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A avaliagdo do processo de gelificagcdo acida de caseinato de sédio (CS)
induzida por glucona-é-lactona (GDL) foi realizada em diferentes taxas e com
ampla faixa de concentragdo de proteina (2-6% p/p). A cinética de acidificagcéo e
gelificacdo foi avaliada desde o pH 6,7 até o ponto isoelétrico das caseinas
através da medida de pH e de propriedades mecanicas obtidas em compressao
uniaxial (tensdo e deformacdo na ruptura). A formagao da rede do gel foi mais
influenciada pelas interacdes eletrostaticas do que pelas diferentes taxas de
acidificagao, principalmente em pH préximo ao pl das caseinas. Além disso,
interagcdes hidrofobicas e ligagbes de hidrogénio também estiveram envolvidas na
estabilizacdo da estrutura da rede, promovendo géis mais fortes. Também foi
avaliado o processo de gelificagdo de proteinas do leite em pH 6,7 em sistemas
contendo carragena. Neste caso, a k-carragena foi adicionada em concentragao
de 0,3 a 0,8% (p/p) em misturas contendo caseinato de sodio (2 a 8% p/p), isolado
protéico de soro (0,5 a 7% p/p) ou sacarose (5 a 30% p/p). Estes sistemas foram
estudados a partir de ensaios reolégicos em cisalhamento oscilatorio,
propriedades mecanicas e microestrutura. A temperatura de inicio da gelificagéo
ou do desenvolvimento de estrutura (Ts) aumentou com a concentragdo de
carragena em sistemas puros, enquanto que a presenga de sacarose ou isolado

protéico de soro promoveu um aumento da T e a adi¢cao de caseinato de sédio
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nao modificou esta temperatura, em relagao aos géis puros. Apdés a fomagao do
gel, um aumento da concentracdo de carragena levou a géis mais elasticos,
rigidos, deformaveis e firmes, sendo que a adicdo de sacarose exerceu pouco
efeito nas propriedades reoldgicas destes sistemas. A adi¢cado de isolado protéico
de soro enfraqueceu a rede do gel em baixas concentragdes (até 3%), mas houve
formacdo de uma rede mista em maiores concentragdes, sem demonstracdo de
sinergismo entre os biopolimeros. A mistura de carragena e caseinato de sodio
mostrou sinergia até 5% (p/p) desta proteina e para maiores concentragoes,
ocorreu o enfraquecimento da rede, diminuigcdo da rigidez e firmeza do gel,
provavelmente relacionada a micro-separacdo de fases, observada por
microscopia confocal. Os espectros mecanicos mostraram que a maioria destes
sistemas mistos apresentou comportamento de gel fraco, devido ao efeito
simultaneo das interacges fisicas e incompatibilidade termodindmica. No entanto,
géis fortes foram observados na maior e menor concentragdo de carragena e
caseinato de sodio, respectivamente, indicando a importancia da interacao
eletrostatica entre estes dois biopolimeros. O aumento da concentracdo de
carragena e de proteinas promoveu um aumento da heterogeneidade da
microestrutura do gel e a intensidade de interagdes repulsivas entre os
biopolimeros e a formag&o da rede do gel, dominado pela carragena, afetou de

maneira complexa as propriedades fisicas destes sistemas.

Palavras-chaves: k-carragena, proteinas do leite, sacarose, gelificagao, interagcao

de biopolimeros.
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ABSTRACT

Doctor’s Thesis

Evaluation of acid-induced sodium caseinate (CS) gelation promoted by glucono-5-
lactone (GDL) was performed at different acidification rates with several protein
concentrations (2-6% w/w). The kinetics of acidification and gelation were followed
from pH 6.7 to the isoelectric point of casein by evaluation of the pH and
mechanical properties using uniaxial compression measurements (stress and
strain at rupture). Gel network formation was more influenced by electrostatic
interactions than different acidification rates, showing the contribution of
rearrangements of bonds to strengthening the network, mainly at steady-state pH
close to pl of caseins. Besides the hydrophobic interactions and hydrogen bonds
were also important forces involved in structure stabilization, leading to stronger
gels. Moreover, evaluation of gelation process of milk proteins at pH 6.7 in systems
containing «k-carrageenan. In this study, the «-carrageenan was added at
concentration from 0.3 to 0.8% (w/w) into mixtures containing sodium caseinate (2
a 8% w/w), whey protein isolate (0.5 a 7% w/w) or sucrose (5 a 30% w/w). This
systems was analysed using rheological measurements under oscillatory shear,
mechanical properties and microstructure. The temperature at which structure
development began or initial of gelation (Ts) augmented with increasing
carrageenan concentration for pure systems, but sucrose or whey protein isolate
addition promoted an increase of Ts and sodium caseinate did not affect this

temperature, in relation to pure gel. After gel formation, increasing carrageenan
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concentration promoted more elastic, stronger, deformable and firmer, as well as
sucrose addition showed a little effect to decrease elastic character of gel. Whey
protein addition weakened gel network at lower concentrations (up to 3% w/w), but
at higher concentration was observed a mixed gel network entanglement of
carrageenan and whey protein, without sinergism between this biopolymers. Mixed
gels of carrageenan and sodium caseinate showed synergism up to 5% (w/w/) of
this protein and increasing concentration led to weaken the gel network,
decreasing the rigidity and the firmness of gel, probably related to micro-phase
separation, observed by confocal microscopy. Mechanical spectra showed that
most of mixed systems presented weak gel behaviour, due to simultaneous effect
of physical interactions and thermodynamic interactions. However, stronger gels
were formed at higher and lower concentration of carrageenan and sodium
caseinate, respectively, which indicate the relevance of electrostatic interactions
between these biopolymers. Increasing carrageenan and proteins concentrations
led to greater microstructure heterogeneity and increased repulsive interactions
between biopolymers and thus gel formation, dominated by carrageenan, affected

in a complex way the physical properties of these systems.

Key words: «-carrageenan, milk proteins, sucrose, gelation, biopolymers

interactions.
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INTRODUCAO






Introducgao

O leite € um dos principais produtos agropecuarios da atividade econémica
no mundo. Além da sua importancia econdmica, expressa através de geracéo de
empregos e renda, este produto ainda desempenha um papel consideravel na

alimentagdo humana.

No ano de 2006, foram produzidos 550 milhdes de toneladas de leite no
mundo, sendo o Brasil, o sexto maior produtor, responsavel por 4,6% do total
mundial (EMBRAPA - GADO DE LEITE, 2007). No Brasil, o setor ocupa a sexta
colocagao quando se avalia o valor bruto da producédo do setor primario, a frente
do café, arroz, laranja, feijao e suinos. A cada R$ 1,00 de aumento da produgao
da cadeia agroindustrial do leite, ha um crescimento de R$ 4,98 do PIB (MARTINS
& GUILHOTO, 2001). E também responsavel por gerar 3,6 milhdes de empregos

apenas no segmento de producéo (CNA, 2003).

A industria de laticinios € de grande importancia na economia brasileira,
ocupando, o primeiro posto no ranking dos maiores geradores de receita da
industria de alimentos (ABIA, 2007). A industria de laticinios, principalmente a de
queijos, produz o soro de leite, do qual se obtém o concentrado e o isolado
protéico de soro, que em um passado recente foi considerado um subproduto de
dificil descarte devido a grande alteracdo que causava na taxa de oxigénio
necessaria para a sua decomposicao. Atualmente, porém, os produtos derivados

de proteinas do soro sao utilizados como ingredientes funcionais na formulacéo de



novos produtos, principalmente por possuir um excelente valor nutricional e por

sua capacidade de gelificagao.

Neste contexto, observa-se uma crescente demanda por produtos
alimenticios com propriedades especiais, tanto no quesito nutricional quanto em
relacado a funcionalidade, em particular a textura. O estudo das interacdes entre os
componentes dos alimentos € importante, pois facilita o desenvolvimento de novos
produtos, de forma a atender as necessidades dos consumidores. No entanto, a
alteracdo da formulacdo de produtos alimenticios pode levar a modificacbes das
caracteristicas sensoriais, de textura e estabilidade, devido a auséncia de
determinados componentes. Os alimentos possuem composicdo complexa, o que
dificulta a interpretagao das interacdes que ocorrem entre seus componentes. Este
fato fez com que houvesse um aumento no uso de sistemas-modelo para a
interpretacao das propriedades de textura, estrutura e estabilidade. O estudo de
sistemas-modelo tem grande importancia para elucidar as alteragées micro e
macroscopicas pelas quais os ingredientes passam quando séo alteradas a
composi¢cao do sistema e/ou as condigdes de processo (pH, temperatura, forga
ibnica, co-solutos, etc.) (SCHORSCH et al., 1999; SEDLMEYER et al., 2003;
CHRIST et al., 2005; SABADINI et al., 2006; SEDLMEYER & KULOZIK, 2006;

VERBEKEN et al., 2006; ARLTOFT et al., 2007; van den BERG et al., 2007).

O leite pode ser considerado uma emulsdo coloidal de particulas de
caseina, associadas em uma forma micelar, além da presenga das proteinas
globulares do soro dispersas na fase continua. Assim, estudos realizados com

sistemas-modelo lacteos contendo caseina micelar ou caseinato de sédio,



juntamente com isolado protéico de soro, podem permitir o entendimento do
comportamento dessas proteinas frente a outros componentes e diferentes
condigdes de processo. O caseinato de sédio vem sendo muito utilizado em
produtos lacteos analogos, como por exemplo, queijos e o isolado protéico tem
apresentado crescente aplicagdo como ingrediente na formulagdo de diversos

produtos alimenticios, além das especificas para atletas.

O tratamento térmico, importante para a seguranga alimentar e
desenvolvimento de textura em produtos lacteos, promove significativas mudancgas
nas proteinas do leite, como desnaturacao das proteinas do soro, favorecendo sua
interacdo entre si e com os demais componentes do sistema, afetando as
caracteristicas do produto final (TZIBOULA & HORNE, 1999a; NEISER et al.,

2000; OULD ELEYA & TURGEON, 2000a; OULD ELEYA & TURGEON, 2000b;).

Produtos lacteos acidificados apresentam boa aceitacdo por parte de
consumidores e o processo de acidificacdo € uma etapa muito importante para a
obtencdo das propriedades sensoriais desejadas, que estdo associados a
aparéncia visual do produto, propriedades reoldgicas e microestrutura. Além disso,
o grau de acidificagdo do produto influencia as interagbes entre as proteinas e
destas com os demais componentes presentes. A acidificacido pode ser realizada
através de culturas bacterianas (fermentacéo latica) ou pela adigdo de glucona-o-
lactona (GDL), que hidrolisa a acido glucénico resultando em uma diminuicdo do
pH. O uso de GDL pode evitar algumas das dificuldades associadas com bactérias
lacticas (starter), incluindo atividade variavel e alterac&o no tipo de cultura usada.

Os geéis feitos com estes dois tipos de precursores de acidificagado diferem em



suas propriedades reoldgicas (LUCEY et al., 1998), em parte em fungao da taxa
de acidificacdo. A acidificagao por GDL pode ser executada em diferentes taxas,
que pode levar a diferentes valores de pHs finais, dependendo da temperatura,
presenca de outros componentes (proteinas, agucares, sais) ou concentracao de

precursor de acido.

Em géis induzidos por GDL, o ponto isoelétrico (pH 4,6) pode ser alcangado
mais rapidamente e permanece estavel, permitindo assim um maior tempo de
rearranjo e reorganizagao perto deste ponto. Este fendmeno contribui para a

continua ligacao e rearranjo de particulas de caseina.

Os polissacarideos tém apresentado crescente aplicacdo na industria de
alimentos por suas propriedades funcionais como espessante, estabilizante e
capacidade de ligar agua. Os polissacarideos podem ser neutros ou carregados
eletricamente, lineares ou ramificados e gelificantes ou espessantes. A carragena,
que é um polissacarideo linear anidnico, possui a peculiar caracteristica de
apresentar alta reatividade com as proteinas do leite favorecendo a formacao de
géis. A formacgao do gel é dependente da temperatura e ocorre sob resfriamento,
através da transicdo conformacional da molécula de carragena do estado
enovelado (desordenado) para o estado helicoidal (ordenado), que ocorre em
determinada temperatura, dependendo da presenca de ions especificos e demais

moléculas carregadas (DOYLE et al., 2000; YUGUCHI et al., 2002).

As proteinas do leite podem interagir com os diversos componentes de
alimentos, porém sao as interagdes biopoliméricas (proteina-proteina e proteina-

polissacarideo) que levam a uma maior faixa de caracteristicas de textura-
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estrutura (STANDING et al., 1993; VERHEUL & ROEFS, 1998; HEMAR et al.,

2002; OLSSON et al., 2002; WALKENSTROM et al., 2003; ARLTOFT et al., 2007).

As interagcbes entre os polissacarideos e as proteinas do leite podem ser
controladas e manipuladas em fungcdo da composi¢cao do sistema (VERHEUL &
ROEFS, 1998; SCHORSCH et al., 1999; DEPYPERE et al., 2003; SEDLMEYER et
al., 2003; THAIUDOM & GOFF, 2003) ou das condigdes de processamento, como
o tratamento térmico (SINGH et al., 1996; CAPRON et al., 1999; BAEZA et al.,
2002; SABADINI, et al., 2006; ALEXANDER & DALGLEISH, 2007; ARLTOFT et

al., 2007; GUSTAW & MLEKO, 2007).

Embora as micelas de caseina e a k-carragena possuam cargas liquidas
iguais em pH 6,7, as interagbes entre estes biopolimeros provavelmente ocorre via
interacdes eletrostaticas (SNOEREN et al., 1975) e a formagdo de uma rede de
gel polissacarideo/proteina foi demonstrada por microscopia eletrdnica

(SPAGNUOLDO et al., 2005; MARTIN et al., 2006).

A sacarose tem ampla aplicagdo na alimentacdo humana. Este
dissacarideo soluvel € encontrado em uma grande variedade de produtos
alimenticios, promovendo sabor doce. Este acucar modifica as propriedades
coligativas do solvente, podendo interferir na interagdo entre os componentes de
um alimento e até modificar as propriedades reologicas (KULMYRZAEV et al.,
2000; MORA-GUTIERREZ & FARRELL, 2000; BELYAKOVA et al., 2003;
TAKEUCHI, 2003; RIBEIRO et al., 2004; CHRIST et al., 2005; SABADINI et al.,
2006). Além disso, a adigdo de dissacarideos em sistemas alimenticios altera o

comportamento de agregacdo das proteinas, promovido pela alteracdo das
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propriedades termodinamicas do sistema, influenciando nas interagées entre os

biopolimeros do sistema e a relagao destes com a agua (CHRIST et al., 2005).

Apesar das interagbes que ocorrem entre os polissacarideos e proteinas
serem importantes ferramentas para a otimizacdo do desenvolvimento de novos
produtos, os fendmenos que governam estes processos ainda ndo sdao bem
compreendidos, visto que sao influenciados simultaneamente por diversos fatores.
Assim, esse trabalho buscou avaliar as interagdes entre as proteinas do leite e a

Kk-carragena e o efeito da adicdo da sacarose na gelificagdo desse polissacarideo.

1. Objetivos gerais e especificos

O objetivo geral deste trabalho consistiu em estudar as interacdes entre
biopolimeros utilizando dois processos de gelificagdo frequentemente encontrados
em alimentos, a gelificagdo acida de proteinas e a promovida pelo polissacarideo

em sistemas mistos.
Os objetivos especificos foram avaliar:

1) A gelificacdo acida de caseinato de sodio (2 — 6% p/p) induzida por
glucona-é-lactona na faixa de temperatura de 4 a 40°C, levando a diferentes taxas
de acidificagdo. As cinéticas de acidificagao e gelificacdo foram avaliadas desde o
pH 6,7 até o pH alcangar o estado estacionario, cujo valor foi préximo ao pl da
caseina (4,6). As propriedades mecanicas, solubilidade protéica, microestrutura e
de sinerese do gel no estado estacionario de pH foram avaliadas, com o intuito de

verificar o efeito da temperatura sobre as interagcdes proteina-proteina.



2) As interagbes entre a k-carragena e sacarose ou proteinas do leite
(caseinato de sodio ou isolado protéico de soro) em pH neutro e ampla faixa de
concentragbes, durante o processo de gelificagdo e apos a formagdo e
estabilizacdo do gel. O principal agente gelificante foi a carragena e os demais
componentes do sistema foram utilizados buscando simular a formulagcdo de
sobremesas lacteas gelificadas. O processo de gelificacdo dos sistemas foi
avaliado sob resfriamento através de analises reoldgicas sob cisalhamento
oscilatério. A partir das varreduras de temperatura foram obtidas as temperaturas
de inicio de desenvolvimento de estrutura, que estd associada a transicao
conformacional da k-carragena. A estabilidade da rede do gel logo apds a sua
formagado foi verificada através de varreduras isotérmicas e os géis foram
avaliados através de varreduras de frequéncia.

3) O comportamento da microestrutura e das propriedades mecanicas
dos géis puros de k-carragena e mistos, contendo proteinas do leite ou sacarose
formados a 10°C. Foi avaliada a influéncia da concentragdo dos componentes nas
caracteristicas finais do produto, visto que o balango de interacbes entre os
componentes variaram de gelificagdo dominante da carragena a incompatibilidade

termodinamica entre os componentes.



2. Organizagao dos capitulos da tese

1) Introdugdo: traz uma visao geral sobre o assunto abordado no
trabalho em relagdo a aplicagdo dos conhecimentos obtidos no desenvolvimento
de produtos lacteos.

2) Revisdo Bibliografica: apresenta uma abordagem geral sobre os

conhecimentos cientificos relacionados ao entendimento dos processos de
interacado entre a k-carragena e as proteinas do leite e sacarose, avaliados neste
trabalho. Além disso traz informagdes necessarias para o entendimento das
propriedades e comportamento dos componentes utilizados.

3) Propriedades mecénicas, sinerese e microestrutura de géis de

caseinato de sddio induzidos pela acidificacado com glucona-o-lactona. Géis acidos

de caseinato de sodio (CS) formados em diferentes temperaturas de incubacgao (4,
10, 25 e 40°C) e com ampla faixa de concentragédo de proteina (2-6% p/p) foram
induzidos pela gradual hidrélise de glucona-é-lactona (GDL) a acido glucénico
promovendo diferentes taxas de acidificacdo. A cinética de acidificagdo e
gelificagcéo foi avaliada desde o pH 6,7 até o ponto isoelétrico da caseina atraves
das propriedades mecanicas obtidas em compressdo uniaxial (tensdo e
deformagdo na ruptura). Além disso, foram avaliadas a solubilidade protéica dos
géis em diferentes tampdes, a sinerese espontédnea e a microestrutura por

microscopia eletrénica de varredura.
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4) Influéncia _das proteinas do leite e sacarose na gelificacdo da x-

carragena. O efeito da adicdo de caseinato de sédio, isolado protéico de soro ou
sacarose na temperatura de transicdo conformacional da «-carragena e o
comportamento de gelificacdo destas misturas foi avaliado através de ensaios
reoldgicos a baixas deformagdes utilizando varreduras de temperatura em
resfriamento de 40 a 5°C em uma taxa de resfriamento de 1°C/min, em condi¢des
de deformacdo dentro do intervalo linear das amostras. Apds a gelificagdo, foi
realizada uma varredura isotérmica a 5°C por 30 min, de forma a avaliar a
estabilidade do gel formado. Apds essa analise foi realizada a varredura de
frequéncia de 0,01 a 10 Hz na temperatura de 5°C para avaliar as caracteristicas
do gel formado.

5) Propriedades mecénicas e microestrutura de géis mistos de

caseinato de sodio/proteinas do soro de leite/sacarose e x-carragena. O efeito da

concentracao de k-carragena no processo de interagdo com as proteinas do leite
(caseinato de sodio e isolado protéico de soro) ou sacarose foi avaliado através de
propriedades mecanicas e microestruturais dos géis formados. Apos a gelificagéo
das amostras e estabilizagdo a 10°C por 24 h, os sistemas formados foram
avaliados através de testes de ruptura em compressao uniaxial e microscopia
confocal de varredura a laser.

6) Concluséo Final: traz as principais discussdes dos resultados obtidos

no trabalho e a sua importancia para a contribuicdo cientifica nessa linha de

pesquisa.
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Revisao Bibliografica

1. Alimentos: sistemas multi-componentes

Os produtos alimenticios s&o geralmente formulados pelo uso especifico de
um numero limitado de ingredientes, principalmente representados pela agua, sais
minerais, vitaminas, acucares, lipideos, proteinas e polissacarideos (KILARA,
1995). As interacbes resultantes da mistura e processamento de todos esses
componentes sao os principais responsaveis pelas propriedades estruturais e de
textura dos alimentos (TOLSTOGUZOV, 1996). Em especial, as proteinas e
polissacarideos desempenham um papel chave na estruturacao e estabilizagao de
alimentos através das suas propriedades como agentes gelificantes e espessantes

(TOLSTOGUZOV, 1991).

Devido ao fato da textura e estabilidade serem importantes critérios de
qualidade de alimentos, os cientistas e as industrias estdo focados em identificar
ingredientes e suas interagdes de modo a otimizar a qualidade, atratividade e

formulacao de novos produtos (SANCHEZ et al., 1997).

2. Polissacarideos em alimentos

Os polissacarideos podem ser neutros ou carregados eletricamente,
lineares ou ramificados e gelificantes ou espessantes. Em especial, a carragena,
que € um polissacarideo aniénico, possui alta reatividade com as proteinas do

leite favorecendo a formacéao de géis.
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As propriedades funcionais dos hidrocoloides estdo relacionadas aos
mecanismos fisico-quimicos que regem o0 seu comportamento em meio aquoso,
ou seja, sao o resultado das interagbes macromolécula-agua e macromolécula-
macromolécula, e destas com os demais componentes do sistema. Todos esses
mecanismos sao dirigidos pelos parametros termodinamicos do sistema
(MANGIONE et al., 2003; DOUBLIER & CUVELIER, 2006). A for¢a das interagdes
entre 0 polissacarideo e a agua ocorre através de ligagbes de hidrogénio
promovidas por meio de grupos hidrofilicos ao longo da cadeia macromolecular,
sendo o volume hidrodinamico e as propriedades espessantes relacionados a
estas interagdes. Ja a gelificagdo ocorre a partir da formagéao de zonas de jungao
e € resultado de um delicado equilibrio entre as interacbes macromoleculares e

polissacarideo-agua (YUGUCHI et al., 2002; DOUBLIER & CUVELIER, 2006).

2.1. Carragena

As carragenas sao polissacarideos lineares sulfatados, soluveis em agua,
extraidos de diferentes espécies de algas marinhas vermelhas da classe
Rhodophyceae. A estrutura primaria da «k-carragena consiste idealmente de
unidades de D-galactose-4-sulfato, unidas em a-(1—>3) e 3,6-anidro-D-galactose
ligadas em B(1—4), que se alternam na cadeia principal (Figura 2.1). No entanto,
outros monossacarideos, tais como a galactose, galactose-2-sulfato, galactose-6-
sulfato, galactose-2,6-dissulfato podem estar presentes em menores quantidades
na constituicdo da cadeia de carragena (BONGAERTS et al., 1999; SCHORSCH

et al., 2000).
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Figura 2.1. Estrutura do dissacarideo cuja repeticdo forma a molécula de
carragena (KNUTSEN et al., 1994; LAHAYE, 2001).

Uma das propriedades basicas da carragena € a sua habilidade em
promover o espessamento (aumentar a viscosidade) ou gelificar solugdes. O
aquecimento de dispersbes aquosas de k-carragena em temperaturas acima de
60°C permite que o polissacarideo se hidrate e adote a conformagao enovelada. A
gelificagdo ocorre sob resfriamento da dispersdo a uma temperatura critica e este
processo tem sido reportado por possuir dois estagios. Inicialmente, ocorre a
transicdo do estado enovelado para helicoidal, seguido pela agregagcdo das
hélices (MORRIS et al., 1980; MORRIS, 1998). O resfriamento em temperaturas
menores que a de transi¢cdo da conformacdo melhora a associacdo de hélices,

formando longas e rigidas ligacdes (HERMANSSON, 1995).

O processo de gelificagdo parece ser termo-reversivel apresentando ou nao
histerese entre o processo de formagéao do gel por resfriamento e a fusdo do gel
por aquecimento (MANGIONE et al., 2003). A temperatura, concentragdo de
polimeros, forga idnica e a natureza de outros componentes idnicos influenciam
fortemente e modulam estes mecanismos de uma forma complexa (MORRIS et

al., 1980; MEUNIER et al., 2000; MEUNIER et al., 2001).
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3. Proteinas do leite

O leite € um dos alimentos mais nutritivos que existem, consistindo em uma
emulsao 6leo-agua estabilizada por proteinas de alta digestibilidade, que fornecem
todos os 10 aminoacidos essenciais. A composicdo media do leite € cerca de 85 a
87,5% de agua; 3,5 a 4,2% de lipidios; 3,3 a 3,6% de proteinas; 4,4 a 5,2% de

lactose; 0,7 a 0,9% de minerais e tragcos de enzimas e vitaminas (BEHMER, 1984).

As proteinas do leite podem ser classificadas em quatro grupos: caseinas,
proteinas do soro (a-lactoalbumina e B-lactoglobulina), proteinas das membranas
dos glébulos de gordura e outras, sendo 2,78% de caseina, 0,67% de proteinas do

soro e 0,05% das fragdes restantes (SGARBIERI, 1996).

3.1. Caseinas e caseinatos

As caseinas sao fosfoproteinas constituidas de quatro fragdes principais
(as1-, 0s2-, B- € k-caseina), que sao proteinas conjugadas e possuem a maioria
dos grupos fosfato esterificados nos residuos de serina (ROEFS et al.,, 1990;
WONG et al., 1996). As as1-caseinas apresentam estruturas pouco ordenadas e
correspondem a fragdo que apresenta a maior carga ibnica. As asp-caseinas sao
mais hidrofilicas devido a maior fosforilagdo e maior quantidade de residuos
catibnicos. As p-caseinas sao as que apresentam maior hidrofobicidade, e
diferentemente das outras caseinas, a auto-associagdo da p-caseina é
dependente da temperatura. A k-caseina é a fracdo que possui o mais baixo teor

de fosfato, ndo precipita em baixos valores de pH, nem em presenca de calcio. As
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k-caseinas possuem uma regiao N-terminal hidrofébica e a regido C-terminal

hidrofilica (BRIGNON et al., 1977).

A hidrofobicidade média das quatro fragcdes de caseina indica a natureza
das interagdes (hidrofébicas ou eletrostaticas) que ocorrerdo entre as moléculas.
Elas sdo em ordem decrescente: B (5,56)> k (5,37) > as1(4,89) > as2 (4,64) kd/mol
de residuo e estao baseadas na energia livre de transferéncia das cadeias laterais
de aminoacido de um meio organico para um meio aquoso (BRIGNON et al.,
1977), o que indica a natureza das interagdes que ocorrerdo entre as moléculas
de proteina.

A conformagcdo das caseinas € similar a de proteinas globulares
desnaturadas, com um elevado numero de residuos de prolina que causa uma
curvatura particular na cadeia da proteina, inibindo a formagdo de estruturas
secundarias ordenadas. Além disso, a auséncia de estrutura terciaria contribui
para a estabilidade das caseinas a desnaturagcdo térmica e a exposigdo dos
residuos hidrofébicos, resultando em fortes reacdes de associacdo das caseinas

(BRIGNON et al., 1977).

As diferentes fragdes de caseina agregam-se através de interacdes
eletrostaticas ou hidrofébicas, formando submicelas. Essas submicelas possuem a
parte interna hidrofébica que € coberta por uma camada hidrofilica formada, em
grande parte, por k-caseina que adquire uma estrutura flexivel em agua. As
submicelas se associam por pontes de fosfato de calcio constituindo as micelas,
conforme representacdo esquematica mostrada na Figura 2.2 (GOFF, 1999;

WALSTRA, 1999).
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O submicela

cadeia polipeptidica
hidrofilica

* fosfato de calcio

50 nm

Figura 2.2. llustragcdo esquematica da estrutura da micela de caseina composta
por submicelas revestidas pelas por¢gdes C-terminal hidrofilica de k-caseina
(GOFF, 1999; WALSTRA, 1999).

A dissociacao de micelas de caseina através da adi¢cao de acidos, leva a
formacdo de sais de caseinato. Os caseinatos sdo misturas de fragcdes de
caseinas (as1-, as2-, - € k-caseinas) sem a presenca do fosfato de calcio coloidal
(CCP) que estabiliza o complexo micelar de fragdes de caseinas. O caseinato de
sddio € formado quando ocorre adigao de acido ao leite precipitando a caseina no
ponto isoelétrico. A proteina lavada é entdo redissolvida, através da adi¢cdo de
hidroxido de sodio, de maneira que a neutralidade seja restabelecida. A alta
proporcao de cadeias de aminoacidos hidrofébicos em toda a estrutura primaria da
caseina leva o caseinato de sédio a formar agregados (ou submicelas) em
solugbes aquosas, com a maior parte das regides hidrofobicas localizadas no

interior de um denso nucleo com pouca agua associada (FARREL et al., 1990).

A associagdo subsequente das submicelas de caseina para formar as
grandes micelas nao é possivel devido a remogédo da maior parte do calcio da

micela durante o processo de acidificacdo (OAKENFULL et al., 1999). Os
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caseinatos possuem predominantemente espécies submicelares com uma
pequena quantidade de fragdes supra-moleculares (CHU et al., 1995) e podem ser

usados como sistemas-modelo de caseina.

3.2. Proteinas do soro de leite

O concentrado e o isolado protéico de soro sdo importantes ingredientes de
alto valor nutricional para aplicagdo na industria de alimentos, sendo que a
capacidade de gelificagdo € uma das principais propriedades funcionais destas
proteinas. As principais proteinas do soro de leite bovino s&o a B-lactoglobulina,
que corresponde a aproximadamente 50% e a a-lactalbumina com 12% do total
das proteinas do soro. Além destas, ha ainda a presenga de 5% de albumina
sérica, 10% de imunoglobulinas e 23% sao proteases-peptonas, proteinas

menores e tragos de caseina (BOTTOMLEY et al., 1990).

A o-lactoalbumina e a p-lactoglobulina consistem em cadeias de
aminoacidos dobradas em estruturas compactas tridimensionais, mantidas por
ligagbes n&o-covalentes. Estas proteinas possuem estruturas labeis, que podem
ser desnaturadas por mudangas na temperatura e pH como consequéncia da
fragilidade destas ligagbes n&o-covalentes (STEVENTON et al., 1991). A
desnaturacdo quase sempre é seguida de agregagdo, que modifica o
comportamento reoldgico dos sistemas lacteos, podendo inclusive levar a
gelificagdo. Os géis protéicos podem ser formados por diferentes tipos de ligagao;

algumas covalentes e numerosas interacées nao-covalentes, tais como as de van
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der Waals, ligacdes de hidrogénio e principalmente, as interagcdes hidrofébicas

(STEVENTON et al., 1991).

A B-lactoglobulina € uma proteina globular cuja estrutura secundaria possui
duas ligagbes dissulfeto internas e um grupo tiol livre. Estas caracteristicas
possibilitam um intercambio entre as ligagdes dissulfeto durante mudancgas
conformacionais associadas com o tratamento térmico e alteragdes de pH. Acima
de 30°C os dimeros da p-lactoglobulina dissociam-se em dois monémeros,
enquanto que em temperaturas acima de 55°C ha um progressivo desdobramento
da estrutura globular, ocorrendo exposicdo de grupos cistina e cisteina e

superficies hidrofébicas, permitindo a agregagédo (BOTTOMLEY et al., 1990).

A o-lactoalbumina é a segunda proteina do soro mais abundante. E uma
proteina globular e possui uma estrutura ternaria esférica estabilizada por ligagdes
dissulfeto, além de uma estrutura secundaria altamente ordenada, o que
provavelmente dificulta as interagdes com outras moléculas. Ela apresenta uma

conformacao estavel na faixa de pH entre 5,4 € 9,0 (BOTTOMLEY et al., 1990).

O ponto isoelétrico das proteinas do leite sdo: 5,2 para a B-lactoglobulina,
de 4,2 a 4,5 para a-lactoalbumina, de 4,7 a 4,9 para albumina sérica bovina e
entre 55 a 6,8 para imunoglobulina (MORR & HA, 1993; BRYANT &

McCLEMENTS, 1998).
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4. Interacao entre as proteinas do leite

4.1. Gelificagado acida de micelas de caseinas ou caseinato de sédio

Um gel protéico é formado através da agregacgao espacial das moléculas de
proteinas devido a contribuicdo de ligagdes covalentes e nao covalentes para a
rede. A relativa contribuicdo destes diferentes tipos de liga¢des e as propriedades
intrinsecas das proteinas (hidrofobicidade, interagdes eletrostaticas, ligacdes
dissulfeto, massa molar e composi¢ao de aminoacidos) dependem das condi¢des
em que é realizada a gelificacdo (concentragdo de proteinas, pH, temperatura,
forga ibnica e tipo de ions, e pressao hidrostatica) (PHILLIPS et al., 1994; SMITH,
1994; TOTOSAUS et al., 2002). Desta maneira, o tamanho, formato e o arranjo
espacial dos agregados de proteinas resultantes, assim como sua resposta a
deformacdo, pode variar enormemente, exercendo grande impacto no
comportamento reoldgico, qualidade sensorial e capacidade de retengcédo de agua
dos géis (ALTING, 2003).

A gelificacdo acida do leite € amplamente usada na industria lactea como
uma forma de obter produtos tais como iogurte ou para induzir a primeira etapa do
processamento de queijo em combinagdo com a coagulagdo enzimatica. Durante
a acidificacdo do leite muitas propriedades fisico-quimicas das micelas, e
provavelmente submicelas, passam por alteragdes incluindo o volume (TARODO
de la FUENTE & ALAIS, 1974; SNOEREN et al., 1984), dissociagao das fragbes
de caseina (DALGLEISH & LAW, 1988; LAW & LEAVER, 1998) e uma gradativa

reducdo do didmetro hidrodinamico (ROEFS et al.,, 1985; BANON & HARDY,
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1992). O processo de acidificacdo induz a desmineralizagdo das micelas de
caseina (DALGLEISH & LAW, 1989), levando a solubilizacdo do fosfato de calcio
coloidal, que € muito importante para a manutengao da integridade e estabilidade
da micela de caseina (WALSTRA & JENNESS, 1984; HORNE, 1998; WALSTRA,
1999).

As micelas de caseina no seu estado natural, ou seja, sem ter passado por
tratamento térmico e em pH 6,7 sdo consideradas particulas coloidais estaveis por
possuirem uma camada superficial de k-caseina, cuja por¢ao glicomacropeptidica
esta direcionada para a fase soro formando uma camada negativamente
carregada. Dessa forma, a micela de caseina é estabilizada por forgas de repulsao
eletrostatica que impedem seu colapso e agregacao (WALSTRA, 1990; de KRUIF
& ROEFS, 1996; HOLT & HORNE, 1996; de KRUIF, 1997). O processo de
acidificagao induz uma reducdo na densidade de carga negativa, pois neutraliza
0s grupos carboxilicos e cadeias residuais dos aminoacidos da porgao
glicomacropeptidica. A neutralizagdo resulta em uma diminuicdo da espessura e
das forgas de repulsido eletrostatica, levando ao colapso da camada superficial
(WALSTRA, 1990; BANON & HARDY, 1992; de KRUIF & ROEFS, 1996; HOLT &
HORNE, 1996; de KRUIF, 1997) e agregacédo, que em concentragdo suficiente,

pode formar um gel particulado (BREMER et al., 1989; VETIER et al., 1997).
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4.2. Parametros que afetam a gelificagao acida da caseina

O efeito da temperatura na formagao e propriedades finais de géis acidos
de caseinato de sodio esta relacionado ao fato de que o aumento da energia
cinética em mais altas temperaturas poderia ser importante para elevar a
frequéncia e efetividade de colisbes entre as particulas, promovendo sua
agregacao e levando a formagcao do gel (BANON & HARDY, 1992). Embora a
temperatura afete a taxa das reagdes de agregagao, somente a teoria de colisbes
nao pode explicar as alteracdes na estabilidade das micelas de caseina devido as
mudancas de temperatura em valores de pH proximos ao ponto isoelétrico.

O efeito da temperatura na estabilidade a acidificacdo das micelas de
caseina tem sido atribuida a dependéncia das interacbes hidrofobicas e a
dissociacao de fragdbes ou monémeros de caseinas (DALGLEISH & LAW, 1988;
WALSTRA, 1990; de KRUIF & ROEFS, 1996; HOLT & HORNE, 1996; LAW &
LEAVER, 1998). A reducao da temperatura do leite abaixo de 20°C leva a uma
migracdo das fragbes de caseina, principalmente a k- e [p-caseina, para a
superficie da micela que sédo progressivamente solubilizadas para o soro. Este
fendbmeno ¢é creditado a diminuicdo das interagdes hidrofobicas com o
abaixamento da temperatura, que pode influenciar na integridade da porgao
central das micelas, e provavelmente submicelas. De uma forma geral, a
agregacao de particulas de caseina com a acidificagdo pode ser considerada
como resultado de dois principais fatores desestabilizantes: a eliminagdo da
repulsdo estérica inerente a camada superficial hidrofilica e negativamente

carregada das micelas e a neutralizagdo da repulsao eletrostatica.
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Muitos estudos sobre a formacao de géis lacteos acidos tém sido realizados
com a acidificagdo com glucona-é-lactona (GDL). A taxa de acidificagédo é
diferente entre os géis induzidos pela acidificagédo por GDL e por culturas lacteas.
O GDL é gradualmente dissociado a acido glucdnico, cuja taxa de reagcéo depende
basicamente da temperatura, podendo ser descrita por uma cinética de primeira
ordem (de KRUIF, 1997). O pH final dos géis induzidos por GDL é fungédo da
quantidade inicialmente adicionada ao leite, enquanto que as bactérias lacticas
podem continuar a produzir acido até serem inibidas em decorréncia da elevada
acidez do meio (cerca de 4,0). Na pratica, os géis lacteos induzidos por bactérias
lacticas sao resfriados quando a acidez desejada é alcangada, diminuindo a
producao de acido (LUCEY et al., 1998). As propriedades reologicas e fisicas de
geéis induzidos por GDL diferem de géis formados por fermentacdo com bactérias
lacticas particularmente em altas temperaturas de gelificacdo (LUCEY et al,
1998).

A taxa de acidificacdo durante a fermentacdo ou adicdo de acido é
controlada pelas propriedades tamponantes acido-base das proteinas do leite
(SINGH et al., 1997). O pH 6timo para a obtenc&do de géis mais fortes é préximo
ao ponto isoelétrico das caseinas (pl = 4,6), porque ha o favorecimento das
ligagcbes e rearranjos continuos das particulas de caseina, apontando para uma

agregacao com predominio de interagdes hidrofobicas (BRAGA et al., 2006).
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4.3. Gelificagdo térmica de proteinas globulares do leite

A maior parte do leite destinado ao consumo humano passa por tratamento
térmico, prevenindo problemas de saude publica, relacionados a presenca de
microrganismos patogénicos no leite cru. Além de garantir seguranga alimentar, o
tratamento térmico pode induzir a gelificacdo térmica de proteinas globulares do
leite (SINGH & FOX, 1987; DALGLEISH, 1990; CORREDIG & DALGLEISH, 1996;
DALGLEISH et al.,, 1997; ANEMA, 1998; CORREDIG & DALGLEISH, 1999;

ANEMA & LI, 2000).

A desnaturacéao e gelificagdo das proteinas do soro ocorre em duas etapas

(MULVIHILL & DONOVAN,1987; de WIT, 1990) conforme o esquema abaixo.

Pt 4_' Pd > (Pd)x > (Pss)x > Gel

onde Pt representa o mondémero da proteina nativa, Pd representa o
desdobramento parcial da estrutura ou estado globular condensado da proteina, e
(Pd)x e (Pss)x representam os agregados formados de proteina globular

condensada (McSWINEY et al., 1994).

Inicialmente a proteina nativa desdobra-se parcialmente, mantendo sua
estrutura secundaria e expondo grupos hidrofébicos originalmente escondidos no
interior de sua estrutura. Este estado € denominado estado globular condensado
(KUWAJIMA,1989). Na segunda etapa, as interagcbes hidrofébicas entre esses
grupos expostos causam agregacao das moléculas de proteina que permanecem
no estado globular condensado. Entdo, ocorre o fortalecimento desses agregados

através da formacao de ligagbes dissulfeto inter e intra-moleculares e ligagdes

28



idbnicas. Entretanto, também ¢é possivel que algumas ligacbes dissulfeto sejam
feitas afetando o tamanho e a forma dos agregados finais formados (McSWINEY

et al., 1994).

A baixas temperaturas, a reagdo entre a B-lactoglobulina e a k-caseina
mostra ser direcionada por interagdes hidrofébicas (HAQUE & KINSELLA, 1988;
JANG & SWAISGOOD, 1990). J& a associacdo da p-lactoglobulina com as
micelas de caseina durante o tratamento térmico envolve duas reagdes que
ocorrem simultaneamente. A primeira € a exposicao dos grupos tiol reativos na
molécula de B-lactoglobulina, o que permite o intercambio de grupos sulfidrilas
(tiol) a ligacdes dissulfeto com a «-caseina. A segunda reacédo seria o
estabelecimento efetivo de ligagdes dissulfeto com a k-caseina (OLDFIELD et al.,
1998a; OLDFIELD et al., 1998b). Este complexo formado € tido como um dos
maiores fatores responsaveis pela estabilidade térmica em relagdo ao pH do leite
(SINGH & CREAMER, 1992). Por outro lado, a a-lactoalbumina n&o se associa
propriamente a caseina, pois primeiramente ela forma um complexo com a B-

lactoglobulina na fase sérica para s6 entdo se associar a micela de caseina

(ELFAGM & WHEELOCK, 1978; CALVO et al., 1993; FAMELART et al., 2003).

O mecanismo das interagdes induzidas pelo calor entre as proteinas do
soro com as micelas de caseina, em uma faixa de tratamento térmico de 70 a
90°C foi avaliado em varios tempos de processo, e observou-se que a quantidade
de B-lactoglobulina que interage com as micelas foi limitada pelo numero de sitios
ligantes disponiveis (CORREDIG & DALGLEISH, 1999). Por outro lado, a

concentracdo de o-lactoalbumina foi o unico fator determinante no grau de
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associacdo ao agregado micelar. Takeuchi (2003) também verificou que a
agregacao e interagcao entre as proteinas do soro de leite e submicelas de caseina

ocorreu principalmente entre a k-caseina e a B-lactoglobulina, em pH 6,7.

Vasbinder et al. (2003) reportaram que n&o houve influéncia da temperatura
de tratamento térmico (70-90°C) na distribuicdo das proteinas do soro
desnaturadas entre os agregados formados por estas proteinas e as que
interagiram com a k-caseina. No entanto, tratamentos térmicos realizados em
altos valores de pH resultaram na formacao de maior numero de agregados entre
proteinas de soro desnaturadas, enquanto que tratamentos térmicos em baixos
valores de pH induziram maior associacao das proteinas do soro do leite com as
sub-micelas de caseinato (CORREDIG & DALGLEISH, 1996; ANEMA &
KLOSTERMEYER, 1997; OLDFIELD et al., 1998a; OLDFIELD et al., 1998b).
Sistemas-modelo de leite quando aquecidos a 90°C mostraram que
aproximadamente 83% da B-lactoglobulina do sistema se associou com as micelas
de caseina em pH 5,8, sendo que este valor diminuiu para aproximadamente 76%
em pH 6,3, 44% em pH 68 e 24% em pH 7,3 (SMITS & VAN
BROUWERSHAVEN, 1980). Oldfield et al. (2000) sugeriram que a diminuicdo da
associacao das proteinas do leite com as micelas de caseina em elevados valores
de pH esta relacionada a parcial dissociacdo da k-caseina que ocorre em altos
valores de pH (KUDO, 1980; SINGH & FOX, 1985; ANEMA & KLOSTEMEYER,
1997; ANEMA & LI, 2000). Em pH 6,7 aproximadamente 23% do total de
moléculas de k-caseina fica soluvel em solugdo (ANEMA & LI, 2000). Por isso,

embora a reatividade dos grupos sulfidrila aumente em altos valores de pH
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(TORCHINSKY, 1981), a associagao entre as proteinas do soro e a k-caseina

diminui e a formacéo de agregados entre as proteinas de soro aumenta.

5. Utilizagao de sacarose em sistemas biopoliméricos

A sacarose € um dissacarideo amplamente utilizado na formulagdo de
produtos lacteos e pode causar grandes alteracbes na microestrutura e
propriedades reoldgicas desses produtos, dependendo da concentragédo
adicionada. Recentes estudos tém avaliado a influéncia de agucares no processo
de gelificacdo de proteinas e, consequentemente da textura do produto
(ANTIPOVA et al., 1999; KULMYRZAEV et al., 2000a; KULMYRZAEV et al.,

2000b; CHRIST et al., 2005).

A sacarose € um co-soluto que influencia as propriedades termodinamicas
da agua devido a alta capacidade de hidratacdo dos seus grupos hidroxilas
equatoriais (FURUKI, 2000). Além disso, pode afetar os parédmetros cinéticos do
sistema devido a alteragao da viscosidade da fase aquosa, nas quais as proteinas
estdo dissolvidas. Isto pode resultar em uma modificagdo da frequéncia de
colisbes entre as moléculas de proteinas, retardando as reagdes cinéticas de

agregacao e gelificacao.

A sacarose também pode interferir nos parametros termodinamicos do
sistema por um mecanismo conhecido como interacao preferencial, que estabiliza
as proteinas globulares e pode favorecer as interacbes proteina-proteina. As

interagbes preferenciais sdo definidas como as mudangas que ocorrem na
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concentracao das moléculas do co-soluto e solvente nas vizinhancgas da interface
das proteinas em relacdo a fase aquosa, resultando em uma alteracdo da
concentracao das moléculas de solvente e co-soluto ao longo da superficie da
proteina. Considerando que a superficie das moléculas de proteinas ¢é
heterogénea, com relagdo a suas propriedades fisico-quimicas, ha regides com
maior afinidade pelo co-soluto que outras regides (TIMASHEFF, 1993), como

mostrado na Figura 2.3.

E regido de

. ; ___—— exclusao do
\ PROTEINA co-soluto

<

-y 2
 w / ., s .
regiao Ided \ ~ *...." regido onde o co-soluto é
acumlll ? o S— termodinamicamente
co-soluto indiferente

Figura 2.3. Distribuicdo das moléculas de co-soluto nas proximidades da
superficie de uma proteina (TIMASHEFF, 1993).

A presenca de acgucares também tem sido relacionada ao aumento da
termoestabilidade de proteinas e subsequente gelificacdo, provavelmente devido
ao estabelecimento de ligagbes de hidrogénio entre agucares e a agua, o que
requer uma maior energia térmica para superar a energia de barreira que dificulta
o desdobramento das moléculas de proteinas (ANTIPOVA & SEMENOVA 19973a;

ANTIPOVA & SEMENOVA 1997b; RODRIGUEZ PATINO et al., 2002).

A adicao de sacarose a solugdes de caseinas promoveu a estabilidade
destas, nédo pela ligacdo direta com a proteina, mas pelo mecanismo de

hidratacdo preferencial (MORA-GUTIERREZ & FARREL, 2000). A sacarose
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compete com as proteinas do leite pela agua de hidratacdo, levando a um
aumento da atragao entre os segmentos hidrofébicos das proteinas (aumento das
forcas de interacdo proteina-proteina em relacdo as interagdes proteinas-
solvente), o que facilitou a agregagcao e formacao do gel (KULMYRZAEV et al.,

2000a).

Duan et al. (2001) sugeriram que os grupos hidroxilas presentes nas
moléculas de sacarose favorecem as interagdes proteinas-agucar em solugoes
aquosas. Estas interacdes de curto-alcance podem formar uma camada hidrofilica
ao redor das proteinas e assim aumentar a dispersibilidade das mesmas através
da hidratacdo e/ou alterar as interagdes intramoleculares (SEMENOVA et al.,
2002). A sacarose, em concentracbes acima de 6% (p/p), promoveu um aumento
na taxa de gelificagdo de proteinas do soro, provavelmente pelo aumento da
magnitude das interagcdes entre as proteinas, em relagdo as interagbes proteinas-
solvente, tal como no estudo de Mora-Gutierrez & Farrel (2000). Em
concentracdes mais altas de sacarose, pode ocorrer um aumento da eficiéncia das
colisbes ou do numero de colisbes que leva a agregagao (BRYANT &

McCLEMENTS, 2000).

Assim, a partir da complexidade de mecanismos citados acima pode se
concluir que os co-solutos podem ser utilizados efetivamente para governar o
processo de gelificacdo das proteinas globulares e produzir sistemas com
desejadas propriedades sensoriais e fisico-quimicas (BAIER & McCLEMENTS,

2005).
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6. Interagdes entre proteinas-polissacarideos em alimentos

As misturas proteinas-polissacarideos sdo amplamente utilizadas na
industria de alimentos e desempenham um papel essencial na relagdo entre
estrutura, textura e estabilidade. As proteinas contribuem para formacdo e
estabilidade de emulsbes, enquanto que os polissacarideos atuam como
espessantes e agentes de ligacao de agua. A textura global e estabilidade dos
alimentos dependem nao apenas das propriedades individuais das proteinas e
polissacarideos, mas também da natureza e forca das interagdes proteina-
polissacarideo (DICKINSON, 1995). As misturas de proteina e polissacarideo séo
frequentemente instaveis porque as forcas de repulsdo (desestabilizantes)
geralmente sdo maiores que as for¢cas de atragdo e assim, estas misturas estao
sujeitas a separacao de fases ou formagao de complexos. No entanto, a adigdo de
polissacarideos em baixas concentragdes pode criar grandes diferengas
estruturais em consequéncia dos processos de associacido entre os biopolimeros
na gelificacao.

As interagdes repulsivas sao inespecificas e de curta duracio, provenientes
dos efeitos de exclusdo de volume e/ou interagdes eletrostaticas e tendem a ser
fracas, exceto em curtas distdncias ou em solugdes de baixa forga ibnica. As
interacdes atrativas podem ser fracas ou fortes e também especificas ou ndo. Por
exemplo, as ligagbes covalentes entre proteinas globulares do soro de leite sdo
um tipo de interagao atrativa que é especifica, forte e permanente (STAINSBY,

1980). As interagdes atrativas nao-especificas entre proteina-polissacarideo
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resultam de um grande numero de interagdes fracas, tais como as i6nicas, de van
der Waals, hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio (SCHMITT et al., 1998).

Assim, o conhecimento dos mecanismos de interagdo que ocorrem em
sistemas proteinas-polissacarideos € muito importante no desenvolvimento de
propriedades desejaveis em alimentos. Essas interagdes dependem de muitos
fatores envolvidos nas condigdes de processo (pH, forga idnica, temperatura, etc.)

e também das estruturas quimicas destes polimeros (SCHMITT et al., 1998).

Quando ocorre a mistura desses biopolimeros, a solugdo formada pode

apresentar as seguintes situagdes de equilibrio mostradas na Figura 2.4:

Polissacarideos Proteinas
® 20 @
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=T 4 e ey,
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S I S
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i Mistura dos ’ Insoluvel
Separacéo de fases biopolimeros Soltvel  conaracio de fases)

Figura 2.4. Principais tipos de interacdo entre proteinas e polissacarideos em
sistemas mistos (YE, 2007).
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1. Co-solubilidade ou miscibilidade: ocorre quando a interagao entre dois
biopolimeros diferentes € similar a interagcdo entre hidrocoléides de uma mesma
espécie, ou seja, ha uma miscibilidade instantanea e pode formar uma solugao

estavel (SYRBE et al., 1998).

2. Incompatibilidade termodinamica ou separagcdo de fases
segregativa: ocorre se as proteinas e polissacarideos sao incompativeis, ou seja,
repelem-se  mutuamente e levam a segregacdo dos biopolimeros
(TOLSTOGUZOV, 1991). A separacao de fases resulta em duas fases aquosas,
imisciveis, uma rica em proteina e a outra em polissacarideo. Caso as duas fases

se encontrem em equilibrio termodinamico ndo ocorre alteracdo no sistema a
menos que haja uma perturbagao externa (ZEMAN & PATTERSON, 1972). Esta

situacdo € comumente encontrada em misturas de proteinas com polissacarideos
nao-idnicos ou em misturas de polissacarideos idnicos e proteinas em valores de
pH acima do pl (IMESON et al., 1977; DROHAN et al., 1997; TOSTOGUZOV,

1997; SYRBE et al., 1998).

3. Coacervagao ou separagdo de fases associativa: ocorre se as
proteinas e polissacarideos apresentam interagdes atrativas, geralmente de
natureza eletrostatica. As interagdes eletrostaticas entre macromoléculas
carregadas promovem inicialmente uma diminuicdo na energia livre eletrostatica
do sistema. A reducao da entropia devido a formagdo de um complexo pode ser
compensada pela entalpia de contribuicdo originada pelas interagdes entre os poli-
ions e a liberagdo de espécies idnicas e moléculas de agua (PICULELL &

LINDMAN, 1992; TOLSTOGUZOQOV, 1997). Fortes interagdes atrativas podem
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ocorrer entre as proteinas positivamente (pH<pl) carregadas e polissacarideos
aniénicos em condi¢des de baixa forga ibnica (XIA & DUBIN, 1994). Normalmente,
dois tipos de complexos podem ser produzidos pelas interagdes eletrostaticas (XIA

& DUBIN, 1994; MATTISON et al., 1995; TOLSTOGUZOV, 1997):

1) complexos soluveis, obtidos quando cargas opostas das duas
macromoléculas idnicas nao estdo em igualdade estequiométrica. A carga liquida
resultante permite a solubilizacdo do complexo através da sua interagdo com as

moléculas do solvente.

2) complexos insoluveis, obtidos quando as quantidades de cargas opostas
de cada biopolimero sdo praticamente iguais e a carga liquida resultante é

préxima de zero, ou seja, 0 complexo € neutro.

6.1. Forgas de interagao entre proteinas e polissacarideos

Quando os biopolimeros se colidem, outras forgas de interagao diferente
das eletrostaticas podem induzir a formagdo de zonas de jungdo entre os
biopolimeros. Estas forcas dependem da composicdo e estrutura das
macromoléculas presentes, que sdo as sequéncias de aminoacidos e mondémeros
de glicidios, a forma da estrutura, compacta ou enovelada (TOLSTOGUZOV,

1993).

As ligagdes de hidrogénio sao de carater ibnico e se referem a interagcéo de
um atomo de hidrogénio ligado a um atomo eletronegativo (nitrogénio, oxigénio ou

enxofre) com outro atomo eletronegativo (oxigénio de um grupo carbonila ou
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carboxilico). A ligacado de hidrogénio é favorecida pelas baixas temperaturas,
afetando positivamente na formacdo de complexo proteina-polissacarideo

(STAINSBY, 1980; TOLSTOGUZOV, 1997).

As interacbes hidrofobicas também s&o importantes forgas presentes na
formagdo de complexos. Estas interacbes sdo de carater entropico, promovidas
pelo aumento da temperatura e induzidas pelas mudangas conformacionais e
estruturais dos biopolimeros. Tais mudancgas permitem que diferentes segmentos
dos biopolimeros colidam e interajam, rearranjando-se no solvente, que € um
importante parametro na exposicdo de segmentos hidrofébicos das
macromoléculas (STAINSBY, 1980; SAMANT et al.,, 1993; TOLSTOGUZOV,
1997). As interagbes hidrofobicas sdo essenciais na estabilizacdo térmica de
complexos biopoliméricos, como foi mostrado para os complexos entre proteinas
do soro e xantana e outros complexos proteina-polissacarideos (CHEN et al.,

1989; SANCHEZ & PAQUIN, 1997).

6.2. Gelificagao de misturas proteinas-polissacarideos

As propriedades de estruturacado dos complexos proteina-polissacarideo em
alimentos dependem da capacidade de interagcdo dos biopolimeros para formar
estruturas organizadas. Entre as propriedades funcionais dos biopolimeros na
estruturacdo de materiais, a agregacao e gelificagdo desempenham um importante
papel. A gelificacdo refere-se a uma reagdo em varios estagios, incluindo a

agregacao, para a formagao de uma rede tridimensional (SCHMITT et al., 1998).
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A agregacao e gelificacdo sdo geralmente induzidas por alteracbes nas
condicbes do meio, tais como aquecimento, resfriamento, acidificagao,
tratamentos enzimaticos ou de alta pressdo. Dependendo do delicado balango
entre forcas atrativas e repulsivas, os agregados formam um coagulo (forcas

atrativas dominantes) ou géis verdadeiros (forcas repulsivas dominantes).

Géis compostos sdo produzidos a partir de uma mistura de dois ou mais
agentes gelificantes ou um componente gelificante e outro nao gelificante. Ha uma
variedade de maneiras que estes componentes podem interagir afetando as
propriedades dos géis mistos, tais como: incompatibilidade termodinédmica dos
componentes, mutua reatividade ou potencial para interacdo e combinacdes de
dois ou mais agentes gelificantes (GRINBERG & TOLSTOGUZOV, 1997,

TOLSTOGUZOV, 1997).
Os principais tipos de géis multicomponentes séo:

a. Géis copoliméricos: é um tipo unico de gel multicomponente, que
ocorre quando dois ou mais polimeros podem copolimerizar para formar uma
unica rede heterogénea. Os géis de ovalbumina-albumina sérica bovina (BSA)
induzidos termicamente sdo um exemplo deste tipo de gel (ZIEGLER &

FOEGEDING, 1990).

b. Géis mistos: os géis mistos podem ser considerados como um caso
particular de “redes poliméricas interpenetrantes”. Neste caso, ambos polimeros
gelificam e formam redes relativamente independentes que se entrelagam e sao
continuas através de toda a amostra (ZIEGLER & FOEGEDING, 1990). Géis
mistos sdo formados quando as concentragdes dos biopolimeros em solugio
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excedem uma concentracao critica para a gelificacdo. Estes sistemas mostram
interessantes propriedades quando um ou mais componentes formam um gel
induzido termicamente e o outro forma um gel que é induzido pela acao de ions

(TOLSTOGUZOV, 1998).

c. Géis complexos: sao formados quando as interacbes entre os
componentes € de natureza fisica. Um componente nao gelificante pode associar-
se com a rede de gel primario de modo aleatério via interagbes nao especificas,
reduzindo a flexibilidade das cadeias da rede primaria e contribuindo para a rigidez
dos géis (TOLSTOGUZOV, 1998). Exemplos de tais géis sdo os formados pelos
complexos gelatina-alginato de soédio e gelatina-pectina de baixo teor de
esterificagdo. E importante notar que nenhum dos biopolimeros sozinhos
produziria géis sob as condi¢des utilizadas, porém este fendbmeno ocorre devido

as interacdes entre as proteinas e polissacarideos aniénicos.

d. Géis compactos: obtidos se um ou mais componentes forma uma rede
continua enquanto os outros componentes biopoliméricos, conhecidos como
agentes de preenchimento, estdo distribuidos através da fase continua
(TOLSTOGUZOV, 1998). Ha dois tipos de géis, que podem ser caracterizados
dependendo do estado das fases do sistema (ZIEGLER & FOEGEDING, 1990;
AGUILERA, 1992). O gel composto por uma unica rede polimérica ou gel do tipo |
apresenta a mais simples microestrutura e € formado por uma unica fase, sendo
que apenas um biopolimero gelifica e o agente de preenchimento permanece
soluvel. Em sistemas contendo duas fases, uma rede composta € formada (gel do

tipo 1), sendo que a fase dispersa consiste de particulas de liquido ou gel. Neste
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caso, a incompatibilidade termodindmica causa a separagao de fases resultando
em ambos polimeros formando redes de géis separadas e segregadas. Um
exemplo do gel compacto do tipo Il € o produzido pela adigao de amido de trigo ou

batata ao gel de surimi de peixe (AGUILERA, 1992).

A incompatibilidade dos biopolimeros pode levar a diferentes efeitos
durante o processo de gelificagdo em multiplos estagios. Polimeros mutuamente
incompativeis promovem a concentragao destes, consequentemente diminuindo a
concentragao critica para o inicio de formagdo de gel de cada componente
(LEDWARD, 1994). Outro possivel efeito da incompatibilidade € a intensificagéo
da agregacdo de moléculas desnaturadas, o que se deve a conformagao
desdobrada, aumentando a exposi¢do dos grupos hidrofobicos e reduzindo a

hidrofilicidade do sistema.

6.3. InteragdOes polissacarideos-proteinas do leite

Apesar da mistura de proteinas e polissacarideos ser encontrada em varios
produtos alimenticios, o estudo aprofundado de suas interagdes tem recebido

maior atengao apenas recentemente.

A carragena apresenta interagdes com as proteinas do leite, ocorrendo
formagdo de gel inclusive a baixas concentracbes de ambos biopolimeros.
Snoeren et al. (1975) reportaram que interagdes eletrostaticas especificas ocorrem

entre os grupos sulfato da carragena e regides carregadas positivamente
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(residuos 97-112) na molécula de «-caseina. Esta interacdo eletrostatica
especifica foi reportada em valores de pH acima do ponto isoelétrico da proteina e
ocorreria na superficie das micelas de caseina (THOMAS, 1992). No entanto,
estas interagdes atrativas entre a k-carragena e micelas de caseina ocorreram
somente em valores de temperatura abaixo da temperatura de transicao
conformacional (conformacao helicoidal da carragena), levando a formagao de
uma rede tridimensional de duplas hélices mistas (LANGENDORFF et al., 1997;
AUGUSTIN et al.,, 1999). Neste caso, as micelas de caseina agiriam como
particulas inseridas na matriz do gel como um preenchedor interagindo na
formacdo da rede, tornando-a mais forte, especialmente em valores do pH
fisiologico do leite (DROHAN et al., 1997; LANGENDORFF et al., 2000). Em
sistemas proteinas do leite-carragena com altas concentragdes de polissacarideo
(0,1% p/p), a gelificacdo é predominantemente resultado da auto-associagéo
helicoidal da carragena, levando a formagao de géis fortes. Em baixas
concentragbes (0,02% p/p) de carragena, as proteinas do leite interferem na
formagao do gel, devido as interagbes proteina-carragena, mas mesmo assim, o
processo de gelificagdo € dominado pela transicdo conformacional (estado
enovelado para estado helicoidal) da carragena (DROHAN et al., 1997,
BOURRIOT et al.,, 1999). O aumento do didmetro das micelas de caseina na
presenca de k-carragena foi interpretada como sendo resultado da ligagao entre
os biopolimeros (SPAGNUOLO et al., 2005) e a evidéncia direta para a formagao
da rede micela-polissacarideo foi demonstrada por microscopia eletronica

(SPAGNUOLDO et al., 2005; MARTIN et al., 2006).
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Oakenfull et al. (1999) propuseram um mecanismo de dois passos para
explicar a formagdo de géis de caseinato de soédio-k-carragena. Em altas
concentragbes de caseinato e altas temperaturas, quando a carragena esta na
forma desordenada, os dois biopolimeros formam agregados. Durante o
resfriamento, a carragena vai se reordenando e comega a gelificar devido a
formagao de hélices, promovendo uma rede continua e fortemente elastica. Sob
condicbes especificas de forca ibnica e concentracdo de proteinas, altas
concentragbes de k-carragena (acima de 0,2% p/p) e temperaturas acima da
transicdo do estado enovelado para helicoidal levam a deplegao-floculacéo e as
micelas de caseina sedimentam na solucdo, enquanto que abaixo da temperatura
de transicdo a mistura forma um gel (LANGENDORFF et al., 1997). Usando
reologia oscilatéria sob baixas deformagdes, foi relatado que em altas
concentracdes de polissacarideo a quantidade de proteinas em solugdo néao
apresentou um efeito marcante nas propriedades gelificantes do leite, mas quando
a concentracdo foi abaixo de 0,018%, a gelificacdo esteve em desvantagem,
possivelmente pela interacdo da caseina com a pequena quantidade de moléculas
disponiveis em solugdo, assim, interferindo com a habilidade da carragena em

formar gel (THAIUDOM & GOFF, 2003).

Interagdes entre as proteinas do soro de leite e «-carragena foram
observadas por Mleko (1997), principalmente em valores de pH maiores que 5 e
este efeito sinérgico foi maior quando a proteina passou por tratamento térmico.
No entanto, ndo foram observadas interagdes significativas evidentes entre esses

biopolimeros (HEMAR et al., 2002). Tziboula & Horne (1999b) estudaram a
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influéncia da desnaturacédo das proteinas do soro no leite sobre as propriedades
gelificantes da «k-carragena e concluiram que esse processo nao afetou a
gelificacdo deste polissacarideo. Por outro lado, a xk-carragena presente na
solucao durante o tratamento térmico nao influenciou a taxa de desnaturacéao das

proteinas do soro.

Alexander & Dalgleish (2007) reportaram que os sistemas leite/k-carragena
formaram um gel auto-sustentavel de k-carragena com as particulas de proteinas
aprisionadas nos poros da rede. A desnaturacdo das proteinas do soro também
pareceu nao interferir no processo de gelificacdo dos sistemas k-carragenalleite

ou as possiveis interagdes entre as micelas de caseina e a carragena.

Os ensaios dinamicos oscilatorios tém sido uma importante ferramenta para
a caracterizacédo dos processos de gelificagdo e fusdo de géis de k-carragena e
proteinas de soro de leite ou outras proteinas. As analises térmicas dos géis
também contribuem no fornecimento de informacbdes adicionais sobre os
fendbmenos que ocorrem durante a gelificagcdo, assim como na avaliacdo da
influéncia do nivel de desnaturacédo térmica das proteinas sobre a rede formada
(BAEZA et al., 2002). Através deste estudo, foi demonstrado que o estado de
desnaturagado das proteinas influenciaram na gelificagdo da x-carragena. Géis
contendo proteinas desnaturadas apresentaram uma maior resisténcia da rede do
gel a ruptura e este fenémeno foi relacionado aos efeitos de exclusdo de volume e

interagdes eletrostaticas com as moléculas de k-carragena (BAEZA et al., 2002).
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Takeuchi (2003) utilizou a técnica de planejamento experimental fatorial
para avaliar o processo de formagao de géis promovido pela interacdo entre
caseinato de sdédio, isolado protéico de soro, k-carragena e sacarose, devido ao
tratamento térmico em pH 6,7. Os géis apresentaram caracteristicas reoldgicas
fortemente influenciadas pela carragena, a qual favoreceu o carater elastico. A
sacarose pareceu favorecer a interacdo do isolado protéico de soro com a
carragena, levando a uma rede tridimensional mais interconectada, portanto, mais

elastica e resistente a ruptura.

6.4. Efeito de agcucares em sistemas de proteinas e polissacarideos

A conformacéo e a associacdo intermolecular de biopolimeros podem ser
frequentemente modificadas pela interacdo de agucares que atuam como co-
solutos. Este fendmeno pode ser explicado, em parte, pela redugao no conteudo

de agua.

Schorsch et al. (1999) avaliaram sistemas contendo proteinas do leite,
goma locuste, na presenga ou auséncia de sacarose na concentragdo de 20, 30
ou 40% (p/p). A sacarose mostrou uma pequena influéncia na compatibilidade
termodinamica entre os biopolimeros. A adicdo de sacarose levou a um efeito de
concentragdo da fase protéica e diluicdo da fase de goma locuste, mas nao
observaram a interagdo entre os componentes por meio de analises reoldgicas,

turbidimetria e microscopia eletrdnica e confocal.
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A adicao de sacarose em géis acidos compostos por proteinas do leite e k-
carragena em diferentes condi¢gdes de processo resultou em géis mais duros,
elasticos e firmes que os géis sem sacarose, mostrados através da avaliagdo de
suas propriedades reoldgicas. A adicdo da sacarose provavelmente produziu um
aumento das interagdes proteina-proteina e polissacarideo-proteina, fortalecendo

a rede do gel (SABADINI et al., 2006).

O efeito de co-solutos (sacarose e sucralose) em géis acidos de «-
carragena e caseinato de sodio foi avaliado e os resultados mostraram que os géis
mistos apresentaram maior resisténcia a ruptura que os géis contendo apenas um
dos biopolimeros, o que denota o sinergismo entre os componentes. Além disso, a
adicao de sacarose aos géis mistos promoveu uma maior resisténcia da rede do
gel e a sucralose mostrou um efeito mais limitado que o da sacarose,
provavelmente devido a falta de formagao de ligagdes de hidrogénio por causa da
troca dos grupos OH" pelos grupos cloretos da molécula de sucralose. No entanto,
a presenca de sacarose aumentou a incompatibilidade termodinamica, que pode
ser explicado por uma redugao na afinidade da proteina pelo solvente no inicio da
acidificagdo, ou através de hidratacdo preferencial da proteina, levando a
formagdo de mais ligagcbes entre as moléculas de proteinas e a uma rede mais
ramificada. A sacarose também estabilizou as zonas de jungdo da carragena
facilitando a formagdo da rede de carragena-carragena, que foi provavelmente

responsavel pela estrutura principal destes sistemas (RIBEIRO et al., 2004).
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CAPITULO llI

PROPRIEDADES MECANICAS, SINERESE E
MICROESTRUTURA DE GEIS DE CASEINATO DE
SODIO INDUZIDOS PELA ACIDIFICACAO COM

GLUCONA-0-LACTONA
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Propriedades mecénicas, sinerese e microestrutura de géis de caseinato de

sédio induzidos pela acidificagao com glucona-3-lactona

Resumo

Géis acidos de caseinato de sodio (CS) formados em diferentes
temperaturas de incubacéo (4, 10, 25 e 40°C) e com ampla faixa de concentragao
de proteina (2-6% p/p) foram induzidos pela gradual hidrolise de glucona-s-lactona
(GDL) a acido glucénico promovendo diferentes taxas de acidificagdo. A cinética
de acidificagao e gelificagao foi avaliada desde o pH 6,7 até o ponto isoelétrico das
caseinas através da medida de pH e propriedades mecanicas obtidas em
compressdo uniaxial (tensdo e deformacgdo na ruptura). Como uma tendéncia
geral, altas taxas de acidificagdo promoveram a formacdo da rede do gel mais
rapidamente, enquanto que temperaturas de incubagao mais baixas produziram
valores mais altos de pH no estado estacionario (pHss) € o aumento da
concentracdo de CS promoveu um pequeno aumento do valor de pH. A formacéao
da rede do gel foi mais influenciada pelas interagdes eletrostaticas do que pelas
diferentes taxas de acidificacao, principalmente em pH préximo ao pl das caseina,
além das interagdes hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio que foram importantes
forgas envolvidas na estabilizagdo da microestrutura da rede do gel. O rearranjo
da rede foi observado principalmente em pHss préximo ao pl das caseinas,
promovendo géis mais fortes na temperatura de incubacéo de 10°C seguidos por
25, 4 e 40°C, sendo também um indicativo do comportamento da microestrutura
da rede do gel, pois em altas temperaturas os poros foram maiores e a sinerese

foi mais pronunciada.

Palavras-chave: caseinato de sodio, glucona-é-lactona, taxa de acidificagéo,

propriedades mecanicas.
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1. Introducgao

A compreensdo do processo de gelificacdo acida de proteinas do leite é
muito importante para o processamento de diversos produtos lacteos como
sobremesas e iogurtes. Géis acidos de caseina podem ser obtidos a partir de uma
variedade de particulas primarias, indo desde moléculas simples de proteina ou
grupos de proteinas (nanoparticulas de caseinato) até particulas nativas de
caseina micelar (PUGNALONI et al., 2005). O caseinato de sddio € um ingrediente
lacteo preparado por meio da precipitacdo acida da caseina do leite em seu ponto
isoelétrico. O hidroxido de sddio € adicionado para redissolver a proteina e para
restabelecer a neutralidade do meio. Nestas condi¢cdes, os caseinatos formam
agregados ou submicelas devido a alta propor¢do de residuos laterais de
aminoacidos hidrofébicos que se auto-associam em solugdes aquosas (FARRELL
et al., 1990). O posterior processo de associagao de submicelas para a formagao
de micelas de caseina nao ocorre devido a remog¢ado do calcio durante a
precipitacdo acida (OAKENFULL et al.,, 1999). As micelas de caseina e,
provavelmente as submicelas, em pH natural do leite (6,7) sao estabilizadas
principalmente pela camada superficial carregada negativamente, composta
principalmente de moléculas de «-caseina (WALSTRA, 1990; de KRUIF &
ROEFS, 1996; HOLT & HORNE, 1996). No entanto, a redu¢cédo do pH promove a
neutralizagdo dos grupos carboxilicos e dos residuos carregados negativamente
dos aminoacidos levando a agregagao da proteina (WALSTRA, 1990; de KRUIF &
ROEFS, 1996; HOLT & HORNE, 1996) em um valor de pH ao redor do ponto

isoelétrico da caseina, que € proximo a 4,6.
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Por outro lado, independente do pH, a temperatura tem uma grande
influéncia nas interagbes proteina-proteina (HEARLE, 1982), dado que em
temperaturas elevadas as vibragcbes térmicas permitem que as moléculas de
proteina deslizem mais rapidamente umas sobre as outras, enquanto que com o
resfriamento estas vibragbes diminuem e as forgcas atrativas das moléculas
prevalecem. Assim, o movimento das cadeias ou grupos de proteinas distantes
umas das outras diminui muito e a estrutura se solidifica como um gel (CARR &
MUNRO, 2004). Além do pH final, a cinética do processo de acidificagdo, que é
funcdo da temperatura, também pode influenciar os atributos fisicos do produto
final, que contribuem a percepcgado sensorial e a funcionalidade (HORNE, 1998;
ETTELAIE, 2003) tais como aparéncia visual, microestrutura e propriedades
reologicas. Isto ocorre porque durante a acidificacdo do leite, muitas das
propriedades fisico-quimicas das caseinas mudam consideravelmente, em
especial na faixa de que vai entre 5,5 a 5,0, incluindo a observacdo de um volume
maximo da micela de caseina e a dissociagao das proteinas (ROEFS et al., 1985;
WALSTRA, 1990). Além disso, o grau de liberacdo das caseinas durante a
acidificagao também é dependente da temperatura, pois a 30°C uma diminuigcao
no pH ndo promove nenhuma liberagao, enquanto que a 4°C aproximadamente
40% das caseinas sdo dissociadas no pH 5,5 (DALGLEISH & LAW, 1988). Em
baixas temperaturas ha um favorecimento das interagdes hidrofilicas, enquanto
que as interagdes hidrofébicas sdo predominantes em mais altas temperaturas,
promovendo diferentes propriedades fisicas do gel conforme a temperatura de

formacéao da rede.

51



O leite pode ser acidificado através de culturas bacterianas (fermentacao
latica) ou pela adicdo de glucona-é-lactona (GDL), que se hidrolisa a &cido
glucénico resultando em uma diminuigdo do pH. O uso de GDL pode evitar
algumas das dificuldades associadas com bactérias lacticas (starter), tais como
atividade variavel e alteragdo no tipo de cultura usada. Os géis feitos com estes
dois tipos de precursores acidos diferem em suas propriedades reoldgicas
(LUCEY et al., 1998), em parte em funcéo da taxa de acidificagdo. A acidificagéo
por GDL pode ser executada em diferentes taxas, que pode levar a diferentes
valores de pHs final, dependendo da temperatura, presenca de outros
componentes (proteinas, agucares, sais) ou concentragao de precursor acido. Em
geéis induzidos por GDL, o ponto isoelétrico (pH 4,6) pode ser alcangado mais
rapidamente e permanecer estavel, permitindo assim um maior tempo de
reorganizagdo em torno deste pH contribuindo para o continuo rearranjo das
particulas de caseina.

Varios trabalhos foram realizados usando GDL como precursor acido para
obter géis lacteos acidos (van VLIET et al., 1991; de KRUIF, 1997; GASTALDI et
al., 1997; LUCEY et al., 1997a; LUCEY et al., 1997b; LUCEY & SINGH, 1997; van
VLIET et al., 1997; LUCEY et al., 1998; HORNE, 2003), mas entre estes trabalhos
ndo ha uma consideragcado clara sobre as taxas de acidificacdo e a sua
consequéncia na formagédo da rede do gel. Aléem disso, estes trabalhos usaram
diferentes concentragcbes de GDL e temperaturas de incubagédo, portanto

diferentes taxas de acidificacdo foram obtidas, embora os resultados tenham sido
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analisados a um mesmo pH final e os efeitos de cinética ndo tenham sido
considerados.

Braga et al. (2006) avaliaram a influéncia da taxa de acidificacdo e o pH
final nas propriedades de géis de caseinato de sodio através da adicdo de
diferentes concentragcées de GDL a 10°C e reportou que a taxa de acidificagao
teve um efeito significativo nas propriedades mecanicas em estado estacionario,
mas nao afetou as propriedades reoldgicas analisadas sob cisalhamento durante a
gelificacao.

Vétier et al. (1997) estudaram a influéncia da temperatura e da taxa de
acidificagdo na estrutura fractal de agregados de caseina acidificada com GDL
usando técnicas de espalhamento de luz (light scattering) e turbidimetria.
Diferentes taxas de acidificacdo promovidas pela adicdo de 0,40 a 1,50% (p/v) de
GDL em leite desnatado reconstituido e diluido foram analisadas somente a 20°C
e nao foi observado o efeito da cinética de agregacdo na dimensao fractal.
Entretanto, o efeito de temperatura (10 - 40°C), utilizando a mesma taxa de
acidificagdo, mostrou que os agregados de caseina com estruturas mais
preenchidas (maior dimenséo fractal) foram observados em menores temperaturas
de incubacao, enquanto que em temperaturas mais altas, notou-se a formacéao de
agregados mais ramificados.

Entretanto, ndo foram encontrados estudos sobre a avaliagado da forga da
rede de géis de caseinato de sodio durante seu processo de formagao e apds o
alcance do pH em estado estacionario, considerando o efeito da temperatura e
rearranjo no ponto isoelétrico como parametros fundamentais para a relagéo

estrutura — propriedades mecanicas.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de uma ampla faixa de
temperaturas de incubacgao (4 a 40°C) e a concentragcao de caseinato de sddio (2
a 6% (p/p)) nas propriedades mecanicas (tensdo e deformagao na ruptura),
solubilidade protéica, microestrutura e sinerese de géis acidificados com GDL.
Além disso, estas condicbes experimentais permitiram observar o efeito de
diferentes taxas de acidificagao e valores de pH final no processo de rearranjo da

rede do gel durante longo tempo de incubacgéo.

2. Material e Métodos

2.1. Material

Os ingredientes usados para o preparo dos sistemas-modelo foram caseina
e glucona-d-lactona (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA). A caseina em po6
foi caracterizada por espectroscopia de absorgdo atdbmica e a seguinte
composicdo de jons foi obtida: Na* = 0,16%, Ca™ = 0,14% e K" = 0,08%. Os
conteudos de proteina (N x 6,38), gordura e umidade do pé de caseina foram

88,2+0,9%, 0,84+0,08% e 6,5+0,1% (base umida), respectivamente.

2.2. Preparo das solugées de caseinato de sodio e géis

As solucdes de caseinato de sédio foram preparadas pela dispersao do po
de caseina em agua deionizada com adigao de hidroxido de sodio (10 M) para

manter o pH em 6,7 sob agitagdo magnética por 4 horas a temperatura maxima de
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50°C. A solucao-estoque de caseinato de sodio foi preparada com concentragao
de 10% (p/p), a qual foi posteriormente diluida até as concentragdes de 2, 4 e 6%
(p/p). O GDL em po6 foi rapidamente dissolvido em pequena quantidade de agua
deionizada, previamente equilibrada a 4, 10, 25 ou 40°C, antes de ser adicionado
nas solugdes de caseinato de sddio também equilibradas a mesma temperatura.
Ambas solug¢des foram rapidamente misturadas sob constante agitagdo magnética
para evitar uma agregacao prévia da caseina e permitir uma rapida dissolugéo
homogénea (cerca de 2 minutos). A concentragdo do GDL adicionado foi
calculada utilizando-se uma razdo GDL/caseinato (concentracdo em % p/p)
correspondente a 0,135 (Braga et al., 2006) para obter o pH final em torno de 4,6.
As solugbes mistas (caseinato de sodio e GDL) foram colocadas em tubos
plasticos cilindricos (30 mm de diametro e 30 mm de altura) e armazenadas nas
temperaturas de incubagdo de 4, 10, 25 e 40°C para a formacédo dos géis e
analise das propriedades mecéanicas, sinerese e microestrutura. Para as medidas
de pH, aliquotas de solugdes mistas foram colocadas em tubos Eppendorf de 2,5
mL e estocadas sob as mesmas condi¢des descritas anteriormente. A diminuicao
do pH dos sistemas de caseinato de sddio devido a hidrélise do GDL foi medida
utilizando-se um pHmetro Digimed Analitica (Mod. DME-CF1, S&o Paulo, Brasil)
para semi-solidos (géis). O pH das amostras foi monitorado durante todo o
processo, a partir de 6,7 até cerca de 4,6. No inicio da cinética, o valor de pH foi
medido a cada 10 min por 1h, depois a cada 30 min por 3h, até cerca de 4h de
intervalo, quando se alcangou o estado estacionario, ou seja, quando o valor de

pH ndo se alterou com o passar do tempo. A cinética de pH foi medida em
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duplicata. As propriedades mecanicas foram avaliadas durante o processo de
acidificagcao a partir do momento que os géis eram auto-sustentaveis (quando foi
possivel retirar os géis dos tubos e a estrutura se manter) e foram analisadas até
aproximadamente 5 dias para 4 e 10°C e 3 dias para 25 e 40°C. As avaliagdes de
sinerese, solubilidade protéica e microestrutura por microscopia eletronica de

varredura foram realizadas apés o gel alcangar o estado estacionario de pH.

2.3. Propriedades mecdanicas

As propriedades mecanicas dos géis foram determinadas por compressao
uniaxial usando um texturbmetro TA-XT2i Texture Analyser (Stable Microsystems
Ltd., Godalming, Inglaterra) equipado com uma placa cilindrica de acrilico (40 mm
de diametro). As superficies em contato com a amostra foram lubrificadas com
oleo de silicone para evitar atrito com a amostra. As propriedades mecanicas
durante a gelificagdo foram obtidas a partir dos primeiros géis auto-sustentaveis
até alcancar o estado estacionario das propriedades mecanicas. Os testes de
ruptura foram rapidos e cuidadosamente realizados nas temperaturas de
incubacao dos géis para evitar uma alteragdo da temperatura maior que +1°C. Os
géis auto-sustentaveis foram submetidos a 80% de compressao em relagéo a sua
altura inicial e a velocidade do teste foi de 1 mm/s. Todas as medidas foram
realizadas em quintuplicata. Os dados de forca e distancia de compressao foram
transformados em deformacéo (ey) e tensdo (o) real ou de Hencky através das
equagdes (1) e (2), respectivamente (STEFFE, 1996). A area real utilizada para o

calculo da tensdo (o) foi determinada assumindo incompressibilidade dos géis. Os
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valores de tensdo (o) € deformacdo (enpt) Na ruptura foram determinados a

partir do ponto maximo da curva tensao-deformacéo.

Ey =

(1)
FOHO) 2

AoH,

O =

onde ey € a deformacgdo de Hencky (adimensional), H(t) é a altura no tempo
t (mm), Hp é a altura no inicio da compressao (mm), F(t) é a forca no tempo t (N) e
Ao é a area de contato inicial do gel (mm?).

Uma equacao de cinética de primeira ordem (Equagao 3) foi usada para
ajustar os dados de pH e tensédo na ruptura como uma fungao do tempo apos a
adicdo de GDL, para as diferentes solugdes de caseinato de sédio em cada
temperatura de incubacgao.

x(t)=x,, +A.exp(-k.t) (3)
onde x(t) € a propriedade medida (pH ou tensdo na ruptura) como uma fung¢ao do
tempo, xss € o0 valor da propriedade no estado estacionario, t € o tempo apos a
adicao de GDL, k é a taxa do processo de acidificagdo (min™") ou de aumento da

forca do gel (min™")) e A € um parametro de ajuste.

2.4. Determinagao da solubilidade protéica dos géis

Uma aliquota dos géis, cerca de 2,5 g, foi dispersa em diferentes solugbes
(15 mL) a fim de ajustar a concentragcdo de proteina das dispersdes para 0,1%

(p/p). Os géis foram solubilizados em agua deionizada (DW), em um tamp&o
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padrao pH 8,0 (0,086 M Tris, 0,09 M glicina, 4 mM NaEDTA) (B) e 6 M uréia (U).
As solugdes foram homogeneizadas a temperatura ambiente usando um
homogeneizador Ultra-Turrax IKA model T18 basic (Staufen, Alemanha) a 10000
rom por 2 minutos. As solugdes homogeneizadas foram entdo centrifugadas a
10000 x g por 30 minutos em uma centrifuga Allegra 25 R Beckman (Fullerton,
CA, EUA) e as proteinas soluveis foram determinadas na fragdo sobrenadante.
Todas as dispersbes dos géis foram feitas em triplicata. A concentracdo de
proteina soluvel foi determinada a 280 nm em um espectrofotdbmetro Beckman Du-
70 (Fullerton, CA, EUA) e calculada usando a lei de Lambert-Beer (Equacao 4).
A =E,z,, -C-I 4)
onde A é a absorbéancia a 280 nm, Ezsonm € 0 coeficiente de extin¢ao, igual
a 1,3461 mg/mL.cm, C & a concentragdo de proteina solubilizada e | é o
comprimento da cubeta de quartzo (igual a 1 cm). O coeficiente de extingao foi
obtido por medidas de absorbancia a 280 nm para uma solucdo de caseinato de

sédio & concentracdo de 1 mg.mL™" que foi determinada pelo método de Kijeldhal.

2.5. Avaliagao da microestrutura dos géis

Para a analise da microestrutura dos géis formados foram coletadas
amostras do gel (aproximadamente 10 x 2 x 2 mm) que foram fixados durante 12 h
com glutaraldeido a 2,5% (v/v) em tampao cacodilato de sédio a 0,1 M e pH 7,2.
Depois do enxague em tampé&o cacodilato (0,1 M), as amostras foram fraturadas
em nitrogénio liquido, seguido por outro enxague em tampao cacodilato. Na etapa

seguinte, as amostras fraturadas foram pds-fixadas em uma solugdo tamponada
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de tetréxido de 6smio (OsO4) a 1% (p/v). Em seguida, as amostras foram
enxaguadas por duas vezes em tampéao cacodilato e foram desidratadas com
etanol em diferentes graduagdes em cada etapa: 30, 50, 70 e 90% (v/v). Cada
etapa teve uma duragao de 20 min. A desidratacdo continuou em etanol anidro,
em 3 etapas de 1 h cada, com troca de solugdo. As amostras foram secas no
ponto critico utilizando CO; (Critical Point Dryer, mod. CPD 03, Balzers, Alzenau,
Alemanha) e posteriormente, foram montadas no porta-amostras de aluminio e
cobertas com ouro (Balzers, mod. SCD 050, Balzers, Alzenau, Alemanha). As
micrografias foram feitas em quintuplicata e estruturas tipicas dos géis foram
obtidas em uma ampliagdo de 2000 x com um microscépio de varredura JEOL

JSM-5800 LV (Téquio, Japao) em uma voltagem de 10 kV.

2.6. Sinerese

Apods alcangar o estado estacionario de pH, os géis foram cuidadosamente
retirados dos tubos plasticos e uma aliquota do gel (cerca de 2,0 g) foi colocada
em béquer contendo um filtro de papel duplo (densidade superficial: 80 g.cm?,
espessura: 205 um, tamanho médio dos poros: 1,4 um) para apoiar o gel. Os
béqueres foram acondicionados em recipientes fechados e mantidos na
temperatura de incubacdo durante 3 h. Depois desse tempo pesou-se a
quantidade de agua liberada pelo gel, que foi o exsudado recolhido no béquer e a
umidade absorvida pelo papel filtro. O valor de sinerese foi calculado através da

Equacéo 5:
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Sinerese (%) = (MJm 00 (5)

inicial
onde Minicial(d) € Miberada(g) S@0 as quantidades de agua inicialmente
presentes no gel (calculado a partir da composicdo centesimal do gel) e a agua
liberada apds 3 h de acondicionamento na temperatura de incubagao (4, 10, 25 e

40°C), respectivamente. Todas as medidas foram realizadas em quintuplicata.

2.7. Analise estatistica

As diferengas entre os resultados de solubilidade protéica e sinerese dos
diversos tratamentos foram avaliadas através do procedimento de Tukey usando o

software Statistica v. 5.5 (STATSOFT INC., 2000) com p<0,05.
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3. Resultados e discussao

3.1. Cinéticas de gelificagdao

A variacao do pH em fungao do tempo pode ser observada na Figura 3.1, a
qual mostra uma rapida queda do pH durante os primeiros 500 minutos (cerca de
8 h) e, posteriormente, ha uma diminuigdo da taxa de acidificagdo até alcangar o
estado estacionario. Nessa figura foram apresentados apenas os géis de
caseinato de sodio com 2 e 6% (p/p), ja que os resultados obtidos a 4%
apresentaram tendéncias muito similares. Além disso, a curva de acidificagao
mostra apenas o tempo de acidificagdo até cerca de 8000 min (cerca de 133 h)
pois foi o intervalo de tempo suficiente para que o pH atingisse e permanecesse
no estado estacionario (Figura 3.1). No entanto, a leitura de pH foi realizada até
aproximadamente 12000 min (200 h). O padrao de redugao do pH foi muito similar
para todas as temperaturas de incubagao (Figura 3.1), com algumas diferengas no
valor do pH em estado estacionario e velocidade de acidificagdo. Os valores finais
de pH variaram entre 4,45 e 4,55 para as temperaturas de incubagao mais altas
(40 e 25°C), os quais foram alcangados em aproximadamente 2000 minutos
(cerca de 34 h) e de 4,53 a 4,74 para as temperaturas mais baixas (10 e 4°C)

obtidos em cerca de 4000 minutos (cerca de 67 h).
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4,0 T T T T

Tempo (kmin)
Figura 3.1. Variacdo do pH das solu¢des de caseinato de sodio (CS) a 2 e 6%
(p/p) acidificados com GDL. As amostras foram acidificadas nas temperaturas de
incubacgéo (T) de 4 (o), 10 (»), 25 (o) e 40°C (¢). Os simbolos amarelos e azuis
representam solugdes com 2% e 6% (p/p) de caseinato de sodio, respectivamente.

No detalhe da figura, pode-se observar o inicio da queda de pH até 2000 min para
melhor visualizag&o das diferentes taxas de acidificagao.

O efeito da temperatura de incubacdo e concentragdo de caseinato de
sédio nos valores de pH em estado estacionario (pHss) esta apresentado na
Tabela 3.1. Altas temperaturas de incubagdo promoveram um aumento da
velocidade de acidificagao e uma diminuicdo do pH final, provavelmente devido a
intensificacdo na taxa de dissociagdo do éster GDL em acido glucbnico (de

KRUIF, 1997).
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O valor do pH final ndo se alterou com o passar do tempo apdés atingir o
estado estacionario, pois a reacdo de hidrolise do GDL alcangcou o equilibrio
quimico. Por outro lado, um aumento da concentragédo de caseinato de sdédio
promoveu um leve aumento nos valores de pHss, 0 que pode estar relacionado ao
efeito tampé&o das proteinas que induziram a uma menor diminuicdo dos valores
de pHss em fungdo da maior quantidade de aminoacidos com residuos NH
capazes de neutralizar os ions H" liberados do acido gluconico (SALAUN et al.,
2005). Este efeito combinado da concentragcdo de proteinas e da temperatura
poderia ser manipulado para controlar o pH final das formula¢des alimenticias

baseadas em proteinas.

Tabela 3.1. Parametros de ajuste da Equagdo 3 obtidos para as solugbes de
caseinato de sédio (CS) com GDL em diferentes temperaturas de incubacgao.

Temperatura CS (% p/p) pHss A Kot (10% .min™) r?

2 4,70 1,79 14,84 0,99
4°C 4 4,71 1,68 15,20 0,99
6 4,74 1,61 17,41 0,99
2 4,53 1,69 19,38 0,98
10°C 4 4,63 1,65 23,90 0,98
6 4,65 1,67 26,32 0,99
2 4,51 1,99 31,57 0,99
25°C 4 4,54 1,83 33,61 0,98
6 4,55 1,81 35,88 0,99
2 4,45 2,28 47,97 0,99
40°C 4 4,46 2,26 57,98 0,99
6 4,50 2,19 63,47 0,99
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A faixa de valores de pH final (4,45<pHs<4,75) obtida para os géis de
caseinato de sédio pode levar a diferentes observacdes sobre o efeito do balango
das interagdes eletrostaticas, porque os géis resultantes foram formados em
condigbes de excesso (pHss<4,6) e insuficiéncia (pHss>4,6) de acidificacdo em
relacdo ao ponto isoelétrico (4,6) do caseinato de sodio. Neste caso, os géis
formados podem apresentar diferentes intensidades de interagdes eletrostaticas,
que poderiam tornar a rede do gel mais fraca ou mais forte, dependendo da
distancia do valor do pH final em relagao ao pl das proteinas.

O parametro de ajuste A mostrou uma tendéncia de aumento com o
aumento da temperatura de incubagdo e uma diminuigdo com o0 aumento da
concentracio de caseinato de sddio.

A tensdo na ruptura esta relacionada com a forgca da rede de gel e tal
propriedade foi avaliada em fungdo do tempo durante o processo de acidificagéo
(Figura 3.2). Os tempos de avaliagdo das propriedades mecénicas (tensdo e
deformacgao na ruptura) variaram em fungcédo da temperatura de incubagao devido,
principalmente, a velocidade de acidificacdo e do tempo necessario para alcangar
o estado estacionario destas propriedades. O tempo necessario para se alcangar
o estado estacionario das propriedades mecanicas foi superior ao do pH, visto que
o processo de gelificagdo so6 foi iniciado em valores de pH menores que 5,0. Para
os géis formados a 4°C, os tempos de analise variaram de 6000 a 12000 min, ja

para os geéis a 10°C o tempo foi de cerca de 6000 min e para os géis formados a

25 e 40°C foi de aproximadamente 3000 min. O valor de pH foi medido durante
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toda cinética de gelificacdo simultaneamente as analise das propriedades

mecanicas.
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Figura 3.2. Formacgao da rede do gel durante acidificagdo das solugdes de
caseinato de sddio (CS) com GDL nas concentragdes de (A) 2, (B) 4 e (C) 6%
(p/p). As amostras foram acidificadas nas temperaturas de incubacgao (T) de 4 (o),
10 (»), 25 (o) e 40°C (©).

Géis mais fortes (maior valor de tensédo na ruptura) foram observados para
as maiores concentragdes de caseinato de sddio como ocorreu para a taxa de

formagao da rede do gel (kiens), Sendo que ambos efeitos podem ser atribuidos a

maior quantidade de moléculas de proteinas presentes no gel formado. Esta
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influéncia da concentragdo na tensdo na ruptura foi observada para todos os

sistemas e foi mais expressivo para 4, 10 e 25°C que para 40°C (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Parametros de ajuste obtidos a partir da Equagdo 3 para o
comportamento da tensao na ruptura de géis de caseinato de sédio (CS) durante
acidificacdo com GDL em diferentes temperaturas de incubagéo (4, 10, 25 e
40°C).

Temperatura CS (% p/p) Gss (kPa) A Ktens (10 min™) r?
2 0,44 -0,38 3,54 0,98
4°C 4 2,23 -4.17 5,06 0,98
6 4,09 -33,65 16,43 0,99
2 0,54 -1,19 10,44 0,97
10°C 4 2,37 -5,82 12,86 0,98
6 5,22 -25,41 14,24 0,98
2 0,78 -0,47 12,66 0,97
25°C 4 1,74 -1,42 15,68 0,98
6 4,36 -3,22 19,54 0,98
40°C 4 0,87 -0,76 34,44 0,97
6 1,42 -1,29 43,59 0,96

Os géis formados a 10°C apresentaram um intenso aumento da tens&o na
ruptura no inicio da gelificagdo e alcangaram o estado estacionario da forga da
rede em torno de 2000 min, principalmente para as concentragdes de 2 e 4% de
caseinato de sodio. Ja para os géis contendo 6% de proteina, esse
comportamento foi observado para os géis formados a 4°C. Esse resultado
poderia ser um indicativo para a otimizacdo do processo de obtencido do produto

final, o qual estaria estavel nas condigdes desejada apds o tempo previsto.
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O aumento da temperatura de incubacado e concentracdo de caseinato de
soédio também promoveram um aumento da taxa de formacéo da rede do gel (ktens)
(Tabela 3.2), do mesmo modo que a velocidade de acidificagéo (kpn) (Tabela 3.1).
Esta relacado direta entre as taxas de acidificagcao e formacgao da rede do gel foi
também relatada por Bringe & Kinsella (1993) para a gelificacdo acida de leite
desnatado. A dissociacdo de GDL que ocorreu mais rapidamente em temperaturas
de incubagao mais altas esta associada a formagao mais rapida da rede do gel em
tais condi¢des. Entretanto, um aumento na taxa de acidificagdo nao implicou
necessariamente em menores valores de tensao na ruptura no estado estacionario
(oss) ou uma rede de gel mais fraca.

Géis de caseinato de sodio formados em temperaturas de incubagéo de até
25°C exibiram crescentes valores de tensao na ruptura no estado estacionario
(oss), valor similar a 10°C quando incubado a 25°C, mas a 40°C foi observada uma
forte diminuicdo. As amostras contendo 2% (p/p) de caseinato de sddio, incubadas
a 40°C, apresentaram uma rede de gel tdo fragil, que foi considerada como nao
auto-sustentavel, ndo sendo possivel calcular sua tensdo na ruptura. Tal efeito
poderia estar parcialmente associado a rede mais fraca formada com menor
quantidade de proteinas, pois os géis contendo apenas 2% (p/p) de caseinato de
sédio apresentaram menor forca ou dureza que os géis contendo maiores
concentragbes de proteina, para todas temperaturas de incubagao. Entretanto, o
pronunciado decréscimo da forga da rede do gel observado somente a 40°C
poderia ser também atribuido a alteracdo das propriedades das micelas da

caseina a altas temperaturas com o fortalecimento das interagbes hidrofébicas,
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dificultando a liberacdo das fracbes desta proteina para o soro (DALGLEISH &
LAW, 1988; BREMER et al., 1990). Provavelmente, tais interacbes também
ocorrem com as submicelas de caseina do caseinato de sédio, ja que o caseinato
€ uma mistura de caseinas sem o fosfato de calcio coloidal (CCP) que estabiliza o
grande complexo de caseina micelar.

Géis formados em temperaturas de incubagdo mais baixas levaram mais
tempo para alcangar o estado estacionario devido as menores taxas de
acidificacao, e provavelmente a rede de gel formada foi mais ordenada do que a
altas temperaturas (BRINGE & KINSELLA, 1993). De fato, os géis formados em
temperaturas de incubacéao inferiores a 40°C mostraram valores mais altos de
tensdo na ruptura, similar ao relatado por Arshad et al. (1993) para géis de leite
desnatado acidificados com GDL.

Os baixos valores da tens&do na ruptura ou dureza dos géis formados em
40°C também podem ter sido causados pelo intenso rearranjo local das particulas
durante a formacdo do gel, resultando na formagdao de agregados protéicos
heterogéneos que resultam em uma rede menos continua (ZOON et al., 1988).

A Figura 3.3 mostra o comportamento da tensao na ruptura dos géis de
caseinato de sodio durante o processo de acidificagdo promovida pelo GDL.
Durante a diminuigao do pH ocorreu o fortalecimento ou endurecimento da rede do
gel, devido a gradual neutralizagcdo das cargas negativas das moléculas de
proteinas, diminuindo a repulsdo eletrostatica e promovendo as interagdes
proteina-proteina. Os géis formados em menores temperaturas (menores taxas de

acidificagao), principalmente a 4 e 10°C, apresentaram um aumento mais
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acentuado na tensdo na ruptura em uma determinada faixa de pH (Figura 3.3).
Este aumento foi atribuido ao fortalecimento da rede do gel com as mudancgas
mais lentas no valor de pH proximo ao pl, permitindo interagdes proteina-proteina
mais efetivas devido a menor repulsdo eletrostatica e este processo foi

denominado de rearranjo ou reorganizagao da rede do gel.
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Figura 3.3. Efeito do pH na tensdo na ruptura dos géis de caseinato de sodio
acidificados com GDL nas temperaturas de incubacéo de 4 (o), 10 (»), 25 (o) e
40°C (©). As concentragbes de caseinato sao (A) 2, (B) 4 e (C) 6% (p/p).

Os géis formados a mais altas temperaturas, 25 e 40°C apresentaram

comportamento de rearranjo diferente dos formados a mais baixas temperaturas,

visto que os primeiros apresentaram um forte rearranjo, enquanto que os ultimos
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nao apresentaram um endurecimento expressivo da rede com o continuo
abaixamento de pH, uma vez que a rede formada foi auto-sustentavel.

O aumento nos valores de tensdao na ruptura se iniciou em diferentes
valores de pH dependendo da concentracdo de CS e temperatura de incubacéo. A
reorganizagao da rede do gel ou rearranjo das particulas de caseinato de sodio ou
mesmo dos agregados de proteinas em uma estreita faixa de pH melhorou a forga
e interconectividade da rede (van VLIET et al., 1997). O pH de inicio de rearranjo
foi avaliado a partir da taxa de variagao da tensao em fungao do pH, ou seja, de
do/dpH e foi determinado no ponto onde do/dpH<1. Este critério foi escolhido para
facilitar a determinagc&o do ponto de inicio de rearranjo para todos os géis. Dessa
forma, a tensdo e o tempo de inicio de rearranjo foram os valores correspondentes
ao ponto onde do/dpH<1 e o valores finais de pH, tempo e tensdo na ruptura
corresponderam aos resultados finais da cinética. O pH final deste rearranjo foi
mais proximo do pH inicial de rearranjo para 10 e 25°C, quando o gel também foi
mais forte.

Assim, a for¢a do gel foi influenciada por uma combinagédo de fatores tais
como a proximidade dos valores de pH inicial e final de rearranjo, em relagdo ao
pl, durante a formacdo da rede e a escala de tempo para avaliar o processo de
reorganizagdo, mostrando que a taxa de acidificacdo induzida por diferentes
temperaturas de incubagéo exerceu influéncia nas propriedades da rede do gel.
Além disso, como o aumento da temperatura de incubagdo provocou uma
diminuicdo do pHss, isto pode ter afetado o balango das for¢cas de interacao

relacionadas a reorganizagdo da rede do gel em torno do pl. De fato, foi
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observado que o processo de reorganizacdo foi fortemente influenciado pela
temperatura e pH no inicio do processo de rearranjo (Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Valores de pH, tensdo na ruptura e tempos de inicio e final do
processo de reorganizagdo da rede do gel de caseinato de sddio induzidos por
GDL (2 a 6% (p/p)) formados em diferentes temperaturas de incubagao (4, 10, 25
e 40°C). Valores de |ApH| indicam a distdncia do pH no tempo final da
reorganizagao em relagao ao pl (4,6) (|ApH|= |pHfinai — pl|).

Temperatura CS pH (-) Tensao (kPa) Tempo (kmin)
(Y p/p) inicio final |ApH| inicio final inicio final
2 473 470 0,10 0,28 040 2,73 5,69
T=4°C 4 475 471 011 1,01 213 247 552
6 485 474 014 1,25 422 154 543
2 458 453 0,07 028 057 1,84 546
T=10°C 4 473 463 003 1,06 247 117 573
6 473 465 005 1,38 497 1,16 549
2 452 451 0,09 067 079 159 279
T=25°C 4 456 454 006 1,72 19 1,35 2,78
6 456 455 0,05 4,00 447 1,35 276
2 446 445 0,15 - - - -
T=40°C 4 446 446 014 086 087 1,20 3,44
6 450 450 0,10 1,34 146 087 343

Os géis avaliados antes do processo de reorganizagdo mostraram uma
rede mais forte quando incubados a 25°C. Entretanto, depois do processo de
reorganizagdo os geéis com os maiores valores de tensdo na ruptura foram
observados a 10°C, provavelmente devido a taxa de acidificagdo mais lenta que
permitiu maior tempo para o rearranjo em valores de pH proximos ao pl. Assim,
como uma tendéncia geral, os valores mais altos de dureza da rede do gel foram

observados em valores minimos de |ApH| e maximos de tempo de reorganizagao
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da rede (diferenga entre tempo final e inicial), que esta relacionado a um longo
rearranjo em valores de pH mais proximos ao pl das caseinas ou em mais baixa
repulsédo eletrostatica entre as moléculas de proteinas. Apesar dos géis formados
a 10 e 25°C apresentarem uma faixa de pH de reorganizagao mais proxima ao pl
que os formados a 4°C, o ultimo mostrou valores similares de tensao na ruptura
em relagdo aos anteriores. Este fato pode estar relacionado ao efeito da
temperatura no balango das forgas de interagdo. O aumento da temperatura leva a
um aumento das interagdes hidrofébicas e consequientemente a um decréscimo
das ligagdes de hidrogénio (interacdes atrativas), resultando em um aumento das
repulsdes eletrostaticas. Desse modo, o balango de for¢gas poderia ser deslocado
em direcado a uma maior repulsdo, levando a um enfraquecimento da matriz do gel
(BRYANT & McCLEMENTS, 1998), o que é claramente observado para os géis
formados a 40°C.

Em altas concentragcdes de caseinato de sodio foi observada a maior
variagao de tensdo na ruptura durante o rearranjo, provavelmente devido ao maior
numero de moléculas que participam e reforgcam a rede do gel (Tabela 3.3).

A temperatura de incubacdo ndo influenciou a deformagédo na ruptura
(Figura 3.4) como ocorreu para a tensao na ruptura (Figura 3.2). Foi observada
uma tendéncia a diminuicdo da deformagao na ruptura durante a acidificacdo até
alcancgar o estado estacionario, que foi préximo ao tempo para alcangar o pHss. Tal

comportamento foi mais pronunciado em altas concentragées de CS.
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Figura 3.4. Efeito do tempo de acidificacdo nos valores de deformagao na ruptura
(erupt) de géis de caseinato de sodio acidificados com GDL em temperaturas de
incubacgéo de 4 (o), 10 (»), 25 (o) e 40°C (¢). Os simbolos abertos e fechados séo
concentragdes de caseinato de sédio de 2% e 6% (p/p), respectivamente.

Géis contendo 2% (p/p) de caseinato de sddio formados nas temperaturas
de 4, 10 e 25°C apresentaram menores valores de deformagao na ruptura (cerca
de 0,1 a 0,3) e foram mais frageis do que aqueles contendo 4% (resultados nao
apresentados) e 6% (deformacao de ruptura na faixa de 0,4 a 0,8, para todas as
temperaturas).

Assim, a deformabilidade dos géis foi uma fungao da densidade da rede do
gel, devido a concentragcdo de macromoléculas, e ao pHss, diferente da forca do

gel que também foi dependente da taxa de acidificagdo, do tempo para o rearranjo

das particulas e da proximidade de pHss em relagao ao pl.
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3.2. Propriedades dos géis no estado estacionario de pH: solubilidade

protéica, microestrutura e sinerese

Os géis com 6% (p/p) de caseinato de sodio formados em diferentes
temperaturas de incubacao foram usados para avaliar a solubilidade protéica e a
microestrutura dos géis de caseinato de sédio em estado estacionario de pH, pois
foram mais firmes e apresentaram a mesma tendéncia de comportamento dos
géis com 2 e 4% (p/p).

A solubilidade protéica dos géis foi analisada em agua deionizada, tampao
TRIS e solugdo de uréia e os resultados estdo apresentados na Figura 3.5. A
solubilizag&o protéica em agua deionizada foi muito baixa, menor do que 1% (p/p)
da quantidade inicial de proteina, provavelmente devido a baixa solubilidade das
proteinas em torno do pl. Este resultado pode indicar a quase inexisténcia de
moléculas de proteinas livres, que significa que as moléculas de caseina, na sua
maioria, estavam unidas para a formacgdo da rede do gel. A solubilidade das
proteinas em solucdo de uréia foi cerca de 26-28% (Figura 3.5), mostrando que
parte da rede estava ligada por interagdes hidrofébicas e ligagbes de hidrogénio
(TOTOSAUS et al., 2002; XIONG & KINSELLA, 1990) e esses resultados nao
foram dependentes das temperaturas de incubacéao (p<0,05).

A solubilidade das proteinas em tampao TRIS foi cerca de 70%, indicando
que a interagdo mais importante entre proteinas envolvidas na estabilizagdo da
microestrutura foi a interagao eletrostatica. De maneira similar, esses resultados
nao apresentaram dependéncia com a temperatura (p<0,05), mas apenas

pequenas diferengas entre 25 e 40°C. Os resultados indicaram que nao foi
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possivel detectar pequenas diferengas das forgas de interagdo devido a mudanca
de temperatura a partir dessa técnica, como observado para os resultados de

tensdo na ruptura.
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Figura 3.5. Solubilidade protéica de géis acidificados contendo 6% (p/p) de
caseinato de sodio estocados em diferentes temperaturas. Os géis foram
dispersos em diferentes tampdes: tampéao TRIS (") e uréia (l). Letras maiusculas:
diferencas (p<0,05) entre tampédo TRIS e uréia e letras minusculas: diferencas
(p<0,05) entre temperaturas de incubagéo para o mesmo tampao.

As micrografias dos géis contendo 6% (p/p) de caseinato de sodio foram
analisadas a fim de entender o efeito das temperaturas de incubacéo (4, 10, 25 e
40°C) na microestrutura dos geéis (Figura 3.6). As diferengas entre as
microestruturas sdo evidentes, mostrando o efeito do aumento da temperatura na
organizacao das liga¢des para a constituicdo das redes de particulas de caseina e
formagao do gel (Figura 3.6 C e D). Essas microestruturas mostram que os géis
de caseina acidificados consistem de uma rede de proteina particulada constituida
de particulas de caseinas ligadas em agregados como reportado por Kalab et al.
(1983).
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B) T= 10°C

Figura 3.6. Micrografias obtidas por microscopia eletrbnica de varredura de géis
acidificados de caseinato de sodio (6% p/p) formados em temperaturas de
incubacéao de (A) 4, (B) 10, (C) 25 e (D) 40°C. O aumento foi de 2.000 X e barra de

escala = 10um para todas as micrografias.
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A 4°C, a rede do gel pareceu ser bastante homogénea, com poros
pequenos, mas esses geéis apresentaram uma rigidez similar aos formados a 10 e
25°C. Com o aumento da temperatura observou-se um aumento no tamanho dos
poros das redes de gel e, como uma tendéncia geral, em temperaturas maiores
que 10°C, foi observada uma estrutura mais particulada, que poderia estar
relacionada a um enfraquecimento da rede de gel. Além disso, € evidente a
formagdo de rede de gel a 4°C observada na Figura 3.6 A, diferente do
apresentado por Roefs et al. (1985) e de Kruif & Roefs (1996). Estes autores
mostraram uma inibicdo da gelificacdo das micelas de caseina em temperaturas
abaixo de 10°C e em valores de pH proximos do pl (4,6), como uma consequéncia
da diminuigdo das reagdes de agregacao devido a forte redugdo das interagdes
hidrofobicas nessas condigdes (ROEFS, 1986).

Provavelmente, a gelificacdo de particulas de caseinato de sédio observada
a 4°C foi resultado da agregacéao de fragbes de caseina liberadas ou solubilizadas
no soro, principalmente B- e k-caseinas promovidas pelo enfraquecimento das
interagdes hidrofobicas em baixas temperaturas sob condigdes acidas
(WALSTRA, 1990; de KRUIF & ROEFS, 1996; HOLT & HORNE, 1996). Esse
processo de dissociacdo diminui drasticamente em temperaturas acima de 20°C.
Em baixas temperaturas a regido hidrofilica carregada negativamente da -
caseina emerge na superficie da micela, aumentando a densidade da camada
superficial polieletrolitica. Quando os valores do pH estdo préoximos ao pl, a

neutralizacdo destas cargas negativas causa uma diminuigdo das repulsdes
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eletrostaticas, promovendo interagdes proteina-proteina mais pronunciadas
levando a formacéao de gel.

Os valores de sinerese para os géis de caseinato de sodio foram avaliados
apos 95 h da adicao de GDL para as temperaturas de incubagao mais baixas (4 e
10°C) e 42 a 45 h para as temperaturas mais elevadas, 40 e 25°C,
respectivamente. Como tendéncia geral, foram observados valores elevados,
entre 35 e 82% (p/p) de exsudagao em relacédo a quantidade inicial de agua no gel

(Figura 3.7).
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Figura 3.7. Influéncia das temperaturas de incubacéao (T: 4, 10, 25 e 40°C) e da
concentragdo de caseinato de sodio (CS: 2, 4 e 6% (p/p)) na sinerese dos géis.
Letras maiusculas: diferengas (p<0,05) entre concentragdes de caseinato de sodio
nas mesmas temperaturas de incubacéo e letras minusculas: diferengas (p<0,05)
entre temperaturas de incubagao na mesma concentracdo de caseinato de sddio.
Géis contendo 2% (p/p) de caseinato de sddio exibiram os maiores valores
de sinerese e o efeito da temperatura de incubagdo nesses géis ndo apresentou
uma tendéncia clara. Géis contendo maiores concentragdes de caseinato de sodio
exibiram menores valores de sinerese (Figura 3.7), provavelmente devido a maior

quantidade de sitios hidrofilicos capaz de se ligar as moléculas de agua e também

a caracteristica da rede do gel de ser mais interconectada e com menores poros.
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Em altas concentragdes de caseinato de sédio (4 e 6 % p/p) foi observado
um aumento dos valores de sinerese com o aumento das temperaturas de
incubacao de 4 a 25°C, quando também foram observados os géis mais fortes
(Figuras 3.7 e 3.8). Entretanto, um maior aumento da temperatura, de 25 para
40°C levou a uma diminuicdo da sinerese (Figura 3.7), mesmo com o gel sendo

formado por uma rede mais fragil (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Relagdo entre a tensdo na ruptura (oss) € a sinerese de géis de
caseinato de sdédio acidificados com GDL no estado estacionario de pH. As
temperaturas de incubagéo séo 4 (o), 10 (»), 25 (o) e 40°C (¢) e as concentragdes
de caseinato de sédio sdo representadas pelas cores: branco, cinza e preto,
representando 2, 4 e 6% (p/p), respectivamente.

Os mais baixos valores de sinerese foram observados nas mais baixas
temperaturas de incubacéo, principalmente a 4 e 10°C (Figura 3.7), o que poderia
estar relacionado a maior quantidade de k-caseina dissociada das submicelas e
liberadas no soro (DALGLEISH & LAW, 1988; BRAGA et al., 2006). A molécula de

85



K-caseina possui uma porgao altamente hidrofilica, favorecendo a formagao de
ligacbes de hidrogénio entre a agua e as proteinas (SWAISGOOD, 1982).
Surpreendentemente, a 25°C o efeito da concentracdo de caseinato de sddio em
diminuir a sinerese espontanea nao foi observado, apesar de elevadas durezas da
rede do gel (Figura 3.8) estarem associadas a menor sinerese a 4 e 10°C.

A correlagéo entre os dados de sinerese e tensdo na ruptura (css) ndo
permitiu visualizar uma relagdo clara entre a dureza da rede do gel e a sua
habilidade em reter agua na sua matriz ou evitar a sinerese espontanea. Poderia
se esperar que géis com uma rede mais forte, que sdo principalmente formadas
por densas ligagbes formadas pelas interagdes macromoleculares, mostrasse uma
grande quantidade de sitios ou grupos disponiveis para ligar as moléculas de agua
do que as redes de gel mais fracas, que de fato ocorreu para os géis formados a 4
e 10°C. Possivelmente, géis mais fracamente estruturados suportam pequena
tensao, provavelmente devido a baixa densidade de ligagdes, o que poderia ser
menos eficiente para aprisionar a agua livre. Entretanto, os resultados observados
para os géis a 25°C mostraram que a sua estrutura mais porosa foi um indicativo
de menor capacidade de retengdo de agua mesmo possuindo uma estrutura mais
rigida. Provavelmente, nesta temperatura ocorra um efetivo favorecimento das
interagdes hidrofébicas que promove a agregagao das proteinas através dessa
interac&o, diminuindo a capacidade de ligar agua devido ao desfavorecimento do
carater hidrofilico destas.

Assim, as propriedades de sinerese provavelmente foram um complexo

resultado do efeito das temperaturas de incubagao no balango entre as interagdes
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atrativas e repulsivas entre as proteinas e destas com a agua. Além disso, o efeito
do pH final dos géis no estado estacionario poderia ter influenciado o tipo de

interacdes proteina-proteina e a afinidade proteina-agua.

4. Conclusao

Os resultados desse estudo mostraram que a gelificagdo acida do caseinato
de sddio induzida pelo GDL foi afetada pela concentragdo, temperatura de
incubacao e taxa de acidificacdo. Aumentando a concentracdo de caseinato de
sédio foram observados maiores valores de pH no estado estacionario, maiores
taxas de acidificacdo e de formagéo da rede do gel, maiores valores de tensédo na
ruptura no estado estacionario e menor sinerese. Por outro lado, 0 aumento da
temperatura de incubagcdo também promoveu altas taxas de acidificacdo e de
formagao do gel, porém menores valores de pH final, menor dureza da rede do gel
e pronunciada sinerese, devido a formagao de uma rede com poros maiores. Géis
mais rigidos e com maior rearranjo da rede do gel foram observados em valores
de pH préximo ao pl das caseinas, o que foi possivel de se alcangar com menores
taxas de acidificagdo. As principais interagées entre as proteinas, responsaveis
pela estabilizagdo da microestrutura foram as eletrostaticas, seguidas pelas
hidrofobicas e ligagbes de hidrogénio, que influenciaram as interagdes proteina-
proteina e proteina-agua. Os géis formados a 10°C mostraram maior rigidez da
rede e menores valores de sinerese, em uma mesma concentragado de proteina,
devido ao balanco entre as forgas repulsivas e atrativas causado pelo elevado

tempo de rearranjo proximo ao pl.
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CAPITULO IV

INFLUENCIA DAS PROTEINAS DO LEITE E

SACAROSE NA GELIFICACAO DA k-CARRAGENA
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Influéncia das proteinas do leite e sacarose na gelificagcao da k-carragena

Resumo

O processo de gelificagdo de solugdes de k-carragena (concentragdo de 0,3 a
0,8% p/p) puras ou mistas contendo caseinato de sdédio (2 a 8% p/p), isolado
protéico de soro (0,5 a 7% p/p) ou sacarose (5 a 30% p/p) foi estudado a partir de
ensaios reoldgicos em cisalhamento oscilatério. A temperatura de inicio da
gelificagcdo ou do desenvolvimento de estrutura (Ts) foi determinada a partir de
varredura de temperatura em resfriamento, sendo verificado que esta aumentou
com a concentracdo de carragena em sistemas puros. Ja a adicdo de caseinato
de sodio ndo modificou a Ts, enquanto que a presenga de sacarose ou isolado
protéico de soro houve um aumento da Ts em relagdo aos géis puros. Apos o
processo de gelificagdo, observou-se que os géis mais elasticos foram os com
maior concentragao de carragena, sendo que a adi¢gao de sacarose exerceu pouco
efeito nas propriedades reoldgicas destes sistemas. A adi¢cao de isolado protéico
de soro enfraqueceu a rede do gel em baixas concentragdes, mas pareceu haver
formagdo de uma rede mista com a carragena em concentragées mais elevadas.
Ja a mistura de carragena e caseinato de sodio mostrou efeito sinergistico até
certa concentragdo (5%) desta proteina e para maiores concentragbes, o
enfraquecimento da elasticidade da rede do gel foi observado. Em altas
concentragdes de carragena e principalmente de proteinas do soro e sacarose foi
notado o efeito de escorregamento, dificultando a avaliagdo dos resultados. Os
espectros mecanicos dos géis mostraram que a maioria apresentou
comportamento de gel fraco, devido ao efeito simultdneo das interagdes fisicas e
incompatibilidade termodindmica. No entanto, géis fortes foram observados na
maior e menor concentragdo de carragena e caseinato de sédio, respectivamente,
0 que poderia ser um indicativo da interagcdo eletrostatica entre estes dois

biopolimeros.

Palavras-chave: «-carragena, caseinato de sdédio, isolado protéico de soro,
sacarose, gelificagao, transicdo conformacional, reologia
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1. Introducgao

As proteinas e polissacarideos podem contribuir para a estrutura, textura e
estabilidade dos alimentos, que sao essenciais para a aceitagdo sensorial dos
produtos pelos consumidores. As principais propriedades funcionais das proteinas
e polissacarideos sédo a sua capacidade de gelificacao, estabilizagdo de emulsdes
e aumento de viscosidade de solugdes (SGARBIERI, 1998; SYRBE et al., 1998).

No entanto, as caracteristicas de um produto ndo dependem somente das
propriedades individuais das proteinas e polissacarideos (DICKINSON &
MERINO, 2002). As propriedades viscoelasticas de géis mistos de biopolimeros
diferem significativamente dos géis formados por apenas um unico biopolimero
por causa das interagbes intermoleculares adicionais e a possibilidade de
formagdo de redes interpenetrantes (SYRBE et al.,, 1998). Dessa forma, para
desenvolver produtos alimenticios com propriedades desejaveis, o conhecimento
dos mecanismos de interagdo em sistemas proteina-polissacarideo é
extremamente importante (HEMAR et al., 2002).

Um importante polissacarideo utilizado em alimentos é a k-carragena, que
possui cadeia sulfatada anidnica. Este polissacarideo é extraido de espécies de
algas vermelhas da classe Rhodophyta e as suas principais aplicagbes em
produtos alimenticios sdo em derivados de leite como agentes estabilizantes,
espessantes e gelificantes, pois apresenta forte sinergismo com as proteinas do
leite (SCHORSCH et al., 2000). A altas temperaturas, a k-carragena se encontra
no estado enovelado aleatério, porém sob resfriamento, este polissacarideo passa

por uma transicdo conformacional do estado desordenado para o ordenado
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(helicoidal) que é acompanhada pela agregacao e formacao do gel. A temperatura
em que ocorre a transi¢cao € dependente da natureza e concentracdo dos cations
presentes na solugdo (SCHORSCH et al., 2000), principalmente K*, Na* e Ca**
(ROCHAS & RINAUDO, 1980; MORRIS & CHILVERS, 1983).

As proteinas do leite podem ser divididas em duas principais classes: as
fragbes de caseina (asi-, os2-, P- € k-caseina) e as proteinas do soro (B-
lactoglobulina, a-lactoalbumina, imunoglobulinas e albumina sérica bovina), sendo
que as caseinas estdo presentes em maior concentracdo (SGARBIERI, 1998). O
sinergismo entre as caseinas e a k-carragena € bastante conhecido e explorado
em sistemas gelificados, sendo relacionado a interagbes especificas que ocorrem
entre estes biopolimeros (SNOEREN et al., 1975). Em baixas concentra¢des de k-
carragena parece ocorrer de fato uma interacdo entre a caseina e este
polissacarideo para formar um gel misto (OAKENFULL et al., 1999), porém em
altas concentragbes de k-carragena (> 0,1% p/p), a gelificacdo é resultado da
predominante auto-associacéo do polissacarideo formando uma rede de gel auto-
sustentavel (DROHAN et al., 1997). Estas interagdes podem ocorrer tanto quando
0 polissacarideo se encontra na forma helicoidal (DALGLEISH & MORRIS, 1988)
como na forma enovelada (AUGUSTIN et al., 1999).

A possivel interagcdo entre a B-lactoglobulina e a k-carragena foi avaliada
por diversos autores (CAPRON et al., 1999a; CAPRON et al., 1999b; TZIBOULA &
HORNE, 1999b; OULD ELEYA & TURGEON, 2000a; OULD ELEYA & TURGEON,
2000b; NEISER et al., 2000), sendo observado que o polissacarideo acelerou o

processo de gelificacdo da proteina e inibiu a micro-separagcao de fases. Em
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sistemas mistos contendo proteinas do soro, a aplicagdo de tratamento térmico
em temperaturas acima de 60°C pode induzir a desnaturagao destas proteinas
(DANNENBERG & KESSLER, 1988). Um efeito sinergistico entre a k-carragena e
proteinas desnaturadas, em condicdes de pH proximo a neutralidade, foi
considerada uma consequéncia de duas redes co-continuas resultantes da
separacao de fases antes da gelificagao ocorrer (CAPRON et al., 1999a; CAPRON
et al.,, 1999b; TZIBOULA & HORNE, 1999b; OULD ELEYA & TURGEON, 2000a;
OULD ELEYA & TURGEON, 2000b).

Acucares sdo amplamente utilizados em geéis alimenticios para promover o
sabor doce. No entanto, a adigdo de agucares pode afetar as propriedades da
agua como solvente, levando a alteragdes das interagdes entre os componentes,
principalmente de proteinas e polissacarideos. Um exemplo, € o aumento da
elasticidade e do ponto de fusdo dos géis de k-carragena com a adicdo de
agucares, como a sacarose e glicose (NISHINARI et al., 1990). No entanto, o
aumento das caracteristicas elasticas dos géis ocorreu até uma certa
concentracdo, pois a adicdo excessiva destes acucares diminuiu este parametro
reologico. Assim, o efeito dos agucares na interagdo entre os componentes de
alimentos depende dos diferentes tipos e faixa de concentragao destes.

O objetivo desse trabalho foi avaliar as interagbes entre a k-carragena e
caseinato de sodio, isolado protéico de soro ou sacarose em condigbes de
gelificacdo dominada pela carragena em pH préximo a neutralidade, buscando

entender o papel de cada componente na formacdo destes géis mistos. O
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processo de gelificacdo foi avaliado através de testes reoldgicos oscilatérios a

baixas deformacdes.

2. Material e Métodos

2.1. Material

Os ingredientes usados para o preparo dos sistemas-modelo foram caseina
e k-carragena adquiridas da Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, EUA), isolado
protéico de soro (IPS - PSD-26) gentilmente cedido pela Arla Food Ingredients
(Dinamarca) e sacarose adquirida da Synth (Sao Paulo, Brasil).

O IPS usado neste trabalho apresentou cerca de 52% de B-lactoglobulina,
18% de oa-lactoalbumina e 6% de albumina sérica bovina conforme analise de
SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970) e quantificacdo por densitometria (Eagle Eye I,
Strategene, EUA).

Na Tabela 4.1 é apresentada a composi¢do média de alguns componentes
presentes nos ingredientes utilizados neste trabalho.

As determinagbes das concentragcdes de proteina e lactose foram
realizadas pelos métodos de Kjeldahl (AOAC, 1996) e fenol-sulfurico (HODGE &
HOFREITER, 1962), respectivamente, enquanto que o conteudo de ions foi

determinado por espectroscopia de absor¢cao atdmica.
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Tabela 4.1. Composi¢cao média dos ingredientes (% p/p) usados no preparo dos
sistemas-modelo.

Proteina  Umidade Lactose Lipideos Ca**(*) K*(*) Na‘(*)

Caseina 88,2 6,5 - 0,84 0,14 0,08 0,16

IPS 92,4 5,7 0,6 - 0,05 0,65 0,63

Carragena - 8,4 - - 0,70 2,70 0,10
Sacarose - 0,3 - - - - -

* Concentracdo em base umida (% b.u.) e demais concentragdes em base seca (% b.s.).

2.2. Meétodos

2.2.1. Preparo das formulagées

A) Preparo da solugéo de caseinato de sodio (CS)

As solugbdes estoque de caseinato de sédio (10% p/p) foram preparadas de
acordo com a sec¢ao 2.2 do Capitulo Ill. As solugdes-estoque foram posteriormente
dissolvidas nas concentragdes de 2, 5 e 8% (p/p) e o pH foi ajustado para 6,7 com

adicdo de NaOH a 1M.

B) Preparo da solugéo do isolado protéico de soro (IPS)

A hidratacdo do IPS em agua deionizada foi realizada sob agitagcao
magnética por 30 min em temperatura ambiente (25°C), sendo o pH da solugéo
ajustado para 6,7 com adigdo de solugdo NaOH 1M. A solugédo-estoque de IPS
(10% p/p) foi armazenada a 10°C por 24 h para a sua completa hidratagc&o, sendo

posteriormente diluida para as concentragdes de 0,5; 3, 5 e 7% (p/p).
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C) Preparo dos sistemas puros e mistos

A suspensao de carragena foi preparada pela dispersdo lenta deste
polissacarideo em agua deionizada (géis puros de k-carragena) ou em solugdes
de proteinas do leite (géis mistos) ou em solug¢des de sacarose a temperatura de
40°C sob agitagdo mecanica durante 15 min. O pH dos sistemas foi mantido em
pH 6,7 com adicdo de NaOH 1M. Apds a hidratagdo da carragena foi realizado o
tratamento térmico em um tanque encamisado com circulacdo forcada, também
sob agitacdo mecénica, a temperatura de 70°C por 30 min. Este tratamento
térmico foi realizado para completa hidratacdo da carragena, permitir que a
molécula de carragena estivesse no seu estado enovelado (desordenado),
promover a desnaturacio parcial das proteinas do soro e maior interacdo entre os
componentes dos sistemas analisados. Apds o tratamento térmico, as solucdes
foram rapidamente resfriadas com auxilio de um banho de agua gelada até

alcancar 50°C, quando foram levadas ao redmetro.
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As faixas de concentragao (Tabela 4.2) utilizadas para a composi¢cao dos
sistemas-modelo foram escolhidas com base na formulagdo de produtos lacteos
adicionados de polissacarideos e adogados, tais como sorvetes, sobremesas

congeladas, “flans” e recheio de tortas.

Tabela 4.2. Faixas de concentragao dos componentes dos sistemas-modelo.

Concentracdo «-Carragena Caseina Isolado protéico de soro Sacarose

(% p/p) 0,3-0,8 2-8 05-7 5-30

A nomenclatura dos sistemas-modelo contendo solugdo pura de carragena
ou em mistura com o caseinato de sodio, isolado protéico de soro ou sacarose,
utilizada neste estudo esta apresentada na Tabela 4.3. As concentragdes de cada

componente do sistema estdo em % (p/p).

98



Tabela 4.3. Nomenclatura dos sistemas-modelo avaliados neste estudo com a
especificagdo das concentragcbes de cada componente em % (p/p).

Sistemas puros

CRO3 Solugéo pura de carragena contendo 0,3 % (p/p)
CRO05 Solugéo pura de carragena contendo 0,5 % (p/p)
CRO08 Solugéo pura de carragena contendo 0,8 % (p/p)
Sistemas mistos contendo carragena e caseinato de sédio
CR03CS2 Mistura contendo 0,3% de carragena e 2% de caseinato de sodio
CR0O3CS5 Mistura contendo 0,3% de carragena e 5% de caseinato de sodio
CR0O3CS8 Mistura contendo 0,3% de carragena e 8% de caseinato de sodio
CR05CS2 Mistura contendo 0,5% de carragena e 2% de caseinato de sodio
CR05CS5 Mistura contendo 0,5% de carragena e 5% de caseinato de sodio
CR05CS8 Mistura contendo 0,5% de carragena e 8% de caseinato de sodio
CR08CS2 Mistura contendo 0,8% de carragena e 2% de caseinato de sodio
CRO8CS5 Mistura contendo 0,8% de carragena e 5% de caseinato de sodio
CR08CSS8 Mistura contendo 0,8% de carragena e 8% de caseinato de sodio

Sistemas mistos contendo carragena e isolado protéico de soro
CRO3IP05 Mistura contendo 0,3% de carragena e 0,5% de isolado protéico de soro
CRO3IP3  Mistura contendo 0,3% de carragena e 3% de isolado protéico de soro
CRO3IP7 Mistura contendo 0,3% de carragena e 5% de isolado protéico de soro
CRO3IP7 Mistura contendo 0,3% de carragena e 7% de isolado protéico de soro
CRO5IP05 Mistura contendo 0,5% de carragena e 0,5% de isolado protéico de soro
CRO5IP3  Mistura contendo 0,5% de carragena e 3% de isolado protéico de soro
CRO5IP7  Mistura contendo 0,5% de carragena e 5% de isolado protéico de soro
CRO5IP7 Mistura contendo 0,5% de carragena e 7% de isolado protéico de soro
CRO8IP05 Mistura contendo 0,8% de carragena e 0,5% de isolado protéico de soro
CRO08IP3  Mistura contendo 0,8% de carragena e 3% de isolado protéico de soro
CRO8IP5  Mistura contendo 0,8% de carragena e 5% de isolado protéico de soro
CRO8IP7  Mistura contendo 0,8% de carragena e 7% de isolado protéico de soro

Sistemas contendo carragena e adicionados de sacarose

CR03SC5 Mistura contendo 0,3% de carragena e 5% de sacarose
CR03SC15 Mistura contendo 0,3% de carragena e 15% de sacarose
CR03SC30 Mistura contendo 0,3% de carragena e 30% de sacarose
CR05SC5 Mistura contendo 0,5% de carragena e 5% de sacarose
CRO05SC15 Mistura contendo 0,5% de carragena e 15% de sacarose
CR05SC30 Mistura contendo 0,5% de carragena e 30% de sacarose
CRO08SC5 Mistura contendo 0,8% de carragena e 5% de sacarose
CR08SC15 Mistura contendo 0,8% de carragena e 15% de sacarose
CR08SC30 Mistura contendo 0,8% de carragena e 30% de sacarose
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2.2.2. Anélises reolégicas em cisalhamento dindmico

As propriedades reolégicas a baixas deformagdes foram determinadas em
um redmetro de tensao controlada, cujo controle de temperatura é feito por
sistema Peltier (Carri-Med CSL? 500, TA Instruments, New Castle, EUA). As
analises reoldgicas para avaliacdo da gelificacdo da carragena foram realizadas
utilizando uma geometria cone e placa de acrilico com 6 cm de didmetro e um
angulo de 2°. Ja para a avaliagao do processo de desnaturacédo e deteccao do
inicio de formacao de estrutura de solugdes de isolado protéico foi utilizada uma
geometria cone e placa de ago inoxidavel de 4 cm de didmetro e um angulo de
1°59'.

A completa descricdo dos ensaios reoldgicos realizadas sera mostrada a

sequir.

A) Processo de desnaturagao e formacéao de estrutura de isolado protéico de soro

As solugdes puras de isolado protéico de soro (10% p/p) foram preparadas
conforme sec¢do 2.2.1 B e as solugbes mistas foram preparadas confome segao
2.2.1 C, porém foi realizado somente um tratamento térmico a temperatura de
40°C por 45 min, para a completa homogeneizacdo da solugédo. As solugdes a
40°C foram colocadas na placa inferior do redbmetro, a qual também estava na
mesma temperatura. As amostras foram cobertas com uma camada fina de
silicone de baixa viscosidade para prevenir a perda de umidade e ressecamento

durante os experimentos.
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A varredura de temperatura foi realizada entre 40 e 95°C em uma taxa de
aquecimento de 1°C/min para a promover a parcial desnaturacdo e formacao de
estrutura, a frequiéncia constante de 0,1 Hz. Os dados obtidos foram avaliados
através de Figuras de Lissajous (grafico das sendides da variavel de entrada
(perturbacdo) em funcao da de saida (resposta do sistema a perturbacao)) para
assegurar que foram medidos dentro do intervalo de viscoelasticidade linear.

A partir dos dados de G’ (mddulo de armazenamento) foi possivel avaliar a
temperatura de inicio de formacgéo da rede do gel, pois esta foi considerada como
o ponto em que G’ ou G* (Equagao 1) comegou a mudar bruscamente, deixando a
linha base (SAVOIE & ARNTFIELD, 1996). A fim de melhor visualizar este evento,
foi avaliada a variagdo no modulo complexo (G*), em fungdo da temperatura
(dG*/dT), pois neste caso a alteragdo na inclinagcdo € mais pronunciada. A
temperatura de inicio de desenvolvimento da estrutura (Ts) foi definida
arbitrariamente como o ponto em que dG*/dT era maior que 0,1 Pa/°C

(TAKEUCHI, 2003; CHRIST et al., 2005).
G*: (Gr)Z +(G")2 (1)

onde: G’ e G”sao os moddulos elastico e viscoso, respectivamente.

B) Processo de gelificagdo: varredura de temperatura

Apods o tratamento térmico e resfriamento das misturas em banho de gelo
de acordo com a secdo 2.2.1 C, estas foram colocadas na placa inferior do
rebmetro, a qual estava na temperatura de 50°C de maneira a evitar que

ocorresse a gelificagdo antes do inicio da varredura de temperatura. A amostra em
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analise foi protegida da perda de umidade e ressecamento da superficie,
utilizando uma placa de acrilico recobrindo a geometria e denominada de “solvent-
trap”. Uma varredura de temperatura foi realizada entre 50 e 5°C em uma taxa de
resfriamento de 1°C/min, a frequéncia constante de 0,1 Hz, avaliada em uma
tensao dentro do intervalo de viscoelasticidade linear de acordo com as figuras de
Lissajous. A temperatura de inicio de formagao da rede do gel foi determinada sob
as mesmas consideragoes do item anterior.

As curvas de G* em funcdo da temperatura durante a varredura de
temperatura para os géis puros de k-carragena mostraram duas inclinagdes, o
inicio da primeira inclinagdo correspondeu ao ponto de inicio de desenvolvimento
de estrutura e foi determinada conforme item 2.2.2 A. Ja a temperatura de inicio
da segunda inclinagcdo foi determinada através da intersecgdo entre as duas

maximas tangentes na regido anterior e posterior a inclinagdo analisada.

C) Estabilizaggo da rede do gel: varredura isotérmica a 5 °C

Apds o processo de resfriamento foi realizada uma varredura isotérmica
mantendo a temperatura a 5°C por 30 min, com freqiéncia de 0,1 Hz e tenséo
dentro do intervalo linear, de maneira que o sistema alcangasse o equilibrio de
propriedades reoldgicas.

A partir desse ensaio foram obtidas as cinéticas de primeira ordem
(Equacao 2) de fortalecimento da elasticidade da rede do gel (aumento de G’) em
funcdo do tempo, na temperatura de 5°C para as amostras que nao alcangaram o

equilibrio durante o resfriamento.
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G'(t)=G, + A.exp(-kt) (2)
onde: G’ é o modulo elastico avaliado em fungédo do tempo (t em min) durante a
varredura isotérmica (5°C); Go € modulo elastico no equilibrio (Pa), k é a taxa de

aumento de G’ durante o processo de formacdo da rede do gel (min™") e A é um

parametro de ajuste (Pa).

D) Espectro mecéanico: varredura de freqliéncia
Apds a estabilizacdo da rede foi realizada uma varredura de frequéncia,
também dentro do intervalo de viscoelasticidade linear, entre 0,01 e 10 Hz na

temperatura de 5°C, para a avaliagao de G’ e G” em funcao da frequéncia.

2.3. Anadlise estatistica

As diferengcas entre os resultados de temperatura de inicio de
desenvolvimento de estrutura (Ts) dos diversos tratamentos foram avaliadas
através do procedimento de Tukey usando o software Statistica v. 5.5 (STATSOFT
INC., 2000) com 95% de confianga.

A obtencao de um modelo de primeira ordem de trés parametros (Equagao
3) para correlacionar as variaveis independentes, concentragcbes de k-carragena e
IPS ou sacarose e sua resposta (Ts) foi avaliado através do médulo de ajuste n&o-
linear (nonlinear estimation) usando o software Statistica v. 5.5 (STATSOFT INC.,
2000). O coeficiente de determinacao (r?) foi utilizado para avaliar a eficiéncia do
ajuste.

T, =a+b[X,]+c[X,] (3)
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onde a, b e ¢ sdo os coeficientes da regressao do modelo e X4 e X; sdo as
variaveis independentes, ou seja, a concentracdo de «k-carragena, IPS ou

sacarose, respectivamente.

3. Resultados e discussao

Neste trabalho foram avaliados os processos de gelificagdo de géis puros
de «-carragena e de sistemas mistos adicionados de caseinato de sodio ou
isolado protéico de soro de leite ou ainda sacarose. O processo de gelificagao foi
dominado pela carragena, visto que as solugdes puras de caseinato de sddio e
isolado protéico de soro nao gelificaram nas condigbes de pH 6,7 e concentragdes
estudadas. A influéncia de cada um dos componentes adicionado foi avaliada

durante o processo de gelificagdo da k-carragena e apés a formagéao do gel.

3.1. Influéncia da concentragdo da x-carragena e adicdao de sacarose ou

proteinas do leite no processo de gelificagao

3.1.1. Efeito da concentragdo da x-carragena no processo de gelificagao

Os perfis reolégicos tipicos do desenvolvimento do moédulo complexo (G*)
durante o resfriamento (transicdo do estado sol para gel) de solugbes de «-
carragena nas concentrac¢des de 0,3 a 0,8% (p/p) estdo mostrados na Figura 4.1.

O processo de gelificacdo da k-carragena (CR) induzida pelo abaixamento
da temperatura esta relacionado ao fato de que este polissacarideo, em solucéo e
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em altas temperaturas, adota a conformacdo enovelada aleatéria. Durante o
abaixamento da temperatura, ocorre a associacdo das cadeias através da
ordenacdo de sua estrutura e formacdao de duplas hélices, favorecidas em
presenca de determinados cations (K*, Rb*, Cs*, Na*, Ca®*, etc.). A proporcdo de
hélices agregadas aumenta com a concentracdo de ions (PICULELL, 1995;
PICULELL et al., 1997; VIEBKE et al., 1998), pois estes reduzem a densidade de
carga ao longo das cadeias, promovendo a auto-associagao das hélices e
resultando na formacgéo de gel (HOSSAIN et al., 2001; PELLETIER et al., 2001). A
carragena utilizada para o preparo das solugdes possui uma determinada carga
ibnica (Tabela 4.1), que pareceu exercer maior influéncia no processo de
gelificagdo nas maiores concentragbes de polissacarideo, devido a maior
quantidade de encontros efetivos entre as macromoléculas disponiveis para
formar o gel. De fato, pode-se observar na Figura 4.1 que o aumento de G*
ocorreu em temperaturas mais elevadas para as maiores concentracoes de

carragena.
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Figura 4.1. Comportamento do médulo complexo (G* (Pa)) durante o processo de
gelificagdo da k-carragena nas concentragdes de (A) 0,3, (B) 0,5 e (C) 0,8% p/p
induzida por resfriamento em uma taxa de 1°C/min. Nas figuras pode-se observar
duas inclinagdes, identificadas por (1) e (2) correspondendo a primeira e segunda
transicao, respectivamente.
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Durante o processo de gelificacdo de solugdes aquosas de k-CR, a curva
de G* em fungao da temperatura mostrou duas inclinagées diferentes (Figura 4.1
A, B e C), o que poderia ser atribuido a ocorréncia do processo em duas etapas. A
primeira e mais inclinada esta associada a formacdo das duplas hélices
(interagdes intramoleculares) e a segunda a associagdo destas hélices. Um
acentuado efeito da concentragdo de carragena na temperatura de inicio da
formagao de estrutura (Ts) foi observado, pois maiores concentragdes levaram a
uma maior Ts, ou seja, a temperatura variou de 20 a 30,4°C para os géis contendo

0,3 e 0,8% (p/p) de carragena, respectivamente (Tabela 4.4).

Tabela 4.4. Valores das temperaturas de inicio de desenvolvimento de estrutura
(Ts) nas duas etapas da formagao dos géis de k-carragena (0,3 a 0,8% p/p).

k-carragena (% p/p) Transicdo T (°C)

1 20
0,3

2 18,5

1 25,1
0,5

2 20,5

1 30,4
0,8

2 27,3

Em menores concentragbes de carragena, a temperatura de inicio de
agregagcdo € menor que nas concentragdes mais elevadas, uma vez que a
frequéncia de choques moleculares € menor. Assim, uma diminuicdo da
temperatura promove um aumento da viscosidade facilitando a agregacao dos
sistemas com menor densidade molecular. Também é interessante observar que

nas mais altas concentracbes, os valores de G* tendem ao equilibrio a 5°C,

109



enquanto que na menor concentracao apos o resfriamento o gel ainda estava em

formacgao.

3.1.2. Efeito da adicao de sacarose no processo de gelificacao da «-

carragena

A influéncia da adicao de sacarose na faixa de concentracdo de 5 a 30%
(p/p) no processo de gelificagdo da carragena e na temperatura de inicio da
formacgao de estrutura pode ser observada nas Figuras 4.2 (A, B e C) e Figura 4.3,
respectivamente.

Para os géis mistos contendo 0,3% de carragena, a adigdo de sacarose
favoreceu o modulo complexo (G*) através do aumento do carater elastico (G’)
dos géis em relagao ao gel puro (Figura 4.2 A). Ja para os géis contendo 0,5%
essa tendéncia nao foi observada, pois um maior valor de G* para maiores
concentracbes de sacarose foi observado apenas no inicio do processo de
gelificagdo, o qual tendeu a um mesmo valor de G* apds a formagéo do gel

(Figura 4.2 B).
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Figura 4.2. Comportamento do médulo complexo (G* (Pa)) durante o processo de
gelificagdo de k-carragena (CR) em concentracao de (A) 0,3; (B) 0,5 e (C) 0,8%
(p/p) induzida por resfriamento e adicionados de sacarose (SC) em concentragao

de 5, 15 e 30% (p/p).
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Interessantes resultados foram obtidos para os géis contendo 0,8% de
carragena, pois a adicdo de sacarose deslocou o inicio da gelificacdo para
maiores temperaturas como ocorreu com 0,3 e 0,5% de polissacarideo. No
entanto, apés a formacao dos géis mistos, estes apresentaram uma brusca
diminuicao do valor de G*, provavelmente provocado pela reorganizagao da rede
do gel. Ould-Eleya & Turgeon (2000b) também observaram um valor maximo para
G’ e depois uma queda para solugdes puras de k-carragena e misturas com -
lactoglobulina nativa. Estes autores concluiram que o efeito ndo foi provocado por
escorregamento, porque a resposta oscilatéria permaneceu senoidal, mas devido
a parcial ruptura da estrutura fina formada durante a agregacdo. No presente
estudo, os géis também se apresentavam no intervalo linear de perturbagéo visto
que as respostas eram senoidais. Baussay et al. (2006) também observaram esse
fendbmeno para misturas de k-carragena e B-lactoglobulina, com adi¢cdo de KCl e
NaCl, mas ndo para solu¢gdes puras de carragena. Neste caso, os autores
relataram que o maximo valor de G’ e G” préximo a temperatura critica de
formagao do gel e posterior queda, ocorreu devido a um efeito na interface com a
geometria de medida, embora também tenha sido observada uma perfeita
resposta senoidal. A partir destas observacdes, acredita-se que esta queda no
modulo elastico estaria associada a uma pequena exsudacao de liquido ou um
pequeno descolamento da amostra com a geometria de medida provocado pelo
encolhimento do gel.

A temperatura de inicio da formagao do gel mostrou um aumento de cerca

de 5°C com a adigéo de 30% (p/p) de sacarose em relagéo ao gel puro (p<0,05)
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para todas as concentragdes de carragena, como pode ser observado na Figura
4.3. Provavelmente, isto se deve a diminuicdo das ligagbes de hidrogénio entre a
carragena e agua, pois a sacarose € altamente hidrofilica (presengca dos grupos
hidroxila) e disputa a agua presente no sistema. Assim, uma maior interagcao
macromolecular ocorre, favorecendo o processo de gelificacdo (SALAZAR-
MONTOYA et al.,, 2002), além da presenga dos grupos hidroxila da sacarose
também ajudarem a estabilizar a estrutura da rede do gel ou as zonas de jungao
da x-carragena (BAYARRI et al., 2004), mas a adigdo excessiva de agucares
imobiliza a agua livre, necessaria para a formagdo de zonas de jungéo

(NISHINARI et al., 1995).

Temperatura (°C)

SC15

SC30

Figura 4.3. Efeito da concentracdo de «-carragena - CR (0,3 a 0,8% p/p) e
sacarose - SC (5 a 30% p/p) no comportamento da temperatura de inicio do
processo de gelificagao (Ts). Letras diferentes apresentam diferengas significativas
entre as médias no mesmo eixo (p<0,05). Letras minusculas: diferengas entre as
concentragcbes de carragena. Letras mailsculas: diferengas entre as
concentragbes de sacarose.
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A avaliagdo da Figura 4.4 permite observar uma relagcdo entre a
temperatura de inicio de desenvolvimento de estrutura (Ts) em funcdo das
concentragdes de carragena e sacarose, dada pela Equacéo 4, onde se observa
uma forte contribuicdo do polissacarideo sobre o inicio do processo de gelificacao.

T, =13,70+20,68 [CR]+ 0,18 [SC] (4)

onde: [CR] e [SC] sdo as concentragcbes de carragena e sacarose em %

(p/p), respectivamente. O coeficiente de determinagao (%) da equagao foi de 0,98.

) ngp}'aﬁ\iﬁl

Figura 4.4. Avaliagido do efeito das concentragdes de carragena (0,3 a 0,8% p/p) e
sacarose (5 a 30% p/p) na temperatura de inicio de desenvolvimento de estrutura
(Ts).
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3.1.3. Efeito da adicdo de isolado protéico de soro no processo de

gelificagao da x-carragena

A) Efeito da concentragdo de x-carragena no processo de formagdo de estrutura
de solugées de IPS

O isolado protéico de soro (IPS) € uma proteina globular, que é facilmente
desnaturada pela temperatura, podendo formar agregados soluveis e até mesmo
geéis, dependendo da concentracdo no sistema e condigbes do meio. Nesse
estudo realizou-se um tratamento térmico de 70°C durante 30 min na mistura de
IPS (0,5, 3, 5 e 7% p/p) e carragena, o qual poderia permitir uma maior interagao
entre os biopolimeros, pois a carragena se encontrava no estado enovelado e a
proteina parcialmente desnaturada. De forma a avaliar se houve formacédo de
estrutura durante o tratamento térmico foi realizada a avaliagdo reoldgica das
misturas IPS-carragena no aquecimento entre 40 e 95°C.

A partir da avaliagdo dos resultados obtidos de G* em funcédo da
temperatura foi possivel obter a temperatura de inicio de formagédo de estrutura
(Figura 4.5). Pode-se observar que a menor temperatura de inicio de
desenvolvimento de estrutura foi de cerca de 74°C para a concentragdo de 0,8%
(p/p) de carragena, valor superior a temperatura de tratamento térmico. Assim,
provavelmente ndo ocorreu a formagao de gel durante o preparo das misturas de
IPS e carragena, mesmo porque a concentragdo de IPS usada nos sistemas
mistos era menor (de 0,5 a 7% p/p) e portanto, a Ts seria maior que as obtidas

nestas medidas reoldgicas.
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A concentragao utilizada nesse estudo foi de 10% (p/p) porque para
solugdes contendo 7% (p/p) de IPS nao foi possivel determinar a T por meio
desta técnica, visto que a estrutura formada era muito fragil. Se houve a formagao
de uma rede a partir da desnaturagao do IPS em presenca de carragena, os géis
mistos contendo IPS poderiam ser formados por duas redes, possivelmente
interpenetrantes, uma de carragena no resfriamento e outra de IPS no tratamento
térmico.

Apesar de nao ter sido observada a formacao de estrutura mensuravel por
reologia, o tratamento térmico realizado pode ter levado a formacao de agregados

soluveis ou mesmo uma débil interagdo das proteinas com a carragena.
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Figura 4.5. Comportamento da temperatura de inicio de formagao de estrutura
(Ts) de solugdes de isolado protéico de soro a 10% (p/p) puro ou com adi¢céo de
0,3 a 0,8% (p/p) de carragena (CR). Letras diferentes indicam temperaturas
estatisticamente diferentes em relagdo a variagdo da concentragcdo de carragena
(p<0,05).
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A presenga de polissacarideos no processo de desnaturagao térmica das
proteinas poderia promover o impedimento estérico, especialmente em condi¢des
de repulsdo com a proteina (pH acima do pl e polissacarideo aniénico). Nestas
condicdes, a proteina desnaturada nédo se agregaria devido ao bloqueio dos sitios
hidrofdbicos presentes na superficie da cadeia (IBANOGLU, 2006; de la FUENTE
et al., 2004), pois a temperatura de formagao de estrutura diminuiu com o aumento
da concentragdo de polissacarideo, mas nao parece ter sido o caso observado
nesse estudo. No entanto, a complexagdo de uma proteina globular com um
polissacarideo pode alterar a estrutura da proteina e promover a diminuicdo da
estabilidade térmica desta (IMESON et al., 1977), o que poderia ser associado a
diminuigao da Ts com o aumento da concentragao da carragena.

Capron et al. (1999a-b) avaliaram o efeito da k-carragena no processo de
desnaturacdo e agregacao da p-lactoglobulina durante o tratamento térmico na
faixa de temperatura de 60 a 80°C por até 1000 min. Estes autores relataram que
a primeira etapa da agregacao da B-lactoglobulina ndo foi alterada pela presenga
de k-carragena, mas ocorreu uma aceleragcdo do processo de gelificacdo da
proteina em uma segunda etapa. Foi observada também uma micro-separagao de
fases, porém, assim que a rede de proteina foi formada, a gelificagao prevaleceu
sobre a separacdo de fases e o sistema estabilizou-se. No caso do presente
estudo, este fato se refletiu em uma menor temperatura de inicio do
desenvolvimento de estrutura detectado pelos ensaios sob cisalhamento

oscilatorio.
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B) Efeito da adigdo de isolado protéico de soro no processo de gelificagdo da -
carragena.

O aumento da concentragao de IPS favoreceu a formagéo do gel misto para
as concentracdes de carragena avaliadas (0,3 a 0,8% p/p), como esta mostrado
na Figura 4.6. Comparando-se com a adi¢gado de sacarose (Figura 4.2), observa-se
que a formacao da rede elastica ocorreu de uma forma muito mais pronunciada.
Para os géis contendo 0,3% de carragena, o aumento da concentragcdo de IPS
promoveu a formagéo de uma rede mais elastica. Ja para os géis contendo 0,5%
de CR, em concentragdes de 5 e 7% de IPS pareceu ter ocorrido um leve efeito de
escorregamento ou encolhimento do gel, diminuindo o valor do moédulo de
armazenamento (G’). Este efeito predominou nos géis contendo 0,8% de
carragena e foi mais pronunciado com o aumento da concentragdo das proteinas

do soro.
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Figura 4.6. Comportamento do médulo complexo (G* (Pa)) durante o processo de
gelificagdo de k-carragena (CR) em concentracao de (A) 0,3; (B) 0,5 e (C) 0,8%
(p/p) induzida por resfriamento e adicionados de isolado protéico de soro (IPS) em
concentragao de 0,5; 3; 5 e 7% (p/p).
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Os efeitos sinergisticos entre a «-carragena e as proteinas globulares
desnaturadas foram confirmados por varios estudos usando ensaios reoldgicos
(NEISER et al.,, 2000; OULD ELEYA & TURGEON, 2000a; OULD ELEYA &
TURGEON, 2000b; TZIBOULA & HORNE, 1999b). Ould Eleya & Turgeon (2000 a,
b) avaliaram a mistura de k-carragena complexada com K' na presenga de p-
lactoglobulina utilizando testes reoldgicos e relataram que uma sinergia foi
observada em condi¢gdes que ambos biopolimeros gelificavam (em pH préximo a
neutralidade). Esta sinergia foi considerada como consequiéncia de duas redes co-
continuas ou interpenetrantes, resultante da separacao de fases segregativa antes
da gelificagdo ocorrer. Neiser et al. (2000) também observaram esse fendmeno
para sistemas contendo albumina sérica bovina e k-carragena-K*, os quais foram
confirmados através de micrografias de transmiss&o de elétrons (TEM).

O efeito da adigdo de IPS em géis de carragena na temperatura de inicio da
formagao do gel foi significativo para a maioria das dispersdes avaliadas (p<0,05),
como pode ser observado na Figura 4.7. O efeito da concentragéo de IPS na T foi
muito maior que o da sacarose (Figura 4.3) e tdo pronunciado como o da

carragena (Figura 4.1), dentro dos intervalos de concentragbes estudados.

127



128



Temperatura (°C)
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Figura 4.7. Efeito da concentragdo de k-carragena - CR (0,3 a 0,8% p/p) e isolado
protéico de soro - IPS (0,5 a 7% p/p) no comportamento da temperatura de inicio
do processo de gelificacdo (Ts). Letras diferentes apresentam diferencas
significativas entre as médias no mesmo eixo (p<0,05). Letras minusculas:
diferencas entre as concentragdes de carragena. Letras maiusculas: diferencas
entre as concentragdes de isolado protéico de soro.

A avaliagdo da Figura 4.8 permite observar uma relagdo entre a
temperatura de inicio de desenvolvimento de estrutura (Ts) em funcdo das

concentragdes de carragena e isolado protéico de soro, dada pela Equacéo 5:

T, =16,83+14,96 [CR]+152[IPS] (5)

onde: [CR] e [IPS] sao as concentragdes de carragena e isolado protéico de
soro em % (p/p), respectivamente. O coeficiente de determinagéo (r?) da equagao

foi de 0,97.
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Figura 4.8. Avaliacao do efeito das concentragdes de carragena (0,3 a 0,8% p/p) e
isolado protéico do soro (0,5 a 7% p/p) na temperatura de inicio de
desenvolvimento de estrutura (Ts).

Baussay et al. (2006) relataram que em altas concentragcdes de f-
lactoglobulina nativa, foi observado um pequeno aumento da temperatura de
gelificacdo da k-carragena com o aumento da concentragao de proteina (acima de
70 g/L), também avaliado por reologia oscilatoria. No entanto, estes resultados
mostraram que o aumento da concentracido de proteina levaram a um forte
acréscimo de Ts (Figura 4.7 e 4.8), pois o tratamento térmico pode ter

proporcionado interagdes entre os biopolimeros.
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3.1.4. Efeito da adicdao de caseinato de soédio no processo de gelificagcao da

K-carragena

Os perfis reoldgicos tipicos do desenvolvimento do médulo complexo (G*)
durante o resfriamento (transigdo do estado sol para gel) para os sistemas mistos
formados por k-carragena e caseinato de sédio (2, 5 e 8% p/p) estdo mostrados
na Figura 4.9 A, B e C, para as concentragbes de k-carragena de 0,3; 0,5 e 0,8%
(p/p), respectivamente.

Como uma tendéncia geral, a adi¢cao de até 5% (p/p) de caseinato de sodio
em solugdes de k-carragena promoveu um aumento de G* (Figuras 4.9 A, B e C)
devido ao aumento do moédulo elastico (G’). No entanto, o aumento da
concentracéo de caseinato de 5 para 8% provocou um enfraquecimento da rede
do gel, sendo este efeito antagbnico mais pronunciado para as concentragdes
mais elevadas de carragena (0,5 e 0,8% p/p) (Figuras 4.9 A, B e C). Nestes casos,

os géis mistos foram inclusive mais fracos que os géis puros de carragena.
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Figura 4.9. Comportamento do médulo complexo (G* (Pa)) durante o processo de
gelificagdo de k-carragena (CR) em concentracao de (A) 0,3; (B) 0,5 e (C) 0,8%
(p/p) induzida por resfriamento e adicionados de caseinato de sodio (CS) em
concentragao de 2, 5 e 8% (p/p).
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A partir da avaliacdo de G* em funcdo da temperatura foi possivel
determinar a temperatura de inicio da formacao de estrutura (Ts), que pode ser
observada na Figura 4.10. Este paradmetro nao foi influenciado pela presenca de
caseinato de sédio no intervalo de concentragbes estudado (2 a 8% p/p), mas o
aumento da concentracdo de carragena promoveu um grande aumento da
temperatura de transicdo conformacional (Ts), como observado nos outros
sistemas mistos. Provavelmente, o fendmeno de gelificagdo mista da carragena na
presenca de caseinato foi governado pelo polissacarideo, mais evidente nas mais
elevadas concentragbes de biopolimeros. Este resultado é surpreendente, pois
como observado nos demais sistemas mistos, a presenga de outros componentes
desloca a temperatura de transicdo a valores mais elevados. E possivel que o
aumento da concentracédo de caseinato tenha promovido uma ligagao mais intensa
com os sitios reativos da carragena, através de interacbes eletrostaticas
favorecidas a altas temperaturas quando a carragena estava no estado

desordenado (DALGLEISH & MORRIS, 1988).
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Figura 4.10. Efeito da concentracédo de «-carragena - CR (0,3 a 0,8% p/p) e
caseinato de sédio - CS (2 a 8% p/p) no comportamento da temperatura de inicio
do processo de gelificacdo (Ts). Letras diferentes apresentam diferencas
significativas entre as médias no mesmo eixo (p<0,05). Letras minusculas:
diferencas entre as concentragdes de carragena. Letras maiusculas: diferencas
entre as concentragdes de caseinato de sodio.

O efeito sinergistico demonstrado pela interagdo carragena-caseinato até
certa concentragao de proteina promoveu uma maior elasticidade da rede do gel
mas nao afetou a Ts, n&o interferindo na transi¢do conformacional da carragena,
mesmo estando ligada @ macromolécula do polissacarideo. Ja o efeito antagbénico
entre esses biopolimeros, observado na maior concentragdo de proteina,
provavelmente se deve ao excesso de proteina n&o ligada a carragena, o que
levou a uma maior heterogeneidade e enfraquecimento da rede do gel. Este
comportamento é favorecido em pH 6,7, pois o caseinato possui a carga

predominantemente negativa, como a carragena, levando a incompatibilidade

termodinamica entre os dois biopolimeros.

139



140



As misturas de biopolimeros que apresentam cargas de sinais iguais, como
€ 0 caso da k-carragena e caseinato de sodio em pH 6,7, apresentam interagcdes
termodinamicamente desfavoraveis a agregacgao, representada basicamente pelo
efeito de exclusdo de volume. Como resultado dessas interagcdes, no qual esta
presente um polissacarideo gelificante como a k-carragena, a taxa de gelificacéo e
0 modulo elastico (G’) dos géis mistos podem ser maiores e a concentragao
minima para a gelificacdo pode se tornar menor, porque o efeito de exclusao de
volume leva a uma maior concentragdo em relagdo a um mesmo volume,
designado nesse estudo de “concentracgao virtual”’. O efeito da separagao de fases
nas propriedades viscoelasticas de géis mistos de biopolimeros depende da forca
de adesao entre as particulas dispersas e a fase continua, que podem contribuir
para um forte efeito sinergistico ou antagénico (APPELQVIST & DEBET, 1997;
GRINBERG & TOLSTOGUZOV, 1997; SANCHEZ et al., 1997; TOLSTOGUZOV,
1997; ZASYPKIN et al.,, 1997). Dessa forma, o aumento do G*, associado ao
aumento do carater elastico durante a gelificagao, provavelmente estd associado
apenas ao efeito de exclusdo de volume da carragena, sendo que em maiores
concentracdes parece que o caseinato passa a interferir na continuidade da rede

de carragena, enfraquecendo o gel (menores valores de G¥).
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3.1.5. Discussao sobre o efeito da adicao de sacarose ou proteinas do leite

no processo de gelificagdo da x-carragena

O efeito da concentracdo da «-carragena na temperatura de inicio de
formagao de estrutura (Ts) refletiu a importancia da densidade e mobilidade
molecular para a formagao da rede do gel, pois em baixas concentracbes desse
polissacarideo a transicdo conformacional ocorreu mais lentamente que em
maiores concentragdes. Inclusive, em baixas concentracbes de carragena foi
possivel observar mais claramente duas etapas no processo de gelificagcao, o que
também ocorreu em maiores concentragdes, porém em uma taxa muito mais
elevada. Estas duas etapas foram identificadas como um primeiro processo de
formagdo das hélices, seguido de uma fase de ordenagdo das cadeias, com
menores alteragdes no modulo complexo (G*). Além disso, foi observado que
maiores concentragdes de carragena levaram a uma maior temperatura de inicio
da formacgédo de estrutura (Ts), ocorrendo a gelificagdo em temperaturas mais
elevadas.

O aumento da concentracdo de sacarose mostrou incremento da
temperatura de inicio da formagao do gel, de 3,9 a 4,3°C, para as concentragdes
de 0,3 e 0,8% de carragena, respectivamente. Este resultado, provavelmente esta
relacionado a diminuigdo das ligagdes de hidrogénio entre a carragena e agua.
Como a sacarose é altamente hidrofilica (presenca dos grupos hidroxila) esta
compete com a carragena pela agua presente no sistema, promovendo um
aumento das interagdes hidrofébicas inter- e/ou intramoleculares. Dessa maneira,

houve um aumento do médulo complexo (G*) em relagdo ao gel puro em baixas
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concentragcbes de carragena, porém em maiores concentracbes deste
polissacarideo ocorreu uma diminuigdo do valor de G*, provavelmente devido ao
escorregamento ou descolamento da amostra com a geometria de medida.

O aumento da concentracao de IPS em géis de carragena também levou a
um aumento da temperatura de inicio da formacéao do gel (Ts), porém seu efeito foi
maior que o da sacarose e tado pronunciado como o da carragena. De maneira
similar a adi¢cdo da sacarose, em baixas concentragdes de carragena (0,3% p/p), o
aumento da concentragdo de IPS promoveu a formagdo de uma rede mais
elastica, porém com o aumento das concentragdes do polissacarideo e IPS
observou-se também uma diminuigdo do valor do médulo de armazenamento (G’)
da rede do gel formado. Esta reducdo da elasticidade da rede pode estar
relacionado a um efeito de escorregamento ou ainda a incompatibilidade
termodinamica entre estes biopolimeros.

A temperatura de inicio da formagéo de estrutura (Ts) ndo foi influenciada
pela presenca de caseinato de sodio no intervalo de concentragdes estudado (2 a
8% p/p). No entanto, a adicéo de até 5% (p/p) de caseinato de sddio apresentou
efeito sinergistico na elasticidade, mas uma maior concentracéao (8% p/p)
provocou um enfraquecimento da rede do gel, sendo este efeito antagbnico mais
pronunciado para as concentra¢cdes mais elevadas de carragena (0,5 e 0,8% p/p).
Neste caso, os géis mistos foram inclusive mais fracos que os géis puros de
carragena. Este fato pode estar relacionado a interagdo eletrostatica entre o
polissacarideo e essa proteina, pois 0 aumento gradativo da concentragdo de

proteina levou a saturacdo dos sitios de interagdo, e em excesso promoveu a
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heterogeneidade da rede em fungao das macromoléculas nao ligadas, diminuindo
a elasticidade do gel.

De maneira geral, a interagdo entre as proteinas do leite e a carragena
mostrou um efeito sinergistico até uma certa concentragao de biopolimeros, o que
pode ter sido promovido pela formacdao de uma rede mista no caso de altas
concentragdes de isolado protéico de soro ou interagéo eletrostatica da carragena
e caseinato, levando a um aumento da elasticidade da rede. No entanto, a
incompatibilidade termodindmica entre estes biopolimeros em pH préximo ao
neutro, provavelmente levou a micro-separagao de fases, refletindo na diminuigéo

da elasticidade do gel.

3.2. Varredura isotérmica de géis puros de k-carragena e mistos: adigao

de sacarose ou proteinas

Apods o processo de gelificagdo induzido pelo abaixamento da temperatura
analisou-se o comportamento dos géis formados sob cisalhamento oscilatério
através de varredura isotérmica a 5°C durante 30 min, de maneira que o0s
parametros reoldgicos dos géis se estabilizassem, principalmente o mddulo
elastico (G’). A alteragdo de G’, apés o alcance da temperatura final,
possivelmente esta associada ao processo de formagdo de novas interagoes,

jungdes ou rearranjo das macromoléculas do sistema.
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3.2.1. Estabilidade de géis puros de x-carragena

Na Figura 4.11 pode-se observar que apenas os géis puros contendo 0,8%
(p/p) de x-carragena ja se encontravam estabilizados apos o resfriamento. Ja para
0s géis com menores concentracdes de biopolimeros, provavelmente ainda ocorre
formacgado de novas interagdes devido a maior mobilidade molecular, o que fica
mais evidente a medida que a concentracdo de carragena diminui (Figura 4.11).
Esse processo de fortalecimento da rede do gel em baixas temperaturas (5°C),
possivelmente é favorecido pelas ligagdes de hidrogénio, que sao interagdes
atrativas entre as moléculas de agua e de carragena. Além disso, baixas
temperaturas também enfraquecem as interagdes repulsivas eletrostaticas, mas
favorecem a formacado de complexos eletrostaticos devido a diminuicdo da forca
de origem entropica que decresce a energia livre de Gibbs do sistema

(DICKINSON, 1994; BRYANT & McCLEMENTS, 1998; WALSTRA, 2003).

1000

(EECOGIDADADGINA0C0CA00C0000
100 | 0D GO0 OOAIAADOOCO00

0,1 T T T
0 500 1000 1500 2000
Tempo (s)
O CRO3 A CRO5 o CRO0O8

Figura 4.11. Comportamento do mdédulo elastico (G') de géis puros de «-
carragena (0,3, 0,5 e 0,8% p/p) durante a varredura isotérmica a 5°C, sob
cisalhamento oscilatério.
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3.2.2. Estabilidade de géis de x-carragena adicionados de sacarose

Os géis contendo 0,3 e 0,5% de carragena nao alcangaram o equilibrio
inclusive apdés 30 min de ensaio, ndo permitindo a avaliagdo do seu espectro
mecanico (Figura 4.12). Ja os géis contendo 0,8% (p/p) de carragena e sacarose
(5 a 30% p/p) apresentaram forte efeito de escorregamento e nado foram

apresentados, visto que isto dificultou a repetibilidade dos resultados.
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Figura 4.12. Comportamento do modulo elastico (G’) durante a varredura
isotérmica a 5°C, sob cisalhamento oscilatério de géis de k-carragena (CR) em
concentragao de (A) 0,3 e (B) 0,5% (p/p) e adicionados de sacarose (SC) em
concentragao de 5, 15 e 30% p/p).
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O efeito da sacarose no processo de gelificacdo e estabilizacdo da rede do
gel esta associada a formacdo de ligacbes de hidrogénio com a agua,
promovendo a estabilizagdo da estrutura das zonas de jungao da carragena, mas
0 excesso da adicdo de sacarose pode reduzir a quantidade de agua livre
necessaria para a formagao das zonas de juncdo (NISHINARI et al., 1990) e
aumentar as interagdes macromoleculares. Os resultados mostram que os géis
adicionados de sacarose nao apresentaram estabilizagdo da rede do gel ainda
ap6s a varredura de temperatura em resfriamento e isotérmica a 5°C,
provavelmente devido ao carater dinamico da formac&o e reorganizagdo das
ligacbes de hidrogénio entre a sacarose-agua e polissacarideo-agua para
alcancarem a melhor conformacao termodinamica de interagbes dos componentes

macromoleculares.

3.2.3. Estabilidade de géis mistos de x-carragena e isolado protéico de soro

A avaliagdo da estabilidade dos géis mistos carragena-IPS sé foi possivel
nas menores concentragbes de polissacarideo (0,3 e 0,5% p/p) e de proteina,
devido a um efeito de escorregamento ou encolhimento dos géis. Assim, os géis
CRO3IPS7, CRO5IPS5, CRO05IPS7, CRO08IPS05, CRO08IPS3, CRO08IPS5 e
CRO8IPS7 ou os que apresentavam mais elevada concentracdo de
macromoléculas n&do foram apresentados na Figura 4.13. Em relagdo aos
sistemas que puderam ser avaliados, nota-se que com o aumento da
concentragdo dos biopolimeros, o gel ficou mais forte e ndo se evidenciou

incompatibilidade termodinamica.
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Figura 4.13. Comportamento do moédulo elastico (G’) durante a varredura
isotérmica a 5°C, sob cisalhamento oscilatério de geéis de k-carragena (CR) em
concentragéo de (A) 0,3 e (B) 0,5% (p/p) e adicionados de isolado protéico de soro
(IPS) em concentragao de 0,5, 3 e 5% (p/p).
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3.2.4. Estabilidade de géis mistos de x-carragena e caseinato de soédio

A estabilidade dos géis mistos de k-carragena e caseinato de sodio, apos o
resfriamento foram observadas apenas para as seguintes formulagées: CR03CS5,
CRO03CS8 (a partir de 5% de caseinato combinado com a menor concentragao de
carragena), CR05CS2, CR05CS5, CR05CS8 (a partir de 2% de caseinato com
0,5% de carragena), CR08 e CR08CS2 (menor concentragado de caseinato com a
maior concentracdo de carragena) (Figura 4.14). Estes resultados indicam que o
aumento da concentracdo macromolecular favoreceu a rapida estabilizacdo da
rede até certo ponto e depois parece haver uma prevalescente incompatibilidade
termodinamica entre os biopolimeros. Isto € comprovado pelo fato que o aumento
da concentragdo de caseinato de sodio favoreceu o fortalecimento do carater
elastico até a concentracao de 5% (p/p) e um incremento para 8% provocou uma
drastica reducao de G’, efeito que ficou mais evidente em altas concentracdes do
polissacarideo. O decréscimo de G’ com o tempo para algumas formulacdes pode
ser atribuido ao efeito de escorregamento ou encolhimento do gel a elevadas

concentracdes de macromoléculas.

153



154



100
—~ 10
©
a
) 1
0,1 T T
0 500 1000 1500 2000
Tempo (s)
m CRO3 m CR03CS2 o CR0O3CS5 @ CR0O3CS8
10000
B
1000 | v vy Yy ANy YO
©
S 100 pu—%—“=_we"—_thn—_“—_
o WW
10 ‘ ‘
0 500 1000 1500 2000
Tempo (s)
A CRO5 A CR0O5CS2 A CR0O5CS5 A CR0O5CS8
1000
©
a
o
[e¥etsececstiotecescelsoe ol 000.0‘”'000‘....0.00.0
. 0 T T RS .““““ AR XSS 2 TR Ceels 03€e8<CeQ)
100 -T2
0 500 1000 1500 2000
Tempo (s)
e CR08 ® CR08CS2 © CR08CS5 © CR08CSS8

Figura 4.14. Comportamento do moédulo elastico (G’) durante a varredura
isotérmica a 5°C, sob cisalhamento oscilatério de géis de k-carragena (CR) em
concentragcéo de (A) 0,3, (B) 0,5 e (C) 0,8% (p/p) e adicionados de caseinato de
sédio (CS) em concentragao de 2, 5 e 8% (p/p).
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3.2.5. Comportamento cinético dos géis mistos

A avaliagdo da variagdo de G’ em fungdo do tempo durante a varredura
isotérmica a 5°C permitiu verificar que esta seguiu uma cinética de primeira ordem
(Equacéo 2). Os parametros de ajuste desta equagao (A, k e Gp), juntamente com
0 G'inicial (Modulo elastico no inicio da varredura isotérmica) e a diferenga entre Go
€ G'inicia (@umento do modulo elastico durante a varredura isotérmica) estdo
mostrados na Tabela 4.5. Também pode-se observar o mddulo elastico dos
sistemas que se estabilizaram durante a varredura de temperatura em
resfriamento e os géis que apresentaram escorregamento, cujos parametros
reologicos no equilibrio ndo puderam ser analisados.

Os géis puros de carragena mostraram claramente o efeito do aumento da
concentragdo em aumentar o modulo elastico no equilibrio (Gp), AG e k, ou seja,
uma maior densidade molecular diminui a mobilidade das moléculas e aumenta a

frequéncia de choques e ligagdes para formar o gel.
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Tabela 4.5. Parametros de ajuste da equacgao 2 aos dados de G’ (Pa) em fungao
do tempo. A diferenca entre os mddulos elasticos no equilibrio (Gg) e inicial

(Ginicia) esta

representada por AG=Gp-G’inigial.
comportamento reoldgico apds o resfriamento.

A observacdo refere-se ao

2

Sistemas Go(Pa) A k(10°Pa.s™) r* G’inicia (Pa) AG(Pa) Observagio
CRO03 32,57 32,48 18,03 1,00 0,12 32,45 nao equilibrio
CRO05 101,68 85,27 76,79 1,00 15,71 86,27 nao equilibrio
CRO08 143,13 - - - - - equilibrio

CR03SC05 59,61 59,56 3,44 1,00 0,06 59,55 nao equilibrio
CR03SC15 59,62 59,56 4,12 0,99 0,08 59,48 nao equilibrio
CR03SC30 59,63 59,55 3,24 1,00 0,08 59,55 nao equilibrio
CR05SC05 318,43 165,01 746,01 1,00 154,91 163,52 nao equilibrio
CR05SC15 330,47 241,29 154,61 0,99 85,82 244,65 nao equilibrio
CR05SC30 345,66 268,91 104,62 0,99 73,66 272,00 nao equilibrio
CR08SCO05 - - - - - - escorregamento
CR08SC15 - - - - - - escorregamento
CR08SC30 - - - - - - escorregamento
CRO3IPS05 6,04 5,87 1,27 1,00 0,21 5,83 nao equilibrio

CRO3IPS3 11,33 9,46 355,97 1,00 1,90 9,43 nao equilibrio

CRO3IPS5 34,53 17,34 759,67 1,00 17,32 17,21 nao equilibrio

CRO3IPS7 - - - - - - escorregamento

CRO5IPS05 42,19 15,35 311,30 1,00 29,75 12,44 nao equilibrio

CRO5IPS3 157,85 57,30 640,61 0,99 44,41 113,44 nao equilibrio

CRO5IPS5 - - - - - - escorregamento

CRO5IPS7 - - - - - - escorregamento

CRO8IPS05 - - - - - - escorregamento

CRO8IPS3 - - - - - - escorregamento

CRO8IPS5 - - - - - - escorregamento

CRO8IPS7 - - - - - - escorregamento

CR03CS2 57,87 57,55 10,56 1,00 0,37 57,51 nao equilibrio

CR03CS5 90,91 - - - - - equilibrio

CRO03CSS8 6,90 - - - - - equilibrio

CR05CS2 150,48 50,21 1091,69 1,00 99,89 50,59 nao equilibrio

CR05CS5 859,61 - - - - - equilibrio

CR05CS8 85,26 - - - - - equilibrio

CR08CS2 484,38 - - - - - equilibrio

CR08CS5 - - - - - - escorregamento

CR08CS8 116,27 - - - - - equilibrio
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A adigdo de sacarose pareceu afetar pouco a rede do gel para a
concentragao de 0,3% (p/p) de carragena, onde o valor de Gy ficou em torno de 60
Pa, valor maior que para o gel puro (32,57 Pa). Ja o aumento da concentragao de
carragena para 0,5% mostrou que o aumento da concentragao de sacarose de 5
para 30% (p/p) promoveu um leve aumento de Gy (de 318,43 para 345,66 Pa) e
AG (163,52 para 272 Pa). No entanto, o aumento da concentragdo de sacarose
levou a uma grande diminui¢do do valor da taxa de gelificacdo (k) de 746,01 a
104,62 x 10° Pa.s™, provavelmente devido ao aumento da viscosidade do
solvente, dificultando as interagdes entre as macromoléculas de carragena, além
da competicao pela moléculas de agua.

A adicdo de pequena quantidade de isolado protéico de soro enfraqueceu a
rede em relagdo aos géis puros, mas a adigdo de 3 e 5% dessa proteina em
concentragbes de 0,5 e 0,3% de carragena, respectivamente, levou a valores
maiores de Gy, AG e k. J& um maior aumento de biopolimeros no sistema
provocou O escorregamento da amostra com a geometria de medida e nao
puderam ser avaliados. Vale ressaltar que a adicdo de isolado protéico de soro
nao levou a géis tao fortes como com a adicdo de sacarose.

A adicdo de caseinato de sodio em géis contendo 0,3% de carragena
mostrou uma diminuicdo do valor de Gyp. No entanto, a adicdo de caseinato de
sédio em géis contendo 0,5% de carragena, mostrou um efeito interessante, ou
seja, o aumento da concentracdo de proteina até 5% (p/p) levou a um aumento
dos valores de Gy, com valores sempre maiores que os do gel puro, mas a adigao

de 8% dessa proteina promoveu uma grande diminuigdo de Gy, para valores
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menores que o do gel puro. Esse efeito do caseinato em favorecer a formagao da
rede do gel até uma certa concentragao pareceu estar relacionada a sua interagao
eletrostatica com a carragena, mas um excesso dessa proteina levou ao efeito
dominante da incompatibilidade entre estes biopolimeros. Além disso, os geéis
contendo caseinato apresentaram estabilizagdo da rede do gel durante a
varredura de temperatura em resfriamento, o que esta relacionado a rapida
formagdo do gel, que parece ser em boa parte devido a interagdo carragena-

caseinato.

3.2.6. Espectro mecéanico

As propriedades viscoelasticas de géis mistos e puros de biopolimeros
diferiram consideravelmente entre si por causa das interagdes intermoleculares
entre os diferentes componentes da mistura e possivel formacdo de uma rede
tridimensional interpenetrante. No entanto, alguns sistemas mostraram uma
variagdo das propriedades reoldgicas ainda depois da varredura isotérmica,
mostrando que as interagdes e rearranjos da rede ainda estavam ocorrendo, nao
permitindo a realizacdo de varreduras de frequéncias. Os espectros mecanicos
dos géis que se estabilizaram apds a varredura isotérmica estdo apresentados na
Figura 4.15. E interessante observar que os Unicos géis que alcancaram o
equilibrio tinham adigdo de caseinato, mostrando novamente que o gel foi formado
predominantemente por interagbes caseinato-carragena, além da agregacgao

helicoidal da carragena.
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Os dados obtidos a partir de varreduras de frequiéncia podem ser usados
para caracterizar ou classificar uma dispersdo. As quatro classificacbes mais
comuns sao: solugdo diluida, sistemas de redes entrelacadas (solugao
concentrada), gel fraco e gel forte. Uma solucédo diluida apresenta G” (mddulo
viscoso ou de dissipacdo) sempre maior que G’ (mddulo elastico ou de
armazenamento) em todo intervalo de frequéncia, com aproximagao dos modulos
em freqUéncias mais altas, enquanto que solugbes concentradas existe o
cruzamento das curvas de G’ e de G”. Esses tipos de sistemas nao foram
observados nas concentragdes estudadas. Géis fracos ou fisicos sdo dependentes
da freqiéncia, mas nao apresentam o cruzamento de G’ e G”. Além disso, G’ é
sempre maior que G’ e a razdao G’/G” € menor que 10. Esse tipo de gel
predominou nas condigdes desse estudo, conforme mostrado na Figura 4.15 para
os géis mistos CR03CS5, CR03CS8, CR05CS8, CR08 e CR08CS8. Além disso,
observou-se que a rede do gel tornou-se mais fraca ou menos elastica com o
aumento da concentragcdo de caseinato de sédio, em uma mesma concentragao
de carragena. Estes resultados reforgcam a hipotese de que o excesso de proteina
nao ligada as macromoléculas do polissacarideo passa a afetar negativamente a
elasticidade, principalmente devido ao efeito de incompatibilidade termodinamica.
Em géis fortes ou covalentes, os modulos dindmicos s&o independentes da
frequéncia e a razédo G'/G” é superior a 10 (CHAMBERLAIN & RAO, 2000;
STEFFE, 1996). Esse tipo de gel foi observado apenas para os geéis mistos
CRO5CS5 e CR08CS2, provavelmente devido ao balango 6timo das interacdes
eletrostaticas entre os biopolimeros, se sobrepondo ao efeito de incompatibilidade

termodinamica.
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Figura 4.15. Espectros mecanicos dos géis mistos contendo: (A) 0,3 e (B) 0,5%

de k-carragena e caseinato de sodio (5 e 8% p/p) e (C) géis contendo 0,8% de «-
carragena, puro ou com 2 e 8% de caseinato de sddio.
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4. Conclusao

O processo de gelificagdo de «-carragena foi influenciado pela
concentracdo deste polissacarideo e pelas concentragcdes dos demais
componentes adicionados para a composigdo dos géis mistos. O efeito da
sacarose provavelmente esta relacionado ao favorecimento e estabilizacdo das
zonas de junc¢do das hélices de carragena em baixas concentragdes. Entretanto,
em altas concentracdes de sacarose ocorreu uma competicido pelas moléculas de
agua, alterando as propriedades desta como solvente, atrasando o inicio da
formagado da rede do gel, cujo fortalecimento foi causado por um aumento das
interacdbes macromoleculares. Em relacdo as proteinas do leite, o aumento da
concentragdo destas traz intrinsecamente um aumento da concentragao de ions
que favorecem o fortalecimento da rede do gel misto, mas o que se observou foi
uma queda na elasticidade da rede do gel a partir de determinada concentragéo
de biopolimeros. Esse efeito provavelmente esta associado ao balango do efeito
dos ions, interagdes entre as proteinas e carragena e o efeito da incompatibilidade
termodinamica que levou a uma repulsao entre esses biopolimeros, prejudicando
a continuidade e homogeneidade da rede de carragena. As propriedades finais do
gel dependem dos efeitos dominantes no processo de interagdo entre estes

componentes e seu impacto na continuidade da rede.
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CAPITULO V

PROPRIEDADES MECANICAS E MICROESTRUTURA
DE GEIS MISTOS DE CASEINATO DE
SODIO/PROTEINAS DO SORO DE LEITE/SACAROSE

E K-CARRAGENA
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Propriedades mecénicas e microestrutura de géis mistos de caseinato de

sodio/proteinas do soro de leite/sacarose e k-carragena

Resumo

As propriedades mecanicas e de microestrutura de géis mistos compostos por «-
carragena (0,3 a 0,8% p/p) e caseinato de sédio (2 a 8% p/p), isolado protéico de
soro (0,5 a 7% p/p) ou sacarose (5 a 30% p/p) foram avaliados por medidas em
compressao uniaxial (testes de ruptura) e microscopia confocal de varredura a
laser (CSLM). De maneira geral, as interagdes entre os biopolimeros em pH 6,7
mostraram que a adi¢ao de caseinato de sédio, em concentragdes de até 5% (p/p)
mostrou efeito sinergistico, aumentando a for¢ga do gel, porém o aumento do teor
de proteina (8% p/p) levou a uma micro-separagao de fases, que promoveu um
enfraquecimento da rede. No entanto, com o aumento da concentragdo de
carragena houve a formagao de géis mais rigidos, firmes e deformaveis. Além
disso, a presenca de isolado protéico de soro (IPS) provocou uma diminuigao da
forca da rede do gel até 3% de proteina. Entretanto, uma maior quantidade desta
proteina reforgou a rede, mas em valores similares ao do gel puro, ou seja, em
altas concentracdes de IPS pareceu se formar uma combinacdo de redes mistas
independentes dos biopolimeros, sem demonstrar sinergismo. A adicdo de
sacarose pareceu nao afetar as propriedades mecanicas dos geéis de carragena,
pois apenas promoveu uma leve diminuicdo da forga e firmeza da rede com a sua
adicdo, independente da concentracdo. Os resultados de CSLM mostraram que,
em concentracdo fixa de carragena, o aumento da concentracdo de proteinas
promoveu um aumento da particulagdo ou heterogeneidade da rede do gel. Esse
balanco de intensidade de interagdes repulsivas e atrativas entre os biopolimeros,
afetou de forma interessante as propriedades mecanicas dos géis, pois
dependendo das concentragbes ocorreu sinergia ou antagonismo entre as

macromoléculas.

Palavras-chave: caseinato de soédio, isolado protéico de soro, sacarose, k-
carragena, gel, propriedades mecanicas, microestrutura.
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1. Introducgao

Os atributos de textura e estabilidade dos alimentos sdo importantes fatores
para a qualidade e aceitabilidade por parte dos consumidores e podem ser
determinados, em nivel molecular, pelas interagdes entre os componentes que
formam a matriz alimenticia (AGUILERA & STANLEY, 1999). Diferentes tipos de
estrutura podem ser criados usando misturas de biopolimeros através da variagao
da natureza das macromoléculas envolvidas, da composi¢cao da solucdo e das
condigdes do meio, o que poderia levar a redes interpenetrantes simples ou
compactas (ZIEGLER & FOEGEDING, 1990). Cada um desses tipos de
microestrutura promovem diferentes propriedades reoldgicas e fisico-quimicas
como forca do gel, capacidade de retencdo de agua e turbidez. Assim, a
compreensao dos processos e fendmenos envolvidos €& fundamental no
desenvolvimento de alimentos com novas ou otimizadas propriedades fisico-
quimicas e sensoriais. Em particular, sistemas mistos biopoliméricos parecem ser
um efetivo modo de criar produtos com baixo teor de lipideos, com propriedades
similares aos alimentos tradicionais tais como: sobremesas, iogurtes, molhos e
cremes. Dentre os diferentes segmentos da industria de alimentos, as fabricantes
de produtos lacteos sdo as que mais investem em novas formulagcdes com
reduzido teor de gordura.

Varios produtos lacteos contém polissacarideos para melhorar as
caracteristicas estruturais e de textura, sendo a carragena, um polissacarideo

aniénico sulfatado, muito utilizada em fungdo de uma possivel sinergia com as
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proteinas do leite (LANGENDORFF et al., 1997; MLEKO, 1997; AUGUSTIN et al.,
1999; TZIBOULA & HORNE, 1999a; TZIBOULA & HORNE, 1999b; HEMAR et al.,
2002; THAIUDOM & GOFF, 2003; SPAGNUOLO et al.,, 2005; MARTIN et al.,
2006; ALEXANDER & DALGLEISH, 2007). Em especial, a k-carragena, que tem
sido extensivamente usada para inibir a separacao de fases e estabilizar produtos
lacteos fluidos e géis mistos lacteos.

A separacgao de fases em misturas de proteinas do leite e polissacarideos &
geralmente provocada pela incompatibilidade termodinamica e deplegcdo por
floculagdo (TOLSTOGUZOV, 1991; GRINBERG & TOLSTOGUZOV, 1997;
SYRBE et al., 1998; DOUBLIER et al., 2000). Em valores de pH acima do pl da
proteina, ambos biopolimeros apresentam cargas liquidas negativas similares
distribuidas ao longo de suas cadeias. A complexagcdo € inibida e a
incompatibilidade termodinamica é promovida (TOLSTOGUZOQOV, 1991).

No entanto, para polissacarideos sulfatados, € possivel ocorrer a formagao
de complexos soluveis proteina-polissacarideo em valores de pH acima do pl das
proteinas, proveniente da atragéo local dos residuos (NHs") da proteina com os
residuos (OSO3; ) do polissacarideo. Tal atragdo € muito forte e igualmente
possivel quando ambas proteinas e polissacarideos sulfatados estdo
negativamente carregados (GRINBERG & TOLSTOGUZOQOV, 1997; SYRBE et al.,
1998). Além disso, em sistemas mistos de carragena com proteinas do leite
parece que a rede do gel consiste basicamente de moléculas de carragena ligadas
com agregados de proteinas dominados pela caseina, cuja estabilidade a micro-

separacgao de fases esta associada a gelificagdo da carragena no estado helicoidal
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(SPAGNUOLO et al., 2005). Assim, estudos sobre as interacbes entre a «-
carragena e proteinas do leite, bem como a adigdo de outros co-solutos sao
importantes para a compreensdo da funcionalidade deste polissacarideo em
derivados lacteos.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar as interagdes entre a «-
carragena e caseinato de sddio, isolado protéico de soro ou sacarose sobre a rede
do gel formado através da andlise das propriedades mecanicas e de

microestrutura por microscopia confocal de varredura a laser.

2. Material e Métodos

2.1. Material

Caseina, isolado protéico de soro, sacarose e carragena como descritos no

item 2.1 do Capitulo 4.

2.2. Meétodos de preparagao das solugées

Idem aos itens 2.2 e 2.3 do Capitulo 4.

2.3. Propriedades mecdanicas dos géis

Apo6s o tratamento térmico das solugdes e posterior resfriamento, estas
foram acondicionadas em cilindros plasticos (altura e diametro de 30 mm) para a
formagdo dos géis a 10+1°C por 24 h. Para a analise das propriedades

mecanicas, os géis foram retirados cuidadosamente dos cilindros plasticos e os

170



testes de compressao foram realizados rapidamente para minimizar a alteragao da
temperatura dos géis.

As propriedades mecanicas das formulagbes foram determinadas por
ensaios em compressao uniaxial realizados em um texturémetro TA-XT2i Texture
Analyser (Stable Microsystems Ltd., Godalming, Inglaterra). As medidas foram
feitas utilizando uma geometria do tipo placa cilindrica de acrilico com 35 mm de
didmetro, que foi lubrificada com éleo de silicone de baixa viscosidade de forma a
diminuir o atrito com a amostra (RAO, 1992; LAU et al., 2000). Estes ensaios
foram realizados usando velocidade de compressdo de 1 mm/s até 80% de
deformacéao da altura inicial dos géis mantendo-se a temperatura de 10 + 1°C. As
medidas de forga e altura foram convertidas em tensdo e deformagao de Hencky
de acordo com as equacdes 1 a 3. As propriedades tensdo e deformacao na
ruptura, que estdo associadas a dureza e deformabilidade, respectivamente, foram
obtidas a partir do ponto maximo da curva tensao em funcdo da deformacéo de
Hencky. Um outro parametro caracteristico do material e de grande importancia na
caracterizagao da textura, pois esta associado a firmeza, € o moddulo de
elasticidade (E), que foi determinado a partir da tangente da regiao linear inicial da

curva de tensdo-deformacgao de acordo com a Equacéo 4 (STEFFE, 1996).

Ou=at (1)

Alt) = (2)
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Onde:

o, = Tensao de Hencky (kPa)

&, = Deformagé&o de Hencky (adimensional)
F(t) = forca (N);

Ao = area inicial da amostra (m?);

A(t) = area da amostra no tempo t (m?).

Ho = altura inicial da amostra (m);

H(t) = altura da amostra no tempo t (m).

2.4. Microscopia confocal de varredura a laser

As microestruturas dos geéis foram avaliadas através de microscopia
confocal de varredura a laser utilizando-se um sistema confocal (MRC 1024 UV,
Biorad, EUA) montado sobre um microscopio invertido (Axiovert 100 Zeiss,
Alemanha), equipado com o laser de Ar-Kr que emite uma luz polarizada com
comprimento de onda de 568 nm para excitagdo do corante fluorescente ligado a
proteina. O corante Rodamina B foi adicionado as solug¢des biopoliméricas apds o
tratamento térmico, as quais foram rapidamente acondicionadas em laminas de
vidro, cobertas com uma laminula e seladas com esmalte para promover um
ambiente hermético. As amostras, protegidas contra o ressecamento, foram
mantidas a + 10°C para a manutencdo do sistema gelificado até o momento da

analise.
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As imagens foram capturadas usando uma objetiva de 40 X em imersdo em
agua. Para obter uma estrutura representativa de cada amostra foram obtidas 7

micrografias.

3. Resultados e Discussao

As propriedades mecanicas e microestruturais dos géis foram avaliados
ap6s a manutencéo destes a 10°C por 24 h. Dessa forma, a rede do gel ja se
encontrava em equilibrio e as interagcdes entre os biopolimeros ou com a sacarose
ja se encontravam estabelecidas. As analises realizadas com estes géis
permitiram avaliar as caracteristicas das redes formadas para cada tipo de

combinagao de k-carragena com as proteinas do leite ou com a sacarose.

3.1. Propriedades mecéanicas dos géis

3.1.1. Géis de x-carragena adicionados de sacarose.

A Figura 5.1 A-C mostra o comportamento das propriedades mecanicas
(tensdo e deformacao na ruptura e médulo de elasticidade) dos géis puros de «-
carragena, nas concentragdes de 0,5 e 0,8% (p/p) e com adigdo de sacarose, nas
concentragbes de 5, 15 e 30% (p/p). Os géis contendo 0,3% de «k-carragena,
puros ou contendo sacarose, ndo apresentaram estrutura auto-sustentavel, ndo

permitindo a analise de compressao uniaxial.

173



174



>

Orupt (kPa)

W

Erupt (-)

(@)

E (kPa)

Figura 5.1. (A) Tensao, (B) deformacgéo na ruptura e (C) mddulo de elasticidade
de géis puros de k-carragena - CR (0,5 e 0,8 % p/p) e contendo sacarose - SC (5
a 30% p/p). Letras diferentes apresentam diferengas significativas entre as médias
no mesmo eixo (p<0,05). Letras minusculas: diferengas entre as concentragdes de
carragena. Letras maiusculas: diferengas entre as concentragdes de sacarose.
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O aumento da concentragao de carragena exerceu um efeito positivo muito
pronunciado (p<0,05) na rigidez e firmeza da rede do gel (Figura 5.1 A). Os géis
contendo 0,5% de carragena n&o apresentaram alteragdo da rigidez da rede
quando adicionados de até 30% (p/p) de sacarose (p<0,05) e os valores da tensao
na ruptura foram em torno de 2,5 kPa. Ja para os géis contendo 0,8% de
carragena, a adigdo de 5 a 30% de sacarose, promoveu uma pequena diminui¢cao
da rigidez da rede de 7,14 (gel puro) para aproximadamente 6 kPa (com
sacarose).

Para a firmeza da rede do gel, os valores do moédulo elastico para os géis
com 0,5% de carragena adicionados de sacarose nao foram dependentes da
concentragédo desse co-soluto (p<0,05) e os valores de E foram em torno de 2,9
kPa. Para géis contendo 0,8% de carragena, a adicdo de sacarose levou a uma
diminuicao acentuada da firmeza da rede, de cerca de 8,3 (gel puro) para 6,5 kPa.
A tendéncia do mddulo de elasticidade foi a mesma que para a tensao na ruptura,
porém a medida a baixas deformacdes mostrou mais claramente o efeito da
sacarose.

Ja a deformabilidade da rede dos géis ndo apresentou dependéncia com a
concentragao de carragena (Figura 5.1 B), ou seja, o aumento da concentragéo do
polissacarideo ndo levou a uma maior flexibilidade da rede em suportar altas
deformagbes até a ruptura. Para géis com 0,5% de carragena, a adicédo de
sacarose até 15% (p/p) ndo mostrou variacdo da deformabilidade do gel (p<0,05),

mas o gel contendo 30% de sacarose (et = 0,43) foi mais deformavel que o gel
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puro (erpt = 0,37). Ja os géis com 0,8% de carragena n&o apresentaram alteragdo
de gyt cOm a adicdo de sacarose e mostraram um valor médio de 0,39.

O fato mais marcante nestes resultados € que os valores de
deformabilidade da rede n&o apresentaram diferengas em relagcdo a concentragao
de carragena (Figura 5.1 B), como observado para a rigidez (Figura 5.1 A) e
firmeza (Figura 5.1 C).

Papageorgiou et al. (1994) estudaram as propriedades reolégicas de géis
de gelana (0,5% p/p) com adicdo de sacarose (0-60% p/p) usando técnicas
oscilatérias e observaram que um aumento da sacarose promoveu um aumento
da elasticidade da rede do gel (aumento de G’). Esses autores relataram que este
efeito estabilizante da sacarose poderia ser atribuido ao fato de que as moléculas
de sacarose alteraram a estrutura das moléculas de agua, reorganizando as
ligagdes de hidrogénio na cadeia do polissacarideo e aumentando as interagdes
polimero-polimero. A adicdo de agucar também aumenta o numero de zonas de
juncao (MIYOSHI et al., 1998). No entanto, os resultados deste trabalho indicaram
que a sacarose influenciou pouco as propriedades mecanicas analisadas,
promovendo apenas uma pequena redu¢cdo do modulo de elasticidade com a
adicao de 5 a 30% (p/p) para os géis contendo 0,8% de carragena (p<0,05) e um
leve aumento da deformabilidade com a adicdo de 30% de sacarose em géis
contendo 0,5% de carragena (p<0,05), ambos em relacéo ao gel puro.

Whittaker et al. (1997) também observaram que a adicdo de baixas
concentragcbes de sacarose (0 a 30%) aos géis de gelana (0,5%) também

fortaleciam o gel, porém em maiores concentracbes (40-60%) houve
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enfraquecimento da rede. Provavelmente, a forte redugcao da quantidade de agua
devido a preferencial ligacdo de hidrogénio entre a sacarose e as moléculas de
agua desestabilizou as hélices agregadas rigidas do polissacarideo. Neste estudo,
a faixa de concentragcao de sacarose utilizada (5 a 30% p/p) pareceu ter afetado
pouco as propriedades mecanicas dos géis analisados, independente da
concentragdo de k-carragena, porém alguns resultados apontam uma tendéncia
da carragena estar se comportando como a gelana em concentragbes de
sacarose de 40 a 60%, ou seja, em uma menor concentragcdo de sacarose, esta foi

capaz de desestabilizar a rede de carragena, diminuindo sua forga e rigidez.

3.1.2. Géis de x-carragena e isolado protéico de soro.

Na Figura 5.2 A-C podem ser visualizados o efeito da adicdo de isolado
protéico de soro no comportamento das propriedades mecéanicas de géis de «-
carragena: tensao (Figura 5.2 A); deformagéo (Figura 5.2 B) na ruptura e modulo
de elasticidade (Figura 5.2 C). Os géis puros de k-carragena contendo 0,3% (p/p)
e os mistos contendo até 3% de isolado protéico de soro ndo formaram uma
estrutura auto-sustentavel (NG), dessa forma nao puderam ser analisados através

de testes de ruptura.
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Figura 5.2. (A) Tensao, (B) deformacgéo na ruptura e (C) mddulo de elasticidade
de géis puros de k-carragena - CR (0,3 a 0,8 % p/p) e contendo isolado protéico
de soro - IPS (0,5 a 7% p/p). Letras diferentes apresentam diferengas significativas
entre as médias no mesmo eixo (p<0,05). Letras minusculas: diferengas entre as
concentragbes de carragena. Letras mailusculas: diferengas entre as
concentracgdes de isolado protéico de soro. NG = gel ndo auto-sustentavel.
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Os géis mistos de k-carragena com concentragao de 0,3%, adicionados de
5 e 7% de isolado protéico de soro apresentaram estrutura sustentavel com rigidez
(valores de tensdo na ruptura) similar aos géis contendo 0,5% de k-carragena e
nas mesmas concentragdes de IPS (Figura 5.2 A). No entanto, a avaliacédo do
modulo de elasticidade permitiu verificar um claro aumento da forga do gel com o
aumento da concentragdo de carragena e de IPS a partir de 5% (p/p) (Figura 5.2
C). Entretanto, a deformagcdo na ruptura dos géis com concentracdes
intermediarias de carragena (0,5% p/p) mostraram um valor maximo em
concentragdes intermediarias de IPS (3 e 5% p/p) e um decréscimo com a adi¢ao
de mais proteina. Este comportamento foi corroborado pelo gel contendo 0,8% de
carragena, que também mostrou um comportamento diferenciado dos parametros
de rigidez e firmeza da rede do gel, como apresentados nas Figuras 5.2 A e C.
Como uma tendéncia geral, a adicdo de baixas concentragdes de IPS provocou
uma gradual diminuicdo desses parametros até a concentragdo de 3% de IPS.
Entretanto, o aumento das concentragdes de IPS para 5 e 7% levou a um
aumento da rigidez (Figura 5.2 A) e firmeza (Figura 5.2 C) dos géis.

Este comportamento diferenciado provavelmente esta relacionado ao fato
de que em baixas concentragdes de IPS (até 3% p/p) predominam os efeitos de
incompatibilidade termodinamica e separacao de fases entre os biopolimeros em
relacdo a gelificacdo, com o IPS enfraquecendo a rede do gel de carragena
(Figuras 5.2 A e C). Isto difere do sinergismo observado para o caseinato (Figura
5.3), pois provavelmente ndo ocorrem interagdes eletrostaticas entre a carragena

e as proteinas do soro, como entre a carragena e o caseinato. Este efeito € mais
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claro somente a 0,8% de carragena, pois os efeitos de incompatibilidade
termodinamica sdo mais evidentes com o aumento da concentracido dos
biopolimeros. Ja em maiores concentragdbes de IPS, o mesmo efeito
termodinamico promove uma “concentragao virtual” dos biopolimeros, que além de
promover um aumento da elasticidade da rede do gel, predominantemente
formada por carragena, também favorece a formagao de uma provavel rede mista
ou interpenetrante de agregados de isolado protéico, cujas moléculas ja se
encontravam desnaturadas e reativas (OULD ELEYA & TURGEON, 2000a; OULD
ELEYA & TURGEON, 2000b; OULD ELEYA et al., 2006). Estes dois processos
parecem reverter o efeito deletério da incompatibilidade entre estes biopolimeros

pelo favorecimento da formagcao de uma rede mista.

3.1.3. Géis de caseinato de sodio e x-carragena.

Os géis puros de k-carragena com concentracédo de 0,3% (p/p) ndo foram
auto-sustentaveis, porém a adicdo de pequena concentragdo de caseinato de
sodio modificou este comportamento. Como uma tendéncia geral, aumentando a
concentracdo de k-carragena ocorreu um aumento da rigidez (Figura 5.3 A),
deformabilidade (Figura 5.3 B) e firmeza (Figura 5.3 C) da rede dos géis (p>0,05),
devido a forte contribuicdo do polissacarideo gelificado. Ja a contribuicdo do
caseinato de sédio foi mais complexa, visto que o aumento da concentracdo desta
proteina favoreceu a rigidez da rede até a concentragao de 5% (p/p), porém houve
uma diminui¢do da tensdo na ruptura em maior concentragao (8% p/p), como pode

ser observado na Figura 5.3 A.
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Figura 5.3. (A) Tensao, (B) deformacgéo na ruptura e (C) mddulo de elasticidade
de géis puros de k-carragena - CR (0,3 a 0,8 % p/p) e géis mistos contendo
caseinato de sodio - CS (2 a 8% p/p). Letras diferentes apresentam diferencas
significativas entre as médias no mesmo eixo (p<0,05). Letras mailsculas:
diferencas entre as concentragdes de caseinato de sodio. Letras minusculas:
diferengas entre as concentracdes de carragena. NG = gel ndo auto-sustentavel.
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A adi¢ao de 2% de caseinato promoveu um aumento da rigidez da rede do
gel (owpt de 5,27 kPa) em relagdo ao gel puro (cnpt de 2,65 kPa) para a
concentragao de 0,5% de carragena. Ja a adicdo de 8% de caseinato na solugao
de 0,5% de carragena promoveu uma diminuigdo da tensédo na ruptura para 1,24
kPa, menor que o valor do gel puro. O gel contendo 0,8% de carragena
apresentou comportamento similar. Dessa forma, uma pequena concentracdo de
proteina favoreceu a resisténcia da rede do gel a ruptura, mas altas concentragdes
causaram o enfraquecimento desta.

E interessante observar a provavel interacdo entre o caseinato de sédio e
carragena atraveés destes resultados, uma vez que géis mais fortes foram obtidos
em concentragdo de 2% de caseinato e 0,3% de carragena (Figura 5.3 A),
enquanto que foi necessaria a adicao de 5% de isolado protéico de soro para que
o gel fosse auto-sustentavel (Figura 5.2 A). Estes resultados apontam para um
provavel sinergismo entre a k-carragena e o caseinato em baixas concentragdes
desta proteina, o que poderia ser atribuido ao fendbmeno de incompatibilidade
termodinamica, pois em pH 6,7, acima do pl da proteina, a carga liquida da
proteina €& negativa (TOLSTOGUZOV, 1997; SYRBE et al., 1998). Como
resultado, poderia ocorrer uma interacao eletrostatica especifica e atrativa entre a
carragena negativamente carregada e a regido carregada positivamente entre os
residuos dos aminoacidos 97 e 112 da k-caseina (SNOEREN et al., 1975) ou, o
mais provavel, uma repulsdo entre as proteinas carregadas negativamente e os
grupos sulfatos da k-carragena, promovendo o efeito de exclusao de volume. Este

efeito promove a concentragdo mutua de ambos biopolimeros em microrregides
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separadas e favorece a gelificagdo da k-carragena, devido a sua “concentragao
virtual” no sistema, podendo aumentar a rigidez do gel (BAEZA et al., 2002). Neste
caso, a rede principal que € formada por carragena aprisiona as submicelas de
caseinato de sodio e alguns provaveis complexos sdo formados por carragena-
caseinato (TZIBOULA & HORNE, 1999a; JI et al., 2008).

Ribeiro et al. (2004) também observaram valores maximos de tensdo e
deformacgéao na ruptura para géis acidificados (pH=4,6) de k-carragena e caseinato
de sddio em concentragbes em torno de 6% (p/p) de proteina, mas em altas
concentragbes (0,8% p/p) de polissacarideo para a tensdo e menores
concentragbes (0,4% p/p) para a deformagdo. Este resultado foi um pouco
diferente do observado nesse estudo devido a acidificagdo do sistema, que diminui
a repulsao eletrostatica e incompatibilidade termodinamica entre os biopolimeros.

O méaximo ponto de sinergismo entre os biopolimeros desse estudo para a
deformacédo na ruptura (erypt) do gel foi verificado para a concentracdo de 2% de
caseinato de sodio, para todas as concentracdes de carragena (Figura 5.3 B). O
aumento da concentragdo de caseinato promoveu uma diminuicdo da
deformabilidade do gel até valores proximos aos obtidos para o gel puro na
concentracao de 8% desta proteina. A presencga de caseinato de sédio em baixas
concentragbes aumentou a extensibilidade ou rigidez do gel, mas o excesso dessa
proteina levou a interferéncia na continuidade da rede. Este parametro representa
a deformabilidade da rede do gel até o ponto de ruptura, que esta relacionado a

variag&o da altura do gel durante a compressao uniaxial.

188



O aumento da concentragdo de carragena promoveu um aumento do
modulo elastico (E) para todas as concentragdes de caseinato analisadas
(p<0,05). Como uma tendéncia geral, os géis com maior firmeza da rede foram
observados em concentragdes de caseinato de 5% (p/p), mas um aumento da
concentragao para 8% levou a uma queda desse parametro, de maneira similar ao
ocorrido com a tenséo na ruptura. Em géis contendo 0,3% de carragena, a adi¢cao
de caseinato também promoveu um aumento de E em relagdo ao gel puro, mas
para geéis contendo 0,5 e 0,8% desse polissacarideo, a presenca de 2% de
caseinato levou a uma diminuicdo da firmeza da rede e géis mistos com 8% de
proteinas apresentaram valores similares ao do gel puro.

O moddulo de elasticidade (E) esta relacionado a firmeza da rede do gel em
deformacdées muito pequenas dentro do intervalo de linearidade ou de
deformacgdes reversiveis dos géis, sendo assim mais sensivel para avaliar as
interagdes entre os componentes. Neste caso é possivel concluir que o0 modulo de
elasticidade consegue perceber algumas interagdes em menores concentragdes
que as propriedades na ruptura.

O resultado final das propriedades da rede do gel € um balango delicado
entre a intensidade das interacbes eletrostaticas repulsivas entre as
macromoléculas, devido as cargas negativas de ambas e as interagdes
eletrostaticas atrativas entre os grupos sulfato negativos da carragena e sitios
especificos positivamente carregados das proteinas (SNOEREN et al.,, 1975;
ARLTOFT et al., 2007; JI et al., 2008). Esse balango é alterado devido a adigao de
altas concentracbes de caseinato de sodio no sistema, promovendo uma

separacao de fases em nivel microscopico, quando ha um excesso de proteina e
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as interagdes de atracao e repulsao se saturam (ARLTOFT et al., 2007). Assim,
ocorre uma concentracdo dos biopolimeros em microrregides separadas, levando
a uma descontinuidade/heterogeneidade da rede (THAIUDOM & GOFF, 2003),
impactando as propriedades mecanicas com uma diminuigdo da rigidez,

deformabilidade e firmeza dos géis.

3.2. Microestrutura dos géis mistos de x-carragena e caseinato de sodio ou

isolado protéico de soro

A analise da microestrutura por microscopia confocal de varredura a laser
foi realizada apenas para os sistemas mistos contendo proteinas, pois o corante
Rodamina B usado como agente fluorescente possui interagdo especifica com as
proteinas. Dessa forma, a andlise das micrografias mostra regides escuras e
claras, sendo as claras correspondentes a regides de maior intensidade de
fluorescéncia, ou seja, com maior concentragdo do corante rodamina B que estava
ligado a proteina. Logo, regides claras representam regides ricas em proteinas e
as regides escuras mostram os demais componentes da mistura que nao sao

componentes protéicos (polissacarideo e agua).
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3.2.1. Géis mistos de x-carragena e isolado protéico de soro

Os géis mistos contendo 0,3 a 0,8% (p/p) de carragena com adicdo de 3%
de isolado protéico ndo apresentaram fortes alteracées da microestrutura entre si.
Observa-se apenas que com o0 aumento da concentragdo de carragena, a rede do
gel pareceu ficar mais particulada, ou seja, apresentou uma maior
heterogeneidade entre regides claras (ricas em isolado protéico de soro) e escuras
(ricas em carragena) formando uma rede mista, sem uma visivel separagéo de
fases microscopica (Figura 5.4 A, C e E). No entanto, fica claro que a fase
continua passa a ser de carragena e comega a haver uma tendéncia de formagao
de maiores agregados de proteinas do soro desnaturadas.

O comportamento da rede mista do gel formado por 0,3 e 0,5% de
carragena contendo 7% de isolado protéico de soro foi semelhante ao gel misto
contendo 3% de isolado protéico de soro. Entretanto, na maior concentracao de
proteina, uma rede do gel mais particulada foi observada, provavelmente pelo
efeito da exclusao de volume e maior interacao eletrostatica repulsiva (Figuras 5.4
B e C). Este efeito foi confirmado com o aumento da concentracdo de carragena
de 0,5% para 0,8% (p/p) na maior concentragéo de isolado protéico de soro (7%
p/p), pois houve a formacgao de aglomerados de proteinas que foram excluidos da

rede (Figura 5.4 F).
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A) CRO3IPS3 B) CRO3IPS7

Figura 5.4. Micrografias obtidas a partir de microscopia confocal de varredura a
laser (40 X) para os géis mistos de k-carragena - CR (0,3 a 0,8% p/p) e isolado
protéico de soro - IPS (3 e 7% p/p). A barra indica uma dimensao de 50 um.
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Apesar da presencga dos agregados de isolado protéico de soro na rede do
gel, esta se mostrou mais homogénea que nas demais condi¢des, visto que a
agregacao do IPS levou a uma maior predominancia de regides escuras, ricas em
carragena (Figura 5.4 F). Dessa forma, os géis apresentaram elevada
elasticidade, dureza e firmeza, principalmente relacionado a rede continua de
carragena. Hemar et al. (2002) também observaram que misturas de isolado
protéico de soro e k-carragena mostraram poucos aglomerados de proteinas, os
quais foram formados pelo mecanismo de deplecao-floculagdo, de modo similar ao

que ocorre em sistemas concentrados de proteinas do leite.

3.2.2. Microestrutura de géis mistos de x-carragena e caseinato de soédio

Nas Figuras 5.5 A e C, observa-se uma grande alteragao da microestrutura
dos géis mistos contendo 0,3% (p/p) de x-carragena com o aumento da
concentragéo de 2 para 8% (p/p) de caseinato de sddio. Em baixas concentragdes
de caseinato de sodio nota-se uma rede continua, com regides claras e escuras
homogeneamente distribuidas ao longo do gel (Figura 5.5 A). Ja com a adigao de
8% de caseinato de sodio (Figura 5.5 C) observa-se a clara separacéo de fases,
sendo que ocorreu um predominio de regides claras visto a alta concentragao de
proteinas frente a pequena concentragdo de carragena. Assim, formaram-se
microrregides ricas em carragena (gotas) rodeada de uma fase continua rica em

caseinato de soédio.
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A) CR03CS2 ~ B) CR0O5CS5

Figura 5.5. Micrografias obtidas a partir de microscopia confocal de varredura (40
X) a laser para os géis mistos de k-carragena (CR) em concentragédo de 0,3% (A e
C) e 0,5% p/p (B e D) e caseinato de sédio (CS) em concentracdo de 2 (A), 5 (B) e
8% p/p (C e D). A barra indica uma dimens&o de 50 um.
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Esses resultados confirmam a tendéncia observada para as analises em
cisalhamento oscilatério (Capitulo 4) e testes de ruptura, visto que um pequeno
aumento de caseinato aumenta as caracteristicas elasticas, provavelmente
relacionado as interagcdes especificas da k-carragena com as caseinas. Ambos
biopolimeros apresentam carga liquida negativa em pH 6,7 e baixa forga ibnica,
que sdo condicbes que ndo promovem as interacdes eletrostaticas entre estes
biopolimeros, mas sim um efeito de incompatibilidade termodinamica. De maneira
semelhante aos sistemas contendo micelas de caseina, a k-caseina presente no

caseinato de sodio, também poderia se associar com a k- carragena
(OAKENFULL et al., 1999).

Além disso, a adicdo de baixas concentracbes de caseinato de sodio
favorece a formacgado de uma rede mais forte de carragena devido ao aumento da
‘concentracao virtual” deste biopolimero pelo efeito de exclusdo de volume,
apesar de nao ter sido observada a separacédo de fases em misturas de caseinato
de sédio e k-carragena (OAKENFULL et al., 1999), pois o caseinato de sédio em
solugédo aquosa forma agregados de cerca de 50 nm de didmetro (LUCEY et al.,
2000), mas moléculas individuais de caseinas também estdo presentes.

Assim as interagdes de repulsao entre essas macromoléculas que levam a
incompatibilidade termodindmica e separag¢ao de fases, assim como a particdo de
agua entre o caseinato de sédio e k-carragena poderiam ser a razdo para o
aumento da viscosidade e forga da rede do gel dessas misturas (HEMAR et al.,
2002). No entanto, um excesso de caseinato de sodio, observado nesse estudo

com a concentracdo de 8% (p/p), dificultou as interagdes entre as moléculas de
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carragena e destas com o caseinato. Dessa forma, ocorre uma grande
heterogeneidade de formacéo da rede do gel, levando a separagao de fases como
pode ser visto na Figura 5.5 C, afetando na formacao de uma rede continua, o que
refletiu em menores valores de dureza e firmeza da rede do gel.

O gel misto com concentragcdo de k-carragena de 0,5% (p/p) e 5% de
caseinato de sédio (Figura 5.5 B) mostrou uma rede mais particulada quando
comparada com o gel contendo 0,3% de carragena e 2% de caseinato (Figura 5.5
A), provavelmente devido a maior concentragdo dos biopolimeros em solugédo. No
entanto, uma adicdo de maior concentracdo de caseinato de sédio (8% p/p)
promoveu uma clara separagao de fases do sistema (Figura 5.5 D), mas com
comportamento diferente do gel contendo 0,3% de carragena e 8% de caseinato
de sodio (Figura 5.5 C), provavelmente devido a uma maior concentragéo de
carragena. Nesse caso observou-se uma fase continua de polissacarideo e
microrregides esféricas claras, ricas em proteinas. Assim, apesar da alta
concentracdo de caseinato de sédio promover a quebra da continuidade da rede
do gel, microrregides ricas em caseinato sao envolvidas por uma rede mista de
carragena e caseinato de sodio, cuja rede foi mais elastica, dura e firme que dos
géis mistos com fase protéica continua (0,3% de carragena e 8% de caseinato).

O comportamento de micro-separagao de fases dos géis mistos contendo
carragena e isolado protéico de soro (Figura 5.4 F) foi diferente do observado para
o caseinato de sodio (Figuras 5.5 C e D), provavelmente devido ao processo de
agregacao das proteinas do soro com o tratamento térmico e a sua n&o interagao

com a carragena.
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Assim, é possivel afirmar que ocorre um continuo processo de separagao
de fases, que é desfavorecido pela transicdo conformacional da carragena, a
baixas temperaturas, que promove a gelificacdo do sistema. Hemar et al. (2002)
também observaram a separacado de fases em misturas caseinato de sédio e «-
carragena, porém estas foram menos homogéneas que as obtidas nesse trabalho,
especialmente em altas concentragdes de carragena (2 % p/p). As micrografias de
CSLM mostraram que estas misturas apresentaram regides ricas em caseinato de
sodio separadas das regides ricas em carragena, apesar de usarem uma
concentracéo de proteina menor que a usada neste trabalho.

Spagnuolo et al. (2005) avaliaram a microestrutura de sistemas mistos de
carragena e proteinas do leite e relataram que a sua estrutura consistiu de uma
rede composta basicamente por ligacbes entre as moléculas de carragena
associadas com aglomerados de proteinas dominados pela caseina. As
micrografias sugerem que a estabilidade do sistema depende da associagdo entre
as microrregides ricas em proteinas rodeadas por hélices de carragena, formando
a rede do gel. No entanto, a tendéncia de auto-associagdo da carragena
provavelmente exerce alguma influéncia nas interagbes entre a carragena e
caseina, modificando o balango entre a gelificacdo e incompatibilidade da mistura
(SCHORSCH et al., 2000). Além disso, a participagao dos micro-aglomerados
esféricos de proteinas na composigdo da estrutura da rede do gel é importante
para o preenchimento dos espacgos, formando uma estrutura mais homogénea em
carragena, porém mais fragil (SEDLMEYER & KULOZIK, 2006; SEDLMEYER &

KULOZIK, 2007).
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4. Conclusao

Os géis mistos de k-carragena e caseinato de sodio, isolado protéico de
soro ou sacarose apresentaram diferencas na estrutura e no comportamento
reoldgico em relagdo aos géis puros de k-carragena. Além disso, o impacto de
cada componente em separado também foi diferente.

Os géis de k-carragena contendo sacarose nao apresentaram dependéncia
das propriedades mecanicas com a concentracdo deste dissacarideo, mas sim
com a do polissacarideo. Interessantemente, altas concentragdes de carragena
(8% p/p) levaram a géis mais rigidos e menos firmes, ou seja, o intervalo linear é
pequeno, mas suportam altas tensdes antes de romper-se.

As interagdes entre a carragena e o caseinato de sédio promoveram um
aumento da rigidez, deformabilidade e firmeza do gel até certa concentragdo de
proteina, visto que o excesso levou a um enfraquecimento da rede. A observacao
de ambos efeitos sinergisticos e antagbnicos relacionados a variagdo da
concentracdo do caseinato, provavelmente esta relacionado ao balango das
interacdes atrativas e repulsivas, principalmente relacionados a incompatibilidade
termodinamica destes biopolimeros em pH 6,7 (acima do pl da proteina) e o
processo de gelificagdo comandado pela carragena.

As interagdes entre a k-carragena e isolado protéico de soro influenciaram
a rigidez, deformabilidade e firmeza da rede do gel, principalmente para altas
concentragbes de carragena, mostrando que a adi¢ao de isolado protéico de soro
promoveu a descontinuidade da rede do gel até uma concentracdo de 3% (p/p)

desta proteina. No entanto, um aumento da concentragdo de carragena
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provavelmente favoreceu a formacao de uma rede mista ou a micro-separagao de
fases que diminui a heterogeneidade do gel.

As micrografias obtidas por microscopia confocal de varredura a laser
mostraram claramente a formagao de redes particuladas em baixas concentragdes
de carragena e a micro-separagao de fases em sistemas com alta concentragao
de proteinas e polissacarideos. Esses resultados reforgcaram os efeitos
observados nos testes de ruptura.

Interessantemente, em baixas concentracbes de carragena e altas
concentragbes de caseinato de sodio observou-se a formacédo de separagao de
fases com microrregides ricas em carragena, o inverso nas concentragdes de
biopolimeros levou a formagao de microrregides ricas em caseinato. As interagdes
entre carragena e isolado protéico de soro, com 0 aumento das concentragdes de
ambos biopolimeros, promoveu uma progressiva heterogeneidade, culminando
com alta repulsdo entre estes biopolimeros com predominio da agao gelificante da
carragena e isolamento de agregados de isolado protéico de soro, provavelmente
agindo como particulas preenchedoras da rede do gel.

Esse balanco de intensidade de interacdes repulsivas entre os biopolimeros
e a formacédo da rede, dominado pela carragena, afetou de forma complexa as

propriedades mecanicas e microestrutura dos géis formados.
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CAPITULO VI

CONCLUSOES FINAIS
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Conclusoes Finais

O balango de intensidade entre interagdes repulsivas e atrativas entre as
proteinas ou biopolimeros e as condigbes de formacdo da rede do gel, seja por
indugdo acida ou promovido pela transigdo conformacional da carragena, afetou
de forma complexa as propriedades reoldgicas, sinerese e microestrutura dos
geis, dependendo das condigdes de processo e composicdo utilizadas. A
gelificagdo acida do caseinato de sddio induzida por glucona-é-lactona (GDL) foi
afetada pela concentracdo, temperatura de incubagdo e taxa de acidificagao.
Elevadas temperaturas de incubacdo promoveram altas taxas de acidificacédo e de
formagao do gel, porém menores valores de pH final, menor dureza da rede do gel
e pronunciada sinerese, devido a formacdo de uma rede com poros maiores. Os
géis mais rigidos e com maior rearranjo da rede do gel foram observados em
valores de pH final proximo ao pl das caseinas, o que foi possivel de se alcancar
com menores taxas de acidificacdo. Os géis formados a 10°C mostraram a maior
rigidez da rede e menores valores de sinerese, em uma mesma concentragéo de
proteina, devido a um balango otimizado entre forgas repulsivas e atrativas
causado pelo elevado tempo de rearranjo proximo ao pl.

O processo de gelificagdo induzido pela k-carragena em pH 6,7 foi avaliado
em sistemas puros e mistos contendo proteinas do leite, caseinato de sodio e
isolado protéico de soro, ou sacarose. A concentragao de sacarose (5 a 30%)
utilizada nesse estudo pareceu nao afetar as propriedades reolégicas dos géis no
equilibrio, mas mostrou uma pequena influéncia na temperatura de transigao

conformacional da carragena, durante o processo de gelificagdo. A presenga de

207



proteinas do leite em baixas concentragdes levou ao fortalecimento da rede do gel
misto, mas em altas concentragdes diminuiu a elasticidade da rede.

As interacbes entre as proteinas e carragena em condi¢des de pH neutro
dependeram do balangco entre o processo de gelificacdo e o efeito da
incompatibilidade termodinamica. As interagdes entre k-carragena e isolado
protéico de soro exerceram forte influéncia na temperatura de inicio da formacéao
do gel (Ts), elasticidade da rede, rigidez, deformabilidade e firmeza da rede do gel,
principalmente para altas concentragdes de polissacarideo. O efeito da
concentracao de isolado protéico de soro na temperatura de inicio da formacéo do
gel foi muito maior que o da sacarose e tao pronunciado como o da carragena. O
aumento das concentragdes de carragena e isolado protéico de soro, favoreceu a
formagao de uma rede mista e/ou a micro-separacado de fases e promoveu uma
progressiva heterogeneidade, culminando com alta repulsdo entre estes
biopolimeros com predominio da agao gelificante da carragena e isolamento de
agregados de isolado protéico de soro, provavelmente agindo como particulas
preenchedoras da rede do gel.

As interagbes entre a carragena e o caseinato de sodio também
promoveram um aumento da rigidez, deformabilidade e firmeza do gel até certa
concentragao de proteina (2-5% p/p), visto que o excesso (8% p/p) levou a um
enfraquecimento da rede. O efeito sinergistico demonstrado pela interacao
carragena-caseinato até 2-5% (p/p) de proteina promoveu uma maior elasticidade
da rede do gel mas nao afetou a temperatura de inicio da formagéo do gel, ndo

interferindo na transicao conformacional da carragena, mesmo estando ligada a

208



macromolécula do polissacarideo. A rede do gel tornou-se mais fraca ou menos
elastica com o aumento da concentragdo de caseinato de sédio, em uma mesma
concentracdo de carragena, o que reforca a hipétese de que o excesso de
proteina nao ligada as macromoléculas do polissacarideo passa a afetar
negativamente a elasticidade do gel. A observacdo de ambos efeitos sinergisticos
e antagbnicos relacionados a variagdo da concentragdo do caseinato,
provavelmente esta relacionado ao balango das interagdes atrativas e repulsivas,
principalmente relacionados a incompatibilidade termodindmica destes
biopolimeros em pH 6,7 (acima do pl da proteina) e o processo de gelificagdo
comandado pela carragena. Em baixas concentragbes de carragena e altas
concentracdes de caseinato de sédio observou-se a formacédo de micro-separagao
de fases com regides ricas em carragena, o inverso nas concentragbes de
biopolimeros levou a formagao de regides ricas em caseinato.

O comportamento de micro-separacao de fases e gelificagdo da carragena
para os géis mistos contendo caseinato de sédio, mostrou que a interagcéo entre
estes biopolimeros levou a géis mais elasticos que os géis puros. Este fato indica
que ocorreu uma especial interagao eletrostatica entre a carragena e o caseinato,
0 que nao ocorreu com o isolado protéico de soro.

Assim, dependendo dos componentes utilizados pode-se obter diferentes
estruturas e texturas em produtos lacteos. Um exemplo disto é a forte interacao
sinergistica entre a carragena e o caseinato de sddio, discutida na literatura e

confirmada a partir dos resultados obtidos neste trabalho.
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