoladamente e da mistura WPI:GB (60:40% em
base protéica).

METODOLOGIA

Material

* WPI: Isolado protéico de soro de leite, ALACEN
895, lote 196/04, obtido da NZMP®, New Zealand
Milk Products, S3o Paulo, Brasil.

* GB: Gelatina bovina, tipo A, produzida por
hidrdlise acida, lote PFL 196/04, Gelita® (GELITA
SOUTH AMERICA), Cotia-SP.

Preparagdo da Mistura Protéica

A determinagdo da mistura protéica 60% de WPI e
40% de GB foi baseada no valor nutritivo levando-se

em  consideragdo  aspectos  nutricionais e
econdmicos.

Métodos Analiticos

* Composicdo Centesimal: Foram determinados

de acordo com os procedimentos descritos na AOAC

(1990).

* Determinacdo de Aminoacidos: Utilizou-se a

metodologia descrita por SPACKMAN et af, (1958) e

SPICES (1967).

* inaca fil_d ivre:
Foram  determinados de acorde com

BEVERIDGE et al., (1984) e WAGNER, ANON (1990).

* perfil de Solubilidade: As amostras foram
analisadas verificando-se o efeito do pH (2,5 a 7,5),

de acordo com o método descrito por MORR et al.,
(1985).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdo centesimal dos trés concentrados
protéicos estudados é apresentada na Tabela 1. O
componente de maior concentragdo foi & proteina
variando entre 83 e 92% para as trés amostras. Nao
houve diferenca estatistica quanto ao teor de proteina
entre o0 WPI e a mistura, tem sido estatisticamente
inferior para a gelatina (p<0,05). Sdlidos totais,
umidade e cinzas diferiram significativamente entre as

trés amostras analisadas.

TABELA 1- Composigdo centesimal

95,5+ 0.34°

Sdldos totais

88,1+ 0,06°

69261011°

Umidade 451036  11,9:006° 74+0,10°
Proteinas 90,8+ 1,06 831+ 056" 912+ 0,33
Cinzas 18+007" 07003 13+0,01°
Diferenga” 29 4.4 01

* Diferenca = 100 - (proteina + cinzas + umidade).
Resultados sdo média de 4 determinagbes analiticas + desvio
padrdo, Diferentes letras rnlnusculas linhas) indicam diferenca

estatistica pelo teste de

TABELA 2— Compost;io de amhoécidus essenciais dos
produtos comparados ao pa&rao de referéncia da FAO/WHO

(1990).

Treonina . 34

Os perfis de solubilidade para os trés

concentrados protéicos em todas as condigdes
estudadas sdo mostrados na Figura 1.

2
3

'
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% Solubilidade Protéica
]

= WPI0.OM -8 Gelatina 00M  -e-Mistura 0,0M
—+WPI0O 1M — Gelatina 0,1M  -o-Mistura 0,1M

Figura 1— Representagdo do perfil de solubilidade
do Isolado protéico de soro de leite bovino (WPI),
gelatina bovina (GB) e da mistura WPLGB na
proporgdo 60:40%, em diferentes pHs em agua e
em solugdo de 0,1M de NaCl.

* O teor de proteina (91%) para o
mistura WPI:GB (60:40%) diferiu |
GB (p <0,05).

* O perfil de aminoacidos do WP,
da FAO/WHO, enquanto que a g
se deficiente em todos os aming
mistura WPI:GB apresentou

significativamente superior a
somente 3 aminodcidos essel
100% das recomendactes da

nde ao padrdo
na apresentou-
os essenciais. A
il aminoacidico
p gelatina, pois
& ndo atenderam
0.

* A solubilidade do WPI pl 2 2,5 e 7,5 em
solugdo aquosa ou 0,1M | variou de 87,4 a
97,5% e para a mistura WPI:GB ¥ariou entre 57,7 a
80,6%. A solubilidade maxima d@ gelatina em agua
foi de 63% e a minima foi de 28,4% em pH 2,5 e
6,5, respectivamente.

Metionina + Cistina 25 1.7 36
Valina 35 13 48 a3 36
Leucina 6,6 18 13 3¢ 92
Isoleucina 28 13 5 45 36
Fenilalanina + Tirosina 63 19 68 )5 5,3
Lisina 58 16 10 3 8,0
Histidina 19 16 2 o 1,48
Triptofano 11 05 28 £ 1.8
Aminoicidos Essenclais Escore (EAE) 1 )] 0,8

TABELA 3 - Valores de grupos sulfidrilo livres (SH).

WPI
WPI:GB (60:40)

31,8 + 0,29
18,6 + 0,30

30,8+ 0,17
19,6 + 0,07

E-mail: janesca@fea.unicamp.br; sgarb@fea.unicamp.br
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INTRODUGAO

RESULTADOS E DISCUSSAO

Preparacoes industriais de gelatina envolvem hidrdlise controlada de
estruturas organizadas de coldgeno para a obtengio de gelatina
solivel[1]. Na composigio quimica da gelatina estdo presentes todos os
aminoacidos essenciais, exceto o triptofano e cisteina [2]. O valor
nutricional da gelatina s6 é melhorado quando € consumida em
combinacio com outra proteina ou misturas de proteinas, usadas com a

finalidade de suplemento protéico, aumentando o seu valor nutritivo.

O objetivo do presente estudo foi o de avaliar por meio da andlise
sensorial a aceitabilidade de trés formulagbes de gelatina contendo
isolado protéico de soro de leite em comparagdo com uma gelatina
comercial.

METODOLOGIA

Preparo das Amostras: Trés formulagdes de gelatina foram elaboradas
com isolado protéico de soro de leite bovine (WPI), gelatina bovina (GB),

aclicar, &cido citrico, aroma artificial de morango e corantes artificiais
amarelo creplisculo e vermelho bordeaux (Figura 1) e comparadas a uma
gelatina comercial (GCM).

Provadores: Sessenta e cinco provadores nao treinados, , incluindo
alunos e funcionarios da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana —
UTFPR, campus Toledo, avaliaram o quanto gostaram ou desgostaram do
produto.

te éncia: Escala heddnica estruturada de nove pontos, e
Indice de Aceitabilidade (IA) foram analisados em relagdo aos atributos,
cor, aroma, sabor e consisténcia [3]. O IA com boa repercussao tem sido
considerado 70% [3;4].

Isolado Protéico
de Soro de Leite
(WPI)

Gelatina
Bovina

[ Aglear, |
dcido citrico
co__r_'anfe
Andlise

i
o

Sensorial

Figura 1- Obtengdo dos géis mistos contendo isolado protéico de soro de leite
bovino (WPI) e gelatina bovina.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Cerca de 63% dos provadores pertenciam ao género feminino e 37%
ao género masculino. A idade variou de 14 a 54 anos, sendo que a idade
média foi de 22 anos. Dos provadores avaliados, 89% consomem gelatina
em casa, principalmente apds o almogo (65%), sendo os sabores
preferidos o de morango (47%), seguido pelo de liméo (13%), uva 10%)
e abacaxi (1%). Os resultados obtidos na andlise sensorial estio
mostrados nas Figuras 2 e 3.

SRS

50

B3

M dis das nemy
m o B om ow ouoD
= I = 1

OOM DGV OGN OGEM B DGMI DONZ 00N OGCM B

Figura 2- Média de notas atribuidas pelos julgadores para os atributos de cor
e aroma (A) e textura e sabor (B) para as amostras de gelatina contendo
isolado protéico de soro de leite bovino (GM1, GM2 e 6M3) em comparagdo com
uma amostra comercial (6CM). Letras diferentes indicam que houve diferencas
estatisticas entre as amostras pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 3- Indice de Aceitabilidade (IA) das
amostras de gelatina adicionadas de isolado
protéico de soro de leite (6M1, 6M2, GM3)
comparadas a uma gelatina comercial (6CM). Minimo
aceitdvel > 70%.

A amostra GM2 apresentou resultados muito semelhantes & amostra
de gelatina j4 comercializada, no entanto apresentou um teor mais
elevado de proteinas, sendo considerada de melhor valor nutricional por
conter protéicas de elevado valor bioldgico baseada na sua composicao de
aminoacidos essenciais. O indice de aceitabilidade também foi bem
préximo, respectivamente 85 e 88% para a amostra GM2 e GCM.

CONCLUSAO

Foi possivel elaborar um produto geleificével, semelhante a
gelatina, com teor superior de proteinas (63%) por meio da adigdo do
isolado protéico de soro de leite bovino, melhorando o valor nutricional do
produto e com caracteristicas sensoriais aceitéveis.
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INTRODUCAO

A gelatina é um produto bastante apreciado, principalmente como
sobremesa apés o almogo. E uma proteina de facil digestdo e absorgdo,
produzida em larga escala e a pregos relativamente baixos.

Preparacbes industriais de gelatina envolvem hidrdlise controlada de
estruturas organizadas de coldgeno para a obtencdo de gelatina solivel [1]. E
uma proteina de origem animal, sollivel em agua (em temperaturas acima de
50°C), resultante da hidrdlise acida ou basica do colageno. Na composigdo
quimica da gelatina estdo presentes todos os aminoacidos essenciais, exceto o
triptofano e cisteina [2].

O objetivo do presente estudo foi o de realizar uma pesquisa de mercado

no intuito de observar a opinido sobre a aquisicdo, consumo e as possiveis
relagbes com a satide e a nutrigdo em relagdo a gelatina.

METODOLO6IA

Critérios éticos: Como a coleta de dados envolvia seres humanos, os
procedimentos recomendados pelo Conselho Nacional de Salide seguindo a
Resolugdo 196 de 10 de outubro de 1996 [3].

Populacdo e Amostra: Utilizando um questionarios de 20 questoes (Quadrol),
foram entrevistadas 70 pessoas, incluindo alunos do ensino técnico em
gastronomia (60%) e servidores da UTFPR (40%). Cerca de 63% dos
provadores pertenciam ao género feminino e 37% ao género
masculino. A idade variou de 14 a 54 anos, sendo que a idade média foi
de 22 anos. A atitude dos consumidores foi expressa em trés categorias:
“concordo”, “discordo” e “nem concordo/nem discordo” por meio de frases
positivas ou negativas [4] relacionadas a gelatina.

QUESTIONARIO
1) Vocé consome gelatina? ( )sim ( )ndo ( )asvezes

2) Assinale a alt: tiva que indiq
( ) por que gosto

{ ) porque tem sabor agradavel
{ ) por que € saudavel

( ) por que é nutritiva
()
()
()

o principal motivo pelo qual vocé ingere gelatina

‘como sobremesa apds o almogo
pela praticidade
para auxiliar no emagrecimento
( ) por ser acessivel e de baixo custo
S S S

3) Se consome gelatina, onde o faz?
( )em minha casa ( ) casa de amigos
( ) em outras preparagdes/sobremesas

( ) em restaurantes

4) Com que freqiiéncia? ( ) Todos os dias ( )1 vez por semana
( ) 3 vezes por semana ( )acada 15 dias ( ) 1vez por més
( ) acada trés meses ( ) raramente { ) n3o consumo

5) De uma forma geral, em que periodo vocé
( ) café da manh3
( ) lanche da manh3
( ) apéds o almogo
( ) lanche da tarde
( ) ceia

6) Qual é a gelatina de sua preferéncia?
Marca: _
Sabor:
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos provadores avaliados, 89% consomem gelatina em casa, principalmente
ap6s o almogo (65%), sendo preferidos os sabores de morango (47%), seguido
pelo de limdo (13%), uva (10%) e abacaxi (1%). A freqiiéncia de consumo foi
considerada elevada, pois apenas 4% dos entrevistados disseram ndo consumir
gelatina. Pelo menos 25% consomem uma vez por semana, 16% a cada quinze
dias e 26% uma vez ao més, sendo que as quantidades consumidas geralmente
sao referenciadas a um pote pequeno (34%) ou médio (29%) de sobremesa.

O motivo o motivo pelos quais os entrevistados consomem gelatina esta
mostrado na Figura 1.

outros
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Figura 1- Motivo apontado pelos provadores que justificam o
consumo de gelatina

A Tabela 2 apresenta as respostas dos consumidores em relagéo a gelatina.
Verifica-se que cerca de 60% dos entrevistados concordaram que a gelatina é um
alimento que possui baixo teor caldrico, e que é recomendada nas dietas de
emagrecimento, 32% nem discordaram/nem concordaram que a gelatina é um
alimento de elevado valor nutricional e quando questionados se a gelatina é um
produto bastante apreciado pelas criangas, 91% concordaram com esta afirmagdo.

Tabela 2- Atitude do consumidor em relagdo a gelatina

itens avaliados C do Di do Nem
Nem discordo
Negativas
1. E de origem animal? 43% 19% 38%
2. Possui proteinas de boa qualidade? 31% 16% 53%
3. Ap alto valor ic ? 29% 38% 32%
4. Possui elevado teor calérico? 4% 60% 35%
Positivas
5. E “leve”, de facil digestao? 94% 1% 4%
6. Apreciada pelas criangas? 91% 3% 8%
7. E um produto saudével e de baixo custo? 81% 7% 12%
8. Pode ser enri ida com vitami e mi is? 71% 3% 26%
9. Recomendada nas dietas de emagrecimento? 62% 6% 32%
CONCLUSAO

Estes resultados sugerem que essa populagdo conhece de um modo
geral, o valor da gelatina como alimento e que seu consumo apresenta-se
bastante elevado.




