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Ag- amido for pré-gelatinizado

b- as amostras ndo foram acidificadas com GDL (branco)
b.s. - base seca (g de agua/g sélido seco).

C- caseinato

Ca- caseinato é acidificado antes da mistura com o amido pré-gelatinizado.
DSC - calorimetro diferencial de varredura.

et al. - termo latim "e colaboradores".

F - forgca de escoamento (N).

FEA - Faculdade de Engenharia de Alimentos.
G’- Modulo elastico

G” — Mddulo viscoso

H- a altura momenténea

K- indice de consisténcia do fluido

m - massa (g).

n- indice de comportamento do fluido

Pa - Pascal.

pH - potencial hidrogenibnico.

pl - ponto isoelétrico.

R- raio da geometria (m),

S%- Porcentagem de sinerese

SEM — Microscopia eletrénica de varredura

T - temperatura (°C).

t - tempo (horas).
xXiii



TEM — Microscopia eletronica de transmissao

Tf - temperatura final de gelatinizacao (°C).

TJ- as amostras foram preparadas com todos 0s seus componentes juntos
To —temperatura inicial de gelatinizacao (°C).

Tp - temperatura de pico de gelatinizacao (°C).

UR - umidade relativa.

V-, a taxa de deslocamento

WHC - Capacidade de retencao de agua

XXiV



RESUMO

Os amidos sao adicionados frequentemente aos alimentos devido as suas propriedades
espessantes e de retengdo de agua, como estabilizantes coloidais e agentes gelificantes. O
amaranto € uma cultura de baixo custo, e seu amido, um novo ingrediente com potencial uso
industrial. O caseinato de sédio é um sal derivado da caseina amplamente utilizado como
emulsificante em alimentos. O estudo de misturas de proteinas e polissacarideos é de
grande interesse, pois tais combina¢des podem levar a um intervalo de propriedades mais
amplo que os géis puros de proteina ou de polissacarideo. Neste trabalho, as caracteristicas
fisico-quimicas do amido e as interagdes entre amido de amaranto/caseinato de sodio,
adicionados ou nao de sacarose, foram estudadas em sistemas mantidos a 10 °C e pH no
ponto isoelétrico. Estas interagbes foram estudadas através de andlises térmicas
(gelatinizacao e retrogradacdo), de capacidade de retencdo de agua, sinerese, andlise
estrutural e comportamento reoldgico (em cisalhamento oscilatério e em compressao biaxial)
da mistura dos biopolimeros e sacarose, durante e ap6s a gelificacdo. Foram comparados
dois métodos de acidificagao, um lento, realizado a 10°C e outro rapido, a 90°C. O caseinato
de sdédio contribuiu para favorecer a caracteristica elastica e viscosa dos sistemas
analisados, principalmente na acidificagdo lenta, porém, o comportamento reoldgico foi
governado principalmente pela velocidade de acidificagdo, pois os géis formados pelo
processo lento apresentaram G’ e G” superiores aos sistemas formados por acidificacao
rapida. Géis de caseinato - amido formaram estruturas pouco agrupadas, com cadeias
ramificadas, cuja rede ficou mais estruturada com o aumento da concentracdo dos
polimeros, sendo que, a porosidade dos géis formados por acidificacao lenta foi maior e mais
uniformemente distribuida que dos géis formados por acidificagao rapida. A sacarose atuou
como um agente anti-retrogradante, sendo que, este efeito foi mais importante para a

interagcdo sacarose-amilopectina do que para a sacarose-amilose. Apesar de retardar o
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envelhecimento, a sacarose nao atuou fortemente sobre as interagdes, sendo que as
propriedades dos géis mostraram ser mais fortemente dependentes da concentragéo de
biopolimeros e, principalmente, da temperatura de acidificagdo. Amostras contendo maiores
concentracdes de amido/caseinato apresentaram maior capacidade de retencdo de agua
(WHC) e menor sinerese. A retrogradacdo do amido de amaranto nao foi elevada, no
entanto, valores de AH (re-gelatinizagdo) aumentaram com a concentragdo de sacarose e

tempo de armazenamento e decresceram com a adi¢cao de caseinato de sédio.

Palavras-chave: Amido de amaranto, caseinato de sédio, reologia e microestrutura.
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SUMMARY

The starches are frequently added to the foods owed their properties and water retention, as
colloidal emulsion-estabilizing agents. The amaranth is a low cost culture, and his starch, a
new ingredient with potential industrial use. The caseinato of sodium is a salt derived of the
casein thoroughly used as emulsion in foods. The study proteins and polysaccharide mixtures
is of great interest, because such combinations can take the a wider interval of properties
than the pure gels of protein or polysaccharide. In this work, the physiochemical
characteristics of the starch and the interactions among amaranthus starch-sodium caseinate,
added or not of sucrose, were studied in systems maintained at 10 °C and pH in the isoeletric
point. These interactions were studied through thermal analyses, water holding capacity,
syneresis, structural analysis and behavior rheologic of the biopolymers-sucrose mixture,
during and after the gelation. Two acidification methods were compared, one performed at
10°C (slow) and other, at 90°C (fast). The sodium caseinate contributed to favor the elastic
and viscous characteristic of the analyzed systems, mainly in the slow acidification, however,
the rheologic behavior was governed mainly by the acidification speed, because the gels
formed by the slow process presented G' and G" superiors to the systems formed by the fast
acidification. Starch-caseinato gels formed structures low contained, with ramified chains,
whose net was more structured with the increase of the polymeric concentration, and, the
gels porosity formed by slow acidification was larger and more evenly distributed that of gels
formed by fast acidification. The sucrose acted as an anti-retrogradation agent, and, this
effect went more important for the sucrose- amylopectin interaction than for the sucrose-
amylose. In spite of delaying the aging, the sucrose didn't act strongly about the interactions,
and the gels properties showed to be more strongly dependent of the biopolymers

concentration and, mainly, of the acidification temperature. Samples containing larger starch-
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caseinate concentrations presented larger water holding capacity (WHC) and smaller
syneresis. The retrogradation of the amaranth starch was not elevated, however, values of
AH increased with the sucrose concentration and time of storage and they decreased with the

addition of sodium caseinate.

Keywords: Amaranth starch, sodium caseinate, rheology microstructure, differential

scanning calorimetry.
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INTRODUCAO E OBJETIVOS






Capitulo 1

1.1. INTRODUCAO

Misturas de proteinas e polissacarideos sao freqlientemente encontradas em sistemas
alimentares, sendo que ambos o0s biopolimeros contribuem para a textura e a vida-de-
prateleira do produto. As proteinas podem exercer varias fungdes nos alimentos, como
espessante de solugdes, agente gelificante, espumante ou emulsificante, além do aspecto
nutricional (SGARBIERI, 1996). Os polissacarideos sdo adicionados a produtos alimenticios,
para atuar como espessantes e estabilizantes, podendo inclusive formar géis (SYRBE et al.,
1998). Estes hidrocoldides sdo geralmente utilizados em produtos com redugéo total ou
parcial de gordura, de forma a minimizar as alteragbes da textura do produto e evitar a
separacao de fases em emulsdes. A influéncia dos hidrocoléides na textura do produto pode
depender das interagdes entre os mesmos e também entre outros biopolimeros e/ou outros
componentes do alimento. Conseqlientemente, é importante identificar as condi¢gdes 6timas
nas quais o polissacarideo pode ser mais efetivo para as propriedades desejadas no
produto, caracterizando, desta forma, os diferentes tipos de aplicagdo. Dentre os inimeros
polissacarideos utilizados em alimentos, o amido vem sendo largamente usado na industria

de alimentos, inclusive em produtos lacteos.

Dentre os diferentes tipos de amido, tem-se 0 amido de amaranto que esta recebendo
grande aceitabilidade no mercado (AMAYA-FARFAN et al., 2005). O interesse despertado
recentemente pelo amaranto na Europa, Estado Unidos, Canada e Japéao, pode ser atribuido
as suas propriedades nutricionais como alto teor de proteinas, fibras e vitaminas. Diferente
da maioria das outras culturas de produtos alimenticios, o amaranto se desenvolve sob
condicdes desfavoraveis aos cereais e as leguminosas, como sdo as altas planicies e os
sertdes da América do Sul. Uma caracteristica agrondmica do amaranto, valiosa para o
Brasil, é a capacidade da planta se desenvolver e frutificar em ambientes com luminosidade
intensa, altas temperaturas (35 a 45°C) e restricdo hidrica. Isto explica a adaptabilidade das
espécies ao Cerrado e aos Sertdes apresentando um crescimento rapido, em apenas trés
meses (USO & OKORIE, 1983 e AMAYA-FARFAN et al., 2005 ).

O uso do amido na industria de alimentos implica no conhecimento do comportamento
dos géis produzidos, bem como das mudancgas de estrutura produzidas pela interagdo do
amido com os diversos ingredientes das formulacdes (proteinas, agucares, acidos, etc.). A
adicao de proteinas e hidrolisados protéicos em amido promove alteragées significativas em
suas propriedades ampliando a faixa de aplicagées. Dentre estas, as proteinas do leite

3



possuem elevado valor nutricional, além de estar presentes em uma gama de produtos e
analogos de produtos lacteos que demandam a utilizacdo de espessantes e estabilizantes. O
caseinato de so6dio, um ingrediente obtido a partir da principal proteina do leite, forma
solugdes estaveis em pH neutro e gelifica quando o sistema é levado ao ponto isoelétrico, o
que é caracteristico de produtos lacteos acidificados como o iogurte.

As propriedades viscoelasticas de géis mistos e puros de biopolimeros diferem
consideravelmente por causa das interagdes intermoleculares entre os diferentes
componentes da mistura com a possivel formacdo de uma rede tridimensional
interpenetrante. Ensaios dindmicos, realizados por compressdo biaxial, aplicados sob
condi¢cdes de pequena deformacdo, em baixas freqiéncias, sdo convenientes para o estudo
do grau de organizacdo estrutural de sistemas poliméricos e das ligacées inter e
intramoleculares, podendo classificar em géis fortes e fracos (ROSS-MURPHY, 1998).

Misturas de proteinas, polissacarideos e sacarose sao freqientemente encontradas
em sistemas alimentares, contribuindo para a viscosidade e a vida-de-prateleira do produto.
Em solugbes aquosas, a adicdo de sacarose pode alterar as propriedades termodindmicas
das proteinas e polissacarideos, através de interagdes diretas entre o co-soluto e o
polissacarideo ou através de modificagdes na estrutura e disponibilidade da agua. Essas
mudancas modificam as interacbes dos biopolimeros e consequentemente alteram

propriedades dos sistemas, inclusive as interagdes com o solvente.

Consequentemente, as interacbes entre os biopolimeros, sacarose e agua sao de
grande interesse no entendimento das propriedades de um alimento, influenciando no
comportamento reoldgico, térmico, sensorial e vida de prateleira. A capacidade das proteinas
e polissacarideos, quando em solucao, de formar géis estaveis através do aquecimento e
resfriamento é uma importante propriedade funcional (MORR & HA, 1993). Porém, durante o
processo de gelificacdo, tanto a proteina quanto o polissacarideo, durante o arranjo da
estrutura tridimensional, podem levar a exclusao de parte da agua inicial. Este processo de
exsudacgao, a que chamamos sinerese, pode continuar ao longo do tempo de existéncia do

gel e ocorre principalmente em baixas temperaturas.

A capacidade de retencdo de agua € uma das principais propriedades funcionais
desejaveis em um gel, pois estd associada a problemas praticos como sinerese, textura
sensorialmente arenosa, aumento de rendimento e automacao dos processos (HINRICHS,
2003). A agua é retida na estrutura do gel por forcas de capilaridade ou, simplesmente, é

4



Capitulo 1

aprisionada na malha gelificada. Na maior parte dos estudos efetuados, a capacidade de
retencao de agua foi avaliada recorrendo a técnicas de centrifugacéao e quantificando a agua
expelida do gel por diferenca de peso. Neste tipo de ensaios, convém salientar, as amostras
sao sujeitas a forcas centrifugas relativamente elevadas e a quantidade de agua que sai da
amostra vai depender, ndo sé da capacidade intrinseca do gel reter a 4gua, mas também da
compressibilidade do préprio gel, sendo que, maior compressibilidade implicara em menor
quantidade de agua retida (RESIO et al., 1999 e 2000).

As interagbes entre biopolimeros é um bom indicativo do quao forte é a rede
tridimensional formada, a qual influencia nas caracteristicas finais do produto. Quando um
polissacarideo, como o amido, é adicionado a sistemas contendo proteinas, as interagdes
entre estes biopolimeros sado influenciadas pelas condi¢des do sistema, tais como: pH, for¢ca
ibnica e temperatura. Como essas misturas de biopolimeros sdo muito importantes em
sistemas alimenticios, modificando e enriquecendo as caracteristicas dos produtos, justifica-
se o0 estudo das interagdes formadas entre eles.

O objetivo geral deste trabalho foi analisar o comportamento reoldgico sob
cisalhamento e compressao biaxial, de sistemas-modelo contendo amido de amaranto,
caseinato de sédio e sacarose em diferentes concentragdes e utilizando duas velocidades de

acidificagédo, de forma a entender os mecanismos de interagdo entre os componentes.

O comportamento de interacdo entre os biopolimeros, a sacarose e o solvente foi
analisado através de ensaios térmicos (gelatinizacdo e retrogradacao), capacidade de
reteng@o de agua e sinerese. A tese consta dos seguintes capitulos:

Capitulo 2: Revisao bibliografica dos assuntos abordados.
Capitulo 3: Estudo das propriedades fisico-quimicas do amido de amaranto.

Capitulo 4: Estudo da influéncia da velocidade de acidificagdo nas propriedades
reolégicas, pH e estruturais de sistemas modelo contendo amido de amaranto - caseinato de
sodio. Comparou-se dois métodos de preparacao, utilizando, um lento, realizado a 10°C e
um rapido, a 90°C. Foram avaliadas as propriedades reoldgicas em cisalhamento oscilatorio,
curvas de escoamento e compressdo biaxial, além de analises de microestrutura por

microscopia eletrénica de varredura (SEM) e transmisséo (TEM).



Capitulo 5: Avaliagdo das interagdes entre os diferentes componentes (amido de
amaranto-caseinato de sodio-sacarose), verificando a influéncia da taxa de acidificacdo na
cinética de pH e de gelificacdo, através da turbidez, e ensaios reoldgicos.

Capitulo 6: Analise do gel, no equilibrio, e da intensidade de retrogradagdo dos
sistemas em diferentes tempos de armazenamento, através de ensaios de calorimetria

diferencial de varredura, medidas de sinerese e capacidade de retencado de agua.

Capitulo 7: Conclusées gerais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Amido

2.1.1. Estrutura do granulo

O amido constitui uma importante reserva de nutricdo de todas as plantas superiores
(sementes, tubérculos, rizomas e bulbos). E um dos elementos mais importantes da
alimentagdo humana pelo fato de ser facilmente hidrolisado e digerido. Sua estrutura é
formada por dois polimeros, a amilose e amilopectina que s@o constituidas de cadeias de o-
D-glucopiranose. A amilose é um polissacarideo linear com peso molecular entre 300 a 10*
g/mol, formado por unidades de D-glucopiranose unidas entre si por ligagdes glicosidicas o
(1-4). A amilopectina é a fragdo altamente ramificada do amido e é formada por varias
cadeias constituidas de 20 a 25 unidades de «a-D-glucopiranose, com um peso molecular
total da ordem de 10’ a 10° g/mol. As proporcdes de amilose e amilopectina exercem
influéncia na viscosidade e na capacidade de gelificacdo do amido (TESTER &

MORRISSON, 1990).

O amido constitui de 48 % a 69 % (b.s.) do grdao de amaranto, dependendo da
espécie, e esta armazenado no endosperma da semente. Os granulos de amido sao
pequenos (1 — 3 um), de forma esférica ou poligonal (SAUNDERS & BECKER, 1984) e se
encontram aglutinados com a proteina na forma esférica (ZHAO & WHISTLER, 1994; RESIO
et al., 1999). O elevado teor de amilopectina em relacdo a amilose, o classifica como amido
tipo “waxy”, o que lhe confere propriedades funcionais especificas (BELLO-PEREZ et al.,

1998).

Durante o aquecimento do amido em excesso de agua se da um processo complexo,
gelatinizacado, que compreende a difusdo da agua para dentro do granulo, a lixiviagdo da

amilose e a fusdo da amilopectina. Este processo tem sido estudado convencionalmente
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pelo perfil amilografico e por DSC e, recentemente, por reologia dindmica (QUISPE, 2003 e

BROUILLET-FOURMANN, et al., 20083 ).

A temperatura em que ocorre a gelatinizagdo depende de varios fatores e diversos
valores do intervalo de gelatinizagdo do amido de “Amaranto cruentus” medidos em um DSC,
a uma taxa de 10°C/min, foram reportados: 70,6-82,9°C (RADOSAVLJEVIC et al., 1998),
61,3-73,7°C (PAREDES-LOPEZ & HERNANDEZ-LOPEZ, 1991), e 64,5-87°C (WU et al.,
1999). Deve-se ressaltar, no entanto, que os resultados ndo sao comparativos, pois 0s
teores de agua e amido “Amaranto cruentus” utilizados na suspensao foram diferentes. O
mesmo se aplica para os valores de entalpia reportados: 15,0 J/g (RADOSAVLJEVIC et al.,
1998) e 9,07 J/g (WU et al., 1995). PEREIRA (2004) estudou sistemas de Amaranthus
cruentus contendo 5 -25% de amido e encontrou o intervalo de temperatura de gelatinizagao

entre 67,7 e 69,8°C e entalpia de gelatinizagdo de 13,76 J/g de amido seco.

2.1.2. Indice de inchamento do amido.

Durante a gelatinizagao, o granulo de amido se rompe, liberando as cadeias curtas de
amilose, gerando espacos vazios dentro do granulo, que passam a ser ocupados pela agua,
resultando assim em um sistema formado por uma fase rica em amilose (dispersa na
solugcdo) e granulos inchados de amido (parcialmente desintegrados), constituidos
principalmente de cadeias de amilopectina (CONDE-PETIT et al., 1998). O granulo do amido
de amaranto apresenta uma elevada capacidade de ligacdo com a agua, quando comparado
ao de milho, ou seja, um alto poder de inchamento se deve a uma menor concentragdo de

amilose (RESIO et al., 2000).

A gelatinizacao de graos de amido, por aquecimento, é facilitada em amidos com
elevado poder de inchamento. A separacao dos dois polimeros de amido é favorecida pelo
fato da amilose estar localizada nas regides amorfas do amido e por ela ser um polimero

menor que a amilopectina (TESTER & MORRISON, 1990).
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Em presenca de agua e calor, os granulos de amido irdo inchar até que a pressao
osmoética gerada pelos granulos (dependente diretamente da afinidade do solvente com o
amido) se iguale a firmeza da rede de gel gerada pelo inchamento dos mesmos. Torna-se
claro portanto, que se as carateristicas do solvente ou processo forem alteradas, como por
exemplo pelo aumento da temperatura, aplicacdo de um cisalhamento ou a adi¢cao de outros
componentes com elevada afinidade com as cadeias de amido, haver4d um aumento do

inchamento dos granulos (PARKER & RING, 2001).

O poder de inchamento do granulo de amido é essencialmente uma propriedade da
amilopectina. A amilose age somente como um diluente mas pode ter essa acao inibida pela
ligacdo com outros componentes acrescentados na suspensdo (ex: lipideos, outros
polimeros) o que consequentemente pode dificultar o inchamento do grao de amido (ZOBEL,

1998; TESTER & MORRISON, 1990; BLANSHARD, 1987).

2.1.3. Varidveis que influenciam o processo de gelatinizacdo do amido
Quando uma solucao de amido gelatinizada é resfriada havera a formagao de
gel ou de precipitados microcristalinos, dependendo da concentragdo das solugdes e da
velocidade do resfriamento (CALZETTA et al.,, 1999). Esses precipitados cristalinos séo
formados devido a tendéncia de formagao de ligagbes intermoleculares da fracédo linear, o
que nao acontece com a amilopectina, na qual essa associagdo € dificultada pelas

ramificagdes. Diversos fatores influenciam a formagao do gel (HERMANSSON et al., 2004):

a) Composicao do amido: dependendo da concentracdo da amilose e de
amilopectina sera formado um gel firme com grande capacidade de retrogradar (amilose) ou
um gel de dificil formagao, com textura gomosa e coesiva (amilopectina).

b) Efeito da temperatura: Em amidos com alto conteddo de amilopectina, a

temperatura exerce pouca influéncia, sendo mais importante o contetudo de sélidos e pH.
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C) Efeito do acucar: Dependendo da sua concentracdo, pode formar géis mais
transparentes e macios, em concentagdes especificas pode aumentar a retengao de agua,
hidratando os granulos de amido ou pode competir pela agua presente. A adicdo de um
sélido soluvel como a sacarose, diminui a atividade de agua e consequientemente, a
quantidade de &agua livre disponivel para solvatar o polissacarideo, aumentando as
interacdes hidrofdbicas entre os grupos éster-metilicos.

d) Efeito do acido: Quando o &cido é utilizado, nem sempre o produto se torna
espesso ou se gelatiniza apropriadamente. A reducdo do pH provoca a protonagdo dos
grupos carboxilicos das amilopectinas, diminuindo a repulséo eletrostatica entre as cadeias e
aumentando a formacao das pontes de hidrogénio (ZOBEL, 1984).

O mecanismo de formacao do gel de amido foi primeiramente discutido por MILES &
MORRIS (1985), que postularam a separagdo em duas fases: uma rica e outra pobre em
amilose. As medidas reoldgicas dinamicas dos géis obtidos a partir de amido revelam sua
natureza viscoelastica, em que o sistema se comporta como um compdsito, ou seja, um gel
de amilose, reforgado pelos granulos de amidos hidratados remanescentes, suspensos na
rede. As propriedades reoldgicas dependerdo tanto da fracdo volumétrica dos granulos
parcialmente hidratados, como de sua compressibilidade e da adesao entre a fase dispersa
e a continua. CARNALLI & ZHOU (1996) estudaram as propriedades viscoelasticas de
sistemas com amilose e com granulos isolados livres de amilose e comprovaram o aumento
de G’ (modulo de armazenamento) quando a fracdo da fase dispersa é aumentada
(HERMANSSON & SVEGMAR, 1996; AVANZA et al.,, 2003). Sendo que o médulo de
armazenamento € uma propriedade relacionada a eventos moleculares de natureza eléstica

BARNES et al., (1989).

QUISPE (2003) estudou o comportamento reolégico de suspensdes de amido de

amaranto que apresentaram comportamento pseudoplastico na taxa de deformagédo entre
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0,01 e 600 s™. O comportamento viscoelastico das suspensées foi estudado por reologia
dindmica e variou pouco com a temperatura. As concentragdes das amostras variaram de 5

a 15% de amido previamente gelatinizado e estes se comportaram como géis fracos.

2.1.4. Efeito da sacarose na gelatinizacdo de suspensdes de amido

Em geral, os agucares tém efeito protetor em suspensbées de amido, adiando a
retrogradacao do amido, especialmente em temperaturas entre 4 e 25°C. Entretanto, quando
o armazenamento € submetido a temperaturas muito baixas (-20°C) esta tendéncia se
inverte (KOHYAMA & NISHINARI, 1991). AHAMAD & WILLIAMS (1999) verificaram ainda
que diversos acgucares (ribose, frutose, maltose e lactose) interferiram na quantidade de

amilose lixiviada e portanto na estrutura do gel formado a partir de amido de sorgo.

Hoje, sabe-se que a gelatinizacdo dos alimentos que contém amido e sdo submetidos
ao aquecimento durante o processamento industrial ou mesmo no seu uso doméstico é
grandemente influenciada pela concentracdo dos demais componentes, como proteinas,
lipidios, sais e agucares presentes. Torna-se, portanto, desejavel o entendimento do efeito
de cada um destes componentes sobre 0 comportamento global do amido presente nestes
alimentos. Optou-se por estudar o efeito da sacarose em detrimento aos demais acucares
em razao de ser ela utilizada na maioria das formulacées de alimentos industrializados ou
mesmo caseiros (como paes e derivados).

Nao ha hoje um consenso sobre o efeito da adicdo de agucares na temperatura e
entalpia de gelatinizagdo, o que pode ser verificado pelo fato de ja ter sido reportado que a
adicao de agucares nao afeta (ELIASSON, 1992), aumenta (KOHYAMA & NISHINARI,
1991), assim como diminui (CHUNGCHAROEN & LUND, 1987) a temperatura e entalpia de
gelatinizacao do amido.

A temperatura de gelatinizacdo aumenta com a adicdo de agUcares, o0 que

provavelmente se deve ao fato da hidratagao das moléculas de agucar diminuir a agua livre
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(o que equivale a ter altas concentra¢des de amido), ou ainda, a interagdo das moléculas de
agucar com as cadeias da molécula de amido, estabilizando suas regides cristalinas
(KOHYAMA & NISHINARI, 1991). XU et al. (1986) observaram ainda que para uma mesma
concentracao de agucar, o aumento da temperatura de gelatinizacdo é maior para o sistema
com adigao de sacarose do que aqueles com glicose ou frutose.

Mais recentemente, no entanto, ELIASSON (1992) afirmou que o efeito da sacarose
na endoterma de gelatinizagdo depende da propor¢cao de amido:agua presente no sistema.
Em sistema com excesso de agua (o que vai variar de acordo com o tipo de amido), a
sacarose causa um aumento das temperaturas de inicio (T,), pico (T,) e fim (T;) de
gelatinizacao e a faixa de gelatinizacao (AT) ndo é praticamente afetada. Ja para sistemas
com uma quantidade limitada de agua as temperaturas de gelatinizagéo (T, e T,) séo
maiores e AT diminui com a adicao de agucar. Nestes sistemas também pode ocorrer uma
dupla endoterma, pois os granulos hidratados iniciam a gelatinizagdo formando um pico,
assim que os outros granulos, que estao competindo com a sacarose pela agua, se hidratam
inicia-se uma nova fase de gelatinizagdo, mas que ja ndo corresponde a sua Ty verdadeira
(PAREDES-LOPEZ & HERNANDEZ-LOPEZ, 1991).

AHAMAD & WILLIAMS (1999) explicaram o efeito do agucar sobre as suspensdes de
amido em termos de inibigdo da organizagdo das cadeias. As moléculas de agucar com
grupos hidroxilas equatoriais (como a ribose) impedem a reorganiza¢ao da cadeia, tornando
toda a estrutura fraca, enquanto aqueles com grupos hidroxilas axiais (como a frutose) tém
efeito contrario (ACQUARONE & RAO, 2003).

SLADE E LEVINE (2002) afirmaram que a agua age como um plasticizante,
diminuindo a temperatura de transi¢éo vitrea (Ty) do amido e com isso a temperatura de
fusdo das cristalinidades. Ja o agucar tem um efeito anti-plasticizante, diminuindo o efeito da
agua na T,4. Conclui-se dai que, em sistema com excesso de agua, a mesma tem um efeito
altamente cooperativo na ocorréncia da gelatinizacao (EVANS & HAISMAN, 1982), o que é
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perdido a medida que se diminui a quantidade de agua no sistema, mas é recuperado

guando uma quantidade suficiente de sacarose é adicionada ao sistema (ELIASSON, 1992).

2.1.5. Retrogradacgado do amido
Apoés a gelatinizagédo e o resfriamento do sistema, este se reestrutura ao longo
do tempo em um processo denominado retrogradacédo. Neste processo ha sempre liberagao
de moléculas de agua anteriormente ligadas as cadeias de amilose, e esse fendmeno é
denominado sinerese, com eventual saida de liquido. Tal fenbmeno é de grande interesse,
pois influencia a qualidade, aceitabilidade e vida de prateleira dos produtos contendo amido

(SEOW et al., 2000).

A retrogradacao ocorre devido a dois processos cineticamente distintos (KOO et al.,

2005):

a) Gelificagdo rapida da amilose formando segmentos dupla-hélices na cadeia,
seguido de agregacoes hélice-helice.

b) Recristalizacdo lenta da rede de amilopectina.

A retrogradacao ocorre principalmente a baixas temperaturas e com altas
concentracdes de amido (BILIADERIS, 1991; PATON, 1987). YAO et al., (2002) sugeriu que
a amilose também pode interagir com cadeias externas de amilopectina e potencializar a

formacao de cristais durante a retrogradacao.

A retrogradacdo € um processo complexo, no qual as cadeias de amilose
solubilizadas durante a gelatinizacdo se agregam formando duplas-hélices cristalinas que
sdo estabilizadas por pontes de hidrogénio. Durante o resfriamento, estas hélices se
agregam novamente formando estruturas cristalinas tridimensionais (tipo ), que sao
altamente estaveis. A retrogradacdo da amilose é rapida, ocorrendo em poucas horas,

enquanto a amilopectina requer tempos mais longos (dias ou semanas) e formam cristais
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menos estaveis (ponto de fusdo=60°C) que os da amilose (ponto de fusdo=150°C). Conclui-
se, portanto, que o tempo e a temperatura de armazenamento sdo fatores importantes no
processo de retrogradacdao (SEOW et al., 2000). Além disso, a taxa de retrogradacao é
afetada pela relacdo de amilose e amilopectina, tamanho molecular, temperatura de
armazenamento, pH, lipideos, hidrocoléides, sacarose e outras fontes organicas (KOHYAMA

et al. 2004).

O DSC foi utilizado pela primeira vez para medir a gelatinizacédo e retrogradacao do
amido por STEVENS & ELTON (1971) e desde entdo vem sendo largamente utilizado para
quantificar a cristalinidade, determinar a cinética da retrogradagcéo e estudar o efeito de

fatores que influenciam ambos fenémenos.

Varios autores estudaram a retrogradacao do amido de amaranto na presenca de
diversos solutos (PAREDES-LOPEZ et al, 1994; PAREDES-LOPEZ & HERNANDEZ-LOPEZ,
1991 e BAKER & RAYAS-DUARTE, 1998a; KOHYAMA & NISHINARI, 1991; ELIASSON &

KIM, 1992; CHUNGCHAROEN & LUND, 1987; SINGHAL & KULKARNI, 1990).

Em relacdo a sua resisténcia a sucessivos ciclos de congelamento, BAKER &
RAYAS-DUARTE (1998a e 1998b) estudaram a estabilidade dos géis de amido de amaranto,
milho e trigo, por centrifugacdo e DSC, bem como a influéncia da adigao de cloreto de sddio
e de diversos sacarideos. Os géis de amaranto foram os mais estaveis apds quatro ciclos de
congelamento e descongelamento, apresentando uma maior estabilidade quando estocados
a uma faixa de temperatura de — 20 a 4°C do que a 25°C. Tais resultados estao de acordo
com o que foi reportado por WHITE et al. (1989), que verificaram que amidos mais estaveis a
ciclos de congelamento e descongelamento sdao também mais estaveis a armazenagem

refrigerada.

19



A retrogradacdo ndao € uma analise simples de se determinar utilizando o DSC. A
transicao endotérmica também ocorre durante a varredura de temperatura, no entanto, o pico
endotérmico da recristalizagdo da amilopectina (re-gelatinizagao) nao é bem definido como
os picos do processo de gelatinizacdo. Essa diferengca nas curvas endotérmicas de
gelatinizacao e retrogradacao foi mencionada nos estudos de outros autores (GONI et al.,

2007 e KOHYAMA et al., 2004).

2.2. Caseinas

Varios estudos tém sido conduzidos com diferentes tipos de proteinas, no sentido de
melhorar ou ampliar seu uso como ingrediente funcional. As proteinas do leite sdo usadas
como valiosos ingredientes alimenticios, devido ao seu elevado valor nutricional e funcional,
sendo que o leite bovino possui 80% de suas proteinas na forma de caseina e apenas 20%
como proteinas do soro (SGARBIERI, 1996). A caseina é essencial na produgao de muitos
alimentos formulados (EARLY, 1998) como bebidas, queijos processados, produtos de
panificacdo, industria de chocolates, produtos fermentados, sopas, cereais matinais, pastas e

produtos carneos.

A caseina apresenta quatro fragdes protéicas: (asl-, as2-, B- e k-caseina). A Tabela

2.1 ilustra a composigao protéica das fragdes de caseina do leite bovino.
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Tabela 2.1: Peso molecular e pH isoelétrico das caseinas (WALSTRA, 1990; WONG et
al., 1996).

Fracao pH isoelétrico Peso molecular (Da)
protéica
asl caseina 4,1 23.614
as2 caseina 4,1 24.350
B caseina 4,5 23.982
k caseina 4.1 19.023
Yy caseina* 5,8 21.000

* Formada a partir de clivagens ocorridas na estrutura da 3 caseina.

As caseinas (Cn) sao fosfoproteinas, constituidas de quatro fragdes principais (osl-,
as2-, B- e x-caseina), as quais possuem grupos fosfatos esterificados nos residuos de serina
(WONG et al., 1996).

Nas o- e B-caseinas, todos os sitios fosforilados estdo localizados em aglomerados na
regido N-terminal, enquanto que nas k-caseinas, 0s poucos residuos serina disponiveis para
a fosforilagdo, estdo no segmento C-terminal e ndo sdo encontrados em aglomerados
(HOLT & SAWYER, 1988).

As asl-Cn apresentam estruturas pouco ordenadas e correspondem a fracdo que
apresenta a maior carga ionica. As as2-Cn sdo as mais hidrofilicas devido a maior
fosforilacdo e maior quantidade de residuos catidnicos. As asl-Cn e as2-Cn possuem altos
teores de fosfato e sdo muito sensiveis a presenca de ions Ca®*, os quais causam a
precipitacdo dessas fragcbes de caseinas. As B-Cn sdo as que apresentam maior

hidrofobicidade, sendo que sua molécula possui uma regidao N-terminal polar e uma regido
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C-terminal altamente hidrofobica. Esta concentracdo de regides hidrofilicas e hidrofébicas
nas regides terminais torna a B-Cn mais surfactante que as outras caseinas.

As B-Cn contém quantidades intermediarias de fosfato, sdo moderadamente
sensiveis ao calcio e diferentemente das outras caseinas, a auto-associagdo da B-Cn é
dependente da temperatura. A x-Cn é a fragdo que possui 0 mais baixo teor de fosfato, ndo
precipita em baixos valores de pH, nem em presenca de calcio. As k-Cn possuem uma
regido N terminal hidrofébica e a regido C-terminal hidrofilica (BRIGNON et al., 1977). A
hidrofobicidade média das quatro fragées de caseinas, em ordem decrescente é: B (5,56) >
k(5,37) > asl (4,89) > as2 (4,64) kdJ/mol de residuo, baseada na energia livre de
transferéncia de cadeias laterais de aminodcidos de um meio organico para um meio
aquoso (BRIGNON et al., 1977; CHEFTEL et al., 1989) e isso indica os tipos de interacbes
que ocorreram entre as moléculas de proteina.

As diferentes fragdes da caseina agregam-se através de ligagbes eletrostaticas ou
hidrofébicas, formando submicelas. Essas submicelas possuem uma parte interna
hidrofébica que é coberta por uma camada hidrofilica formada, em grande parte, por x-
caseina que adquire uma estrutura flexivel em agua. Por outro lado, essas submicelas
associam-se através de pontes de fosfato de célcio constituindo as “micelas” (WALSTRA,

1999), conforme esquematizado na Figura 2.1.
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4t O subrmicela

! cadeia polipeptidica
externa

. fosfato de calcio

50 nm

Figura 2.1 Esquema-modelo(seccao transversal) de uma micela de caseina (WALSTRA,
1999).

Sais de caseinato sao preparados pela dissociacdo das micelas através da adigao
de acidos. No caso do caseinato de sbddio, apds a lavagem das proteinas precipitadas, estas
sao re-dissolvidas pela adicdo de hidroxido de sddio (NaOH) para restaurar a neutralidade.
A alta proporcao de cadeias de aminoacidos hidrofobicos em toda a estrutura priméria da
caseina leva o caseinato de soédio a formar agregados (ou “submicelas”) em solucdes
aquosas, com a maior parte das regides nao-polares (hidrofébicas) localizadas no interior de
um denso nucleo com pouca agua associada (FARREL et al, 1990). A associacao
subsequente das sub-micelas para formar as grandes micelas de caseina é prevenida
devido a remogado da maior parte do calcio da micela, durante o processo de acidificagao

(OAKENFULL et al., 1999 e OAKENFULL & SCOTT, 1986).

2.2.1. Processo de acidificacdo da caseina

A menor solubilidade dos concentrados de caseina é obtida em pH 4,6 (ponto
isoelétrico). As micelas de caseina se modificam com a variagdo de pH, sendo que a partir
do pH 5,8 as micelas comecam a ficar mais préximas, porém mantém a forma nativa. Na

transicéo entre o pH 5,5 e 5,0 ocorre uma modificagdo na natureza e no niumero de ligacdes
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interparticulas. Quando estudado por reologia dindmica, observa-se um minimo em tand no
pH de 5,3, demonstrando um aumento nas propriedades elasticas, apesar do sistema ainda
estar na forma liquida, devido a deformagédo e alongamento das particulas de caseina. No
intervalo de pH entre 5,3 e 4,8, a estrutura alongada da caseina se torna mais densa até
fragmentar-se em unidades menores. As particulas de caseina ndo adquirem imediatamente
a forma esférica, permanecendo nesta etapa até o pH 4,7. Esta etapa de agregacéo é
caracterizada pela reincorporacao das P e k-caseinas na estrutura micelar, pelo decréscimo
da solvatacao e pelo aumento na razao entre G’ e G”, o que leva a um gel mais fraco. O pH
afeta os valores dos médulos indiretamente pela modificagdo da estrutura das particulas e

diretamente pela alteragdo do numero de ligacdes entre elas (KRUIF, 1997).

A ultima etapa do processo de acidificacao é a gelificagdo que ocorre quando o pH
atinge o valor de 4,6 (ROEFS & VAN VLIET, 1990). Alterando o pH da solucédo na direcao
do ponto isoelétrico (pl) das proteinas, conduz para gelificagdo a frio pela redugédo de
repulsdo eletrostatica entre os agregados de proteina (CAVALLIERI & CUNHA, 2008). Este
processo leva a géis de estrutura particulada, que consiste de filamentos de carater
heterogéneo com éareas de alta densidade de particulas de caseina e regides sem esta
proteina. Estas regides sdo grandes cavidades, entre os conglomerados e os filamentos,

ocupada por material liquido (ROEFS & VAN VLIET, 1990).

A proteina do leite pode ser acidificada pela acdo de culturas bacterianas através
da fermentacao da lactose com &cido lactico, pela adicdo de acidos inorganicos como HCI
(acidificacao direta), ou ainda pelo uso de glucona-delta-lactona (GDL), cuja hidrélise resulta
na redugcédo lenta do pH. Muitos estudos sobre a formagdo de géis acidos tem sido
realizados com GDL, pois a lenta diminuicdo do pH é similar ao que ocorre com culturas

lacteas (LUCEY & SINGH et al., 1997).
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O GDL é um éster que espontaneamente se hidrolisa formando &cido glucénico.
Seu uso evita algumas dificuldades associadas ao uso das bactérias, como atividade
variavel e alteragdes no produto final dependendo do tipo de cultura utilizada. Além disso, o
processo de acidificacdo utilizando o GDL € mais faciimente controlado; durante a
gelificagdo com GDL, o pH final do sistema depende da quantidade de lactona adicionada,
sendo que as bactérias produzem &cido até que estas sejam inibidas pelo baixo pH
(BRAGA, 2002; BRAGA & CUNHA, 2005). A velocidade de acidificacdo esta diretamente
ligada com a temperatura do processo, as particulas que constituem géis acidos de caseina
sdo unidas essencialmente através de duas interagdes fisico-quimicas: ligacoes
eletrostaticas e hidrofébicas. A elevagdo da temperatura induz o aumento das forgas
hidrofébicas promovendo maiores interacées entre as particulas o que leva a um
encolhimento das moléculas de caseina, este fendmeno requer jungdes mais fracas entre as

particulas promovendo uma diminuicao na viscosidade do sistema (HOUZE, et al, 2005).

2.2.2. Efeito da sacarose em suspensoes de biopolimeros

A transicdo conformacional e a associagao intermolecular de biopolimeros podem
ser freqlentemente promovidas pela adicdo de aglucares como co-solutos. Este fenbmeno
pode ser explicado, em parte, pela redugdo no conteido de agua (HATAKEYAMA et al.,
1988). A agua é um solvente eficaz para os biopolimeros devido a sua habilidade de formar
ligacdes de hidrogénio com grupos hidroxila e outros substituintes polares das cadeias dos
polimeros. A introdugéo de um material (Agua+sacarose) com menos capacidade de se ligar
ao hidrogénio promove uma associacdo polimero-polimero, reduzindo as interacbes
polimero-solvente (OAKENFULL & SCOTT, 1986). O mesmo efeito foi observado em
emulsdes estabilizadas por caseinato, pois a presenga de aglcares aumentou 0 nudmero
efetivo e a forca das interacbes entre as particulas, levando a um maior grau de

interconectividade da microestrutura do gel. Possivelmente, a contribuigdo da sacarose em
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favorecer a caracteristica elastica dos sistemas analisados pode estar relacionada ao fato
desta influenciar fortemente as interagées entre as proteinas (DICKINSON & MERINO,

2002).

A avaliagdo das interagdes entre biopolimeros e sacarose pode ser avaliada
através da analise do estado da agua nestes sistemas complexos. BRAGA (2002) relatou
gue os géis de caseina-xantana-sacarose apresentaram um grau muito elevado de sinerese
que foi atribuido principalmente ao efeito da sacarose. Este co-soluto influenciou
positivamente a fracdo de agua nao-congelavel e estes sistemas apresentaram um teor
reduzido de agua congelavel-ligada, que é caracteristico de sistemas coacervados. A
adicao de sacarose nestes géis levou a um aumento de elasticidade até um valor critico,
cujo ponto variou com a temperatura de tratamento térmico. As interagcdes co-soluto-agua
determinaram indiretamente as propriedades gerais do sistema, devido a competicdo com
as interacOes polissacarideo-sacarose. Entretanto, apesar da sacarose apresentar uma
funcdo importante na formagdo da rede estrutural, as propriedades mecanicas foram
governadas pelas fortes interagdes entre os dois biopolimeros.

Quando ocorre um aumento na concentracdo de acglcar, em sistemas contendo
biopolimeros, tem-se uma redugdo nos valores de viscosidade aparente, inclusive
interagindo com outros componentes de maneira negativa. Isto pode indicar que os
acucares permitem uma maior mobilidade das cadeias moleculares, sendo que o efeito
especifico da sacarose adicionada sobre as propriedades reolégicas de gomas depende do

intervalo de taxa de deformacao analisado (FREITAS, 2002).

LAUNAY & PASQUET (1982) mostraram que a adi¢do de sacarose (10%) a uma
solugdo de amido-guar 2% aumentou significativamente a viscosidade no intervalo de 50-
100s™, entretanto em baixas deformacdes, a viscosidade relativa decresceu na presenca de

sacarose. Outros acgucares diferentes, entretanto, ndo apresentam a mesma influéncia,
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.
embora sua eficacia em diferentes biopolimeros seja frequentemente a mesma. Por
exemplo, a glucose, a frutose e a sacarose estabilizam as jungdes existentes nos géis de
gelatina, carragena e agarose, mas o0 grau de estabilizagcdo segue a ordem
frutose<glucose<sacarose. Estas diferencas sao atribuidas, geralmente, a modificacdo da
estrutura da agua devido ao grau de modificagdo promovido pelos agucares e por sua
compatibilidade com as ligacbes de hidrogénio (moléculas de agua) (EVAGELIOU et al.,

2000a e 2000Db) .

2.3. Interacao amido-proteina
A gelatinizacao do amido € influenciada pela presenca de outros ingredientes que,
direta ou indiretamente, interferem na atividade de 4gua e na sua microestrutura (BAKER &
RAYAS-DUARTE, 1998a). Alguns ingredientes como sacarose, sal e proteinas competem

com o amido pela agua disponivel no sistema afetando sua gelatinizagao.

Como ja foi dito, 0 amido é formado por dois polissacarideos principais: a amilose é
essencialmente linear e a amilopectina é formada por cadeias ramificadas, possuindo uma
distribuicdo irregular, além disso, a amilopectina possui uma fosforilacdo limitada
fornecendo-lhe caracteristicas poli-eletroliticas. TAKEUCHI (1969) foi o primeiro pesquisador
a estudar as interagdes de sistemas contendo proteinas e amido e verificou que a presenga
dos grupos funcionais da amilopectina fornece estruturas de fosfato aleatérias permitindo
que as proteinas formem complexos com estas moléculas. ZALESKA et al.,, 2001 e
KAPUSNIAK et al., 1999 estudaram sistemas acidificados de amido ceroso e caseina e
observaram a formacao de fortes interacées envolvendo as hidroxilas e o grupo funcional
fosfato do amido com as aminas e grupos carboxilicos das proteinas, concluindo que o
amido ceroso (rico em amilopectina) é o mais recomendado para sistemas mistos,

principalmente os que contém proteinas.
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O efeito do pH no comportamento da mistura de proteina-amido em solugéao
depende da natureza do polimero e se este é neutro ou carregado eletricamente; neste
ultimo caso, também depende do grupo iénico do polissacarideo (TOLSTOGUZOV, 2003 e
1997). Num sistema com proteina e polissacarideo aniénico, o pH tem efeito na auto-
associagao das proteinas e também na associagdo entre proteina e polissacarideo. Um
complexo coacervado € observado em valores de pH abaixo do pl das proteinas, em que os
dois polimeros (proteina-polissacarideo) possuem cargas opostas. Em valores de pH acima
do pl das proteinas, ambos os polimeros possuem cargas predominantemente negativas.
No caso de alguns polissacarideos pode ocorrer a formacao de complexos sollveis nessas
condigdes, devido a atracdo entre as regides positivamente carregadas na molécula da

proteina com o polissacarideo aniénico (PARK et al, 1992).

FERRERO (2002) verificou que a interagéo entre amido de batata-proteina do leite-
acucar diminuiu a retrogradagao do amido e, conseqlientemente, a sinerese. Além disso, as
proteinas interagem com a amilopectina que esta fora do granulo produzindo uma matriz
complexa na qual se dispersam os granulos de amilose gelatinizados, com conseqliente

modificacdo das propriedades reoldgicas.

SUKHA et al. (2003) estudaram as mudancas reoldgicas e estruturais em géis
amido-agucar-gelatina em agua. Antes de iniciar a mistura, o amido foi pré gelatinizado
simulando a produgdo da maioria dos produtos de confeitaria. Os géis apresentaram um
comportamento predominantemente eldstico e analises microscépicas revelaram a
separacao de fases entre a gelatina e amido-agucar (DICKINSON & ELIOT, 2003). Estes
estudos mostraram que, apesar de apresentarem efeitos benéficos, alguns biopolimeros
possuem caracteristicas altamente hidrofilicas diminuindo a disponibilidade da agua e

causando dificuldades na disperséo e gelatinizacao do amido.
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2.4. Caracterizacao Reoldgica

Reologia é o estudo da relacdo que existe entre as forcas externas que atuam
sobre um corpo e a deformacao ou escoamento que as mesmas produzem (STEFFE, 1996).
A importancia do estudo desta relacdo se justifica pelo fato de que diferentes materiais

respondem de forma diferente as forgas externas a que séo submetidos.

A caracterizagao reoldgica de biopolimeros (como o amido e o caseinato) pode ser
realizada através de ensaios estacionarios ou dinamicos, dependendo da informacao que se
deseja obter. Ensaios estacionarios sao uteis em calculos de tubulagées, dimensionamento
de equipamentos, desenvolvimento e otimizagdo de processos (MORESI & SPINOSE,
1980), ou seja, sdo adequados quando se deseja entender o comportamento de fluidos
durante aplicagbes industriais do mesmo. Ja os ensaios oscilatérios sao particularmente
Uteis para se caracterizar conformag¢do macromolecular e as interagbes intermoleculares em

solucao (BARNES et al., 1989).

A faixa de deformacdo aplicada durante os estudos reolégicos € um parametro
muito importante, pois se a deformagao ou taxa de deformagédo é pequena, as respostas
obtidas refletem a estrutura molecular, como por exemplo, os arranjos envolvidos nos
processo de gelificagao.

No entanto, quando as deformacbGes sao altas, os parametros obtidos sao
relevantes no desenvolvimento de processos ou na avaliagdo sensorial. A viscosidade
obtida em cisalhamento ou em fluxo extensional sdo importantes parametros que estao
associados a textura, porém o ultimo mostra uma melhor correlagdo com o ato de deglutir
(CAVALLIERI, 2003). Além disso, a orientagdo molecular causada pelo estiramento devido
ao escoamento extensional, juntamente com o cisalhamento, podem produzir
comportamento e produtos Unicos (BARONI et al., 1999). Assim, a viscosidade extensional

pode estar relacionada com a natureza polimérica dos constituintes alimenticios e este
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parametro pode ser aplicado no desenvolvimento de novas formulagdes, controle de
qualidade e desenvolvimento e modelagem de processos (PADMANABHAN, 1995;
CAVALLIERI, 2003).

A analise de um material viscoelastico é bastante simples quando a razao entre a
tensdo e a deformagao, em qualquer instante ou freqiiéncia, é independente da magnitude
de tensdo ou deformacdo aplicada, sendo apenas funcdo do tempo. Nestas condi¢des o
material encontra-se dentro do intervalo de viscoelasticidade linear, pois se trabalha com

deformagdes muito pequenas e a estrutura molecular praticamente nédo é afetada.

Ensaios de varredura de frequiéncia ou espectros mecéanicos sao realizados
com temperatura e tensdo fixas, dentro do intervalo linear, obtendo-se como resposta os
componentes do moédulo complexo (G*) em fungédo da freqiéncia (ROSS-MURPHY, 1998).
O modelo mecanico de Maxwell, que contém amortecedores viscosos em série com molas
elasticas, tem sido amplamente utilizado na caracterizagdo do comportamento viscoelastico
de liquidos ou sélidos poliméricos, dentro do intervalo de viscoelasticidade linear. O modelo
generalizado de Maxwell esta representado na Equagéo (2.1):
n gjim}\‘j

G*(w)=),

(2.1)
=0 1+1m 7\@

e seu componentes relativos as caracteristicas elastica e viscosa nas Equagdes 2.2

e 2.3:
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]
onde, g € o modulo de relaxacao, A € o tempo de relaxagao e o é a freqiiéncia angular de

oscilagéo.

Experimentos em reologia dindmica também sdo adequados para monitorar o
processo de gelificagéo e definir a estrutura do gel. Este processo pode ser observado tanto
em ensaios de cura, a uma temperatura constante, quanto em ensaios com aumento e/ou
reducdo da temperatura. Em ensaios de rampa de temperatura, a dificuldade experimental
esta na escolha da taxa de aquecimento adequada, sendo que geralmente, é utilizada a
taxa de 1°C/min (WIUM & QVIST, 1997). Entretanto, esta taxa pode ser muito alta para
permitir que o equilibrio do médulo complexo seja atingido em uma temperatura préoxima do
ponto de gel. A transicéo sol-gel pode ser observada verificando o decréscimo de tan & com

a temperatura ou a partir do aumento brusco de G* (AVANZA et al., 2003).

2.4.1. Viscosidade extensional (Compressdo Biaxial Imperfeita com Lubrificagdo)

Os procedimentos de compressao axial podem ser realizados, num texturémetro, de
diversas formas; utilizando-se geometrias perfeitas ou imperfeitas, em condi¢gdo de volume
ou area de compressao constante, aplicando em forca de deslocamento (teste de creep) ou
taxas de deslocamentos constantes no monitoramento da relagdo forca momentanea de
compressao e altura de amostra em analise (CAMPANELLA & PELEG, 2002;

PADMANABHAN, 1995).

Os autores (CAMPANELLA & PELEG, 2002) também consideram que nos
procedimentos reoldgicos usuais, a manipulagdo da amostra, no trajeto até o texturédmetro,
promove uma ruptura parcial da estrutura do alimento o que modifica suas propriedades
reolégicas. Como ndo € possivel quantificar o grau de destruigio no manuseio das
amostras, existe sempre um elemento de incerteza nas medidas realizadas no que se refere

a completa caracterizagdo do comportamento reolégico do produto. Este problema é
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agravado quando este rompimento estrutural é irreversivel, uma solugdo seria a formagéao
da amostra na prépria geometria de medida, o0 que em muitos casos é uma limitagao pratica

(BARONI et al. 1999).

O “perfect lubricated squeezing flow” (compressao biaxial perfeita com lubrificagao)
esta baseado na compressao de um produto por duas placas que devem estar lubrificadas
com o objetivo de diminuir ao maximo o cisalhamento no produto, que neste caso é a
superficie do alimento. Sem lubrificacao, este experimento resulta no conhecido escoamento
de Stefan, que € uma combinacdo de cisalhamento e compressdo (SUWONSICHON &
PELEG, 1999a, 1999b, 1999c).

Na compressao imperfeita, a amostra é colocada em recipientes de grande diametro
como, por exemplo, uma placa de Petri. Uma grande vantagem desse método € que o
material a ser testado pode ser introduzido na placa sem passar por condicbes que possam
perturbar a estrutura da amostra. Com o intuito de evitar os efeitos de borda é necessario o
uso de sondas de didmetro superior a 10 vezes a altura da amostra na placa

(CAMPANELLA & PELEG, 2002).

No caso do “imperfect squeezing flow “ (Figura 2.2), a forga momentanea medida,
F(H), contém outros componentes que refletem a contribuicdo do escorregamento, efeito de
entrada, fluxo anular e efeitos de saida. Porém, se as geometrias sdo suficientemente
grandes e com uma abertura ampla, estes efeitos podem ser desconsiderados (HOFFNER

et al., 1997).
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Figura 2.2: Esquema de uma geometria Imperfeita onde a placa de fundo é substituida
por um recipiente largo (CAVALLIERI, 2003).

A forca resultante do escoamento realizado sob “compressdo biaxial com
lubrificagcdo” de um fluido que segue a lei de poténcia pode ser descrito pela Equagao 2.4
(CAMPANELLA & PELEG, 1987, CAMPANELLA et al., 1987; CAMPANELLA & PELEG,
2002; GUNASEKARAN, 1996; HOFFNER, et al., 1997; LEE & PELEG, 1992; LORENZO et

al., 1997; RAMIREZ-WONG et al., 1996; SUWONSICHON & PELEG et al., 1999a, 1999b).

(n+l)

F(H)=7R’K3 2 (

Vv

E)” (2.4)

Onde F ¢ a forgca momentéanea, H, a altura momentanea, R, o raio da geometria, V,
a taxa de deslocamento e K e n representam o indice de consisténcia do fluido e indice de

comportamento do fluido, respectivamente.

Em ensaios de compressao biaxial com lubrificagcdo, quando os dados de forga e de
altura da amostra sao avaliados em coordenadas logaritmicas, o resultado obtido é uma reta
com coeficiente angular —n. Uma vez determinado n, o valor de K pode ser calculado pela

Equacao 2.4.
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2.5. Principais caracteristicas que ocorrem nas interacoes proteina-
polissacarideo

2.5.1. Separagdo de fases

Muitos aspectos sobre as estruturas e propriedades dos biopolimeros formadores
de géis sdo desconhecidos, apesar dos beneficios e da praticidade do uso dessas misturas

em alimentos. Em principio existem 3 situagbes de equilibrio:

o Incompatibilidade: as interacdes sao repulsivas, ocorrendo a segregacao
entre os biopolimeros e formando fases aquosas imisciveis concentradas com somente um
dos biopolimeros envolvidos.

o Coacervagao complexa: ocorre atragao entre as moléculas dos biopolimeros
causando a formacao de complexos. Neste caso também ocorre a formagédo de duas fases
distintas, sendo que uma delas esta concentrada com os biopolimeros enquanto a outra
fase contém somente o solvente.

o Miscibilidade ou coacervacao simples: o sistema é homogéneo e os
biopolimeros estao distribuidos no solvente (SYRBE et al., 1998; TOLSTOGUZOV, 2002).

A partir do diagrama de fases pode-se determinar as regides de estabilidade ou de
uma fase (miscibilidade dos componentes) e de duas fases (incompatibilidade entre os
biopolimeros) dependendo da concentracdo dos componentes (MORRIS, 1990 e

TOLSTOGUZOV, 1995).

2.5.2. Capacidade de Retengdo de dgua

A capacidade de retengédo de agua é uma das principais e desejaveis propriedades
funcionais de um gel. A agua é retida na estrutura do gel por forgcas de capilaridade ou,
simplesmente, é aprisionada na malha gelificada. Na maior parte dos estudos efetuados, a
capacidade de retencdo de agua foi avaliada recorrendo a técnicas de centrifugacao e
quantificando a agua expelida do gel por diferenca de peso. Neste tipo de ensaios, convém
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salientar, as amostras sdo sujeitas a forgas centrifugas relativamente elevadas e a
quantidade de agua que sai da amostra vai depender, ndo s6 da capacidade intrinseca do
gel reter a agua, mas também da compressibilidade do proprio gel, sendo que, maior
compressibilidade implicara em menor quantidade de agua retida (OTTE et al. 2000).

A analise de capacidade de retengdo de agua é uma ferramenta poderosa na
tentativa de resolver problemas praticos como sinerese, textura sensorialmente arenosa,

aumento de rendimento e automacéao dos processos (HINRICHS et al., 2003).

2.5.3. Sinerese

A capacidade das proteinas e polissacarideos, quando em solucéo, de formar géis
estaveis através do aquecimento e resfriamento € uma importante propriedade funcional
(MORR et al., 1993). Porém, durante o processo de gelificacdo, tanto na proteina quanto no
polissacarideo, o arranjo da estrutura tridimensional pode levar a exclusao de parte da agua
inicial. Este processo de exsudagao, a que chamamos sinerese, pode continuar ao longo do
tempo de existéncia do gel e ocorre principalmente em baixas temperaturas.

Nas proteinas, a reagdo inicial do processo de gelificacdo envolve o
enfraquecimento e quebra das pontes de hidrogénio e dissulfidicas desestabilizando a
estrutura conformacional. Posteriormente, durante o resfriamento, ocorre polimerizagdo das
moléculas produzindo uma estrutura tridimensional, através de ligagcdes dissulfidicas
intermoleculares, interacées hidrofobicas e ibnicas, capaz de imobilizar fisicamente grande
parte do solvente (MANGINO et al., 2002). A integridade fisica do gel de proteina é mantida
pelo contrabalanceamento das forcas de atracdo e repulsdo entre as moléculas e destas
com o solvente circundante, porém em muitos casos, parte da agua é expelida
espontaneamente devido a prépria reorganizagao tridimensional de uma estrutura altamente

moével (ZIEGLER et al., 1990).
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A sinerese, em sistemas acidificados de caseinato de sodio, ocorre devido as
caracteristicas dinamicas da rede e principalmente devido a contragées do gel (BRAGA &
CUNHA, 2005 e MERINO et al., 2004), que pode ocorrer mesmo sem a aplicagcao de forgcas
externas (LUCEY et al., 1997 e LUCEY & SINGH, 1998). Durante a acidificacao da proteina
ocorre um rearranjo na sua rede contribuindo para o processo de encolhimento,

principalmente durante a acidificagdo lenta.

Quando se aumenta a quantidade de polissacarideos hidrofébicos em sistemas
contendo proteina, podem ocorrer variagbes nos valores de agua expelida
espontaneamente (sinerese) devido a ligacdes que estes polimeros realizam diretamente
com a proteina ou por mudangas nas suas conformagbes, devido a modificagdo no

ambiente.

Apesar dos amidos, durante a gelificacao e/ou armazenamento (sob refrigeracao ou
congelamento), apresentarem sinerese devido a interagdo das cadeias de amilose e
amilopectina (FUNAMI et al., 2007a e 2007b), o sinergismo entre este polissacarideo e a
proteina modifica suas propriedades funcionais e estruturais reduzindo a sua sinerese

(BRAGA & CUNHA, 2005).

2.6. Microestrutura de géis constituintes de alimentos.

De acordo com AGUILERA & STANLEY (1990), define-se como microestrutura de
alimentos a organizagdo dos componentes de um alimento e suas interagcdes o que resulta
em uma distribuicdo espacial. Ao sofrer processamento, a microestrutura do alimento é
destruida e reconstituida, o que poderia ser entendido como uma série de operacdes e

reestruturacdo e reorganizacao (KALAB et al., 1995).

A estrutura do alimento é de grande importancia em todos os aspectos de

funcionalidade. Realmente, a organizacdo microscépica da agua e outros componentes do
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alimento governam as informag¢des macroscépicas que estdo sendo observadas através de
instrumentagao, isto é, podem ser criadas areas muito heterogéneas no interior do alimento
fazendo que ocorram grandes modificagcdes na estrutura e textura do produto final (DAVIS et
al.,1980; KITAJIMA, 1999; AGUILERA & STANLEY, 1990). Os parametros que influenciam
grandemente tais propriedades sdo a retengdo de agua e a distribuicio da mesma;
aumentando o conteudo de &gua e, conseqglentemente, sua retencao pode-se criar
mudancas drasticas no estado fisico dos alimentos. A migracdo de agua é governada pelas
diferencas de potenciais quimicos de agua entre duas zonas diferentes do produto. Esta
migracao pode ser limitada pela porosidade do material, a viscosidade da matriz sélida e
pelas interagcdes multiplas nas quais a agua é envolvida. Depende também do coeficiente de
difusdo, temperatura, pressdo, composicdo, fatores geométricos, etc. (CORNILLON &

SALIM, 2000).

Nos ultimos anos, a microestrutura de alimentos vem sendo reconhecida como um
pré requisito necessario para entender as propriedades e funcionalidades dos alimentos.
Todos aqueles que tém interesse em descrever, prever e controlar o comportamento de
materiais alimenticios reconhecem a importdncia do conhecimento estrutural dos
componentes e a forma como estdo organizados, j4 que existe uma conexao causal entre
estrutura e funcionalidade. Desse modo, técnicas de analise de microestrutura sao
necessarias para entender as relagées estrutura-propriedades (AGUILERA & STANLEY,

1990), inclusive em sistemas contendo misturas de biopolimeros (TOLSTOGUZOV, 2003)

2.7. Caracteristicas térmicas

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) é uma técnica em que um diferencial
de energia é medido entre uma substancia e um material de referéncia como funcéo da
temperatura, quando ambos 0s materiais sdo sujeitos a um aquecimento ou resfriamento

programado (HIGUCHI & IIJIMA, 1985).
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Quando uma transicdo térmica ocorre, a energia absorvida ou liberada pela
amostra é suprida por um aumento, ou decréscimo, da energia fornecida a mesma pelo
calorimetro, para manter o balango de temperatura. Como esta energia fornecida é
diretamente equivalente, em magnitude, a energia consumida na transicdo, um registro
deste balango de energia produz uma medi¢ao calorimétrica da transicao de energia, a qual
€ registrada na forma de um pico. A area sob o pico € diretamente proporcional a mudanga
na entalpia (AH) e a sua direcao indica se o evento térmico é endotérmico ou exotérmico
(KARIM et al, 2000).

Uma cépsula de referéncia vazia € geralmente utilizada para que se consiga
determinar a capacidade calorifica da amostra. Deve-se notar que, como as amostras sao
seladas hermeticamente dentro das capsulas, o processo de gelatinizagdo provavelmente

ocorre sob uma pressao levemente elevada (2 a 3 atm) (SCHIRALDI et al, 1996) causado

pelo aumento na pressao de vapor quando as amostras sdo aquecidas.

Na analise térmica por DSC, efetua-se uma varredura de temperatura nas capsulas
de referéncia e com amostra e, simultaneamente, o calor adicionado a amostra em relagédo a
referéncia € medido. Qualquer mudanga induzida termicamente, que ocorra na amostra é
registrada na forma de um pico no termograma, quando se trata de uma transicao de
primeira ordem. Em alguns equipamentos, a energia extra requisitada para aquecer a
amostra (processo endotérmico) € apresentada convencionalmente, como um pico negativo,
enquanto que um pico positivo no termograma indica um processo com liberagédo de energia
(processo exotérmico).

No DSC, a diferenga no fluxo de calor entre a amostra e a referéncia inerte é
medida em funcao do tempo e temperatura, tanto da amostra como da referéncia, estando
sujeitas a um ambiente controlado (pressao, purga do gas). O programa de temperatura pré-

estabelecido pode ser isotérmico ou variar linearmente em fungao do tempo.
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O DSC possui algumas limitagcdes como a dificuldade de interpretacdo dos
resultados de fluxo de calor se multiplos processos estdo ocorrendo em uma mesma faixa
de temperatura. Em um material com um Unico componente pode ocorrer a sobreposicao de
diferentes tipos de transicOes, tais como fusdo e recristalizacdo, se o material for semi-
cristalino e mudangas na capacidade calorifica durante a reagado de cura exotérmica. No
caso de materiais multicomponentes, transicbes de diferentes componentes podem se
sobrepor. Além disso, nem sempre é trivial identificar a natureza de uma transi¢cdo: um pico
de relaxacao entdlpica sobreposto a variacao da capacidade calorifica na temperatura de
transicdo vitrea pode ser confundido com uma fusdo (HATAKEYAMA et al., 1988;
YOSHIDA et al.,1990, 1992).

A calorimetria diferencial de varredura é uma técnica de analise térmica que é
aplicavel a varios materiais incluindo polimeros, produtos farmacéuticos e alimentos. As
medidas realizadas em um calorimetro diferencial de varredura (DSC) fornecem
informagdes qualitativas e quantitativas em funcao do tempo e temperatura, considerando
as transigcbes em materiais que envolvem processos endotérmicos e exotérmicos, ou ainda
mudangas na capacidade calorifica. Algumas das vantagens que contribuiram para a ampla
utilizagéo do DSC sao: a facil preparacao da amostra, aplicabilidade em sélidos e liquidos,

rapido tempo de analise e ampla faixa de temperatura (WUNDERLICH, 2000).
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RESUMO

O amido possui algumas propriedades importantes que o tornam um componente
fundamental em muitos alimentos. Possui a capacidade de gelatinizar na presenca de
calor e agua e gelificar durante o resfriamento, porém, algumas caracteristicas podem
influenciar nestes processos, como: teor de cinzas, umidade, relagao
amilose/amilopectina, lipideos, proteinas e poder de inchamento. Neste trabalho, foram
determinas as caracteristicas fisico-quimicas do amido de amaranto que apresentou
2,42% (b.s) de teor de cinzas, 0,08% (b.s) de lipideos, 0,58% (b.s) de proteinas e 11,4%

(b.s) de amilose.

Palavras-chave: amido de amaranto, propriedades fisicas, microestrutura.

3.1. INTRODUCAO

O amido constitui uma importante reserva de nutrigio de todas as plantas
superiores (sementes, tubérculos, rizomas e bulbos). E um dos elementos mais
importantes da alimentagdo humana pelo fato de ser facilmente hidrolisado e digerido.
Sua estrutura é formada por dois polimeros, a amilose e amilopectina que séao
constituidas de cadeias de a-D-glucose. A amilose € um polissacarideo linear com peso
molecular entre 300 a 10* g/mol, formado por unidades de D-glucopiranose unidas entre
si por ligacdes glicosidicas o (1-4). A amilopectina € a fragdo altamente ramificada do
amido e é formada por varias cadeias constituidas de 20 a 25 unidades de o-D-
glucopiranose, com um peso molecular total da ordem de 10" a 10° g/mol. As proporgdes
de amilose e amilopectina exercem influéncia na viscosidade e na capacidade de
gelatinizacao e gelificagdo do amido (TESTER & MORRISSON, 1990).

Durante o aquecimento do amido em excesso de agua (gelatinizagdo) se da um
processo complexo que compreende a difusdo da agua para dentro do granulo, a lixiviacao

da amilose e a fusdo da amilopectina (BROUILLET-FOURMANN et al.,, 2003 ). Durante o
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resfriamento, o amido gelatinizado inicia o processo de gelificacao (formacao de gel ou de
precipitados microcristalinos, dependendo da concentracdo das solugdes e da velocidade
do resfriamento) (CALZETTA et al., 1999).

Apds a gelatinizagdo e o resfriamento do sistema, este se reestrutura ao
longo do tempo em um processo denominado retrogradagao. Tal fenbmeno é de grande
interesse, pois influencia a qualidade, aceitabilidade e vida de prateleira dos produtos
contendo o amido (SEOW et al., 2000).

O conhecimento destes trés fendmenos (gelatinizacéo, gelificagcao e retrogradacao)
sdao fundamentais para a utilizacdo do amido em alimentos. Porém, alguns fatores
influenciam estes processos, sendo que parte deles podem ser caracteristicas do proprio
polissacarideo, como umidade, cinzas, relacdo amilose/amilopectina, teor de lipideos e
proteina, microscopia do grao e o poder de inchamento dos granulos.

A umidade interfere na quantidade de amilose lixiviada e, portanto, na estrutura do
gel formado. Quanto maior a umidade no amido, menor sera a quantidade de agua
necessaria para sua gelatinizagao, além disso, a umidade esta estreitamente relacionada
as pontes de hidrogénio que se formam durante a cristalizagao, influenciando, desta forma,
seu comportamento reoldgico.

O teor de lipideos inibe a agdo da amilose, que atua como diluente durante o
intumescimento do grdo de amido (ZOBEL et al., 1984 e 1998; TESTER & MORRISON,
1990; BLANSHARD, 1987).

A relacao amilose/amilopectina atuara no desenvolvimento de um gel firme com
grande capacidade de retrogradar (amilose) ou um gel de dificil formagdo, com textura
gomosa e coesiva (amilopectina). A taxa de retrogradagado é afetada pela relagédo de
amilose e amilopectina, tamanho molecular, lipideos e outras fontes organicas (KOHYAMA

& NISHINARI. 1991). Além disso, 0 amido com maior quantidade de amilopectina “amido
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ceroso” é mais recomendado para sistemas mistos com proteina (BAKER & RAYAS-
DUARTE, 1998a).

As proteinas contidas ou adicionadas ao amido podem interagir com a amilose que
esta fora do granulo (apds a gelatinizacao) formando uma matriz complexa, na qual se
dispersam os granulos de amilopectina gelatinizados, promovendo modificacées das
propriedades reolégicas.

Uma vez que conhecimento do polissacarideo que se deseja estudar é de grande
importancia, o objetivo desta etapa serd estudar as caracteristicas fisico-quimicas
(umidade, cinzas, teor de amilose e amilopectina, de lipideos, de proteinas, tamanho

molecular e o poder de inchamento dos granulos) do amido de amaranto.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Matéria prima

O amido foi extraido da semente do amaranto da variedade “Amaranthus cruentus”
(safra de 2003 fornecido pela Embrapa e pela UFSC) pela tecnologia de moagem Umida
(PAMPA, 2003). Para isso se preparam varias bateladas de matéria prima, sendo que uma

propor¢ao de 50 % destes amidos foi utilizada na preparagdo das amostras.

3.2.2. Extracao do amido de amaranto
O amido foi isolado pelo método proposto por PAMPA (2003). A extracao foi feita
com solugdes alcalinas de NaOH (0,25%) a 5°C. Segue-se abaixo a descricdo detalhada

do procedimento experimental.

Imergiram-se 250 g de grao em uma solucao de hidréxido de sédio (NaOH) a 0,25%
p/v e manteve-se a temperatura de refrigeracdo (5°C) durante 24 horas. Ao final do
periodo citado, lavou-se os graos com agua destilada. Agregou-se ao material original um

pequeno volume de solugédo de hidréxido de sédio (0,25% p/v), sendo este entdo moido
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num processador (modelo S5, marca Arno) por cerca de dois minutos na poténcia
maxima. O material resultante foi filtrado através de uma peneira ou malha de aco
inoxidavel. O residuo que nao passou pela peneira voltou ao processador para ser
reprocessado. Este processo foi repetido quatro vezes até a completa trituragdo do grao,

consumindo um volume total de solucéo hidréxido de sddio de cerca de 1000ml.

A solugdo de NaOH (0,25% p/v) foi adicionada durante o processamento em
quantidades suficientes para assegurar que a moagem se realizasse sem elevagao da
temperatura no material; o qual foi filtrado sucessivamente através de trés peneiras com
aberturas de diametros de 80, 200 e 270 Mesh (177, 74 e 53 um). O filtrado foi
centrifugado a 3.000 g durante 20 minutos. Finalizada esta etapa, verificou a formagéao de
um sobrenadante de consisténcia mucilaginosa, de alto conteudo protéico (cuja
quantidade de proteinas foi previamente determinada pelo grupo de estudo) e cor ocre,

sendo este extraido do amido sedimentado, por raspagem, utilizando uma espatula.

O amido precipitado foi novamente suspenso com agua destilada, repetindo a
centrifugacdo e raspagem a quantidade de vezes necessdria a obtengdo de um

sobrenadante claro (sem presenca de pigmentos).

Finalizada a etapa de centrifugacéo, a suspensao foi neutralizada com uma solucéao
de &cido cloridrico (0,2N) até pH = 7,0. O material foi seco em estufa com circulagdo de ar

a 40°C por 24 horas.

Os flocos de amido de amaranto foram moidos em moinho laboratorial Quadrumat
Sénior (Brabender AG, Duisburg, Alemanha) e peneirados, com o0 objetivo de
homogeneizar a granulometria da matéria—prima. O amido, ja peneirado, foi
homogeneizado e armazenado em frascos escuros, fechados hermeticamente e mantidos

em ambiente refrigerado a 5°C até seu uso.
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O amido proveniente da safra de 2001 foi utilizado apenas como comparativo na

andlise de poder de inchamento e solubilidade.

3.2.3 Caracterizacao do amido

3.2.3.1. Determinacdo do teor de umidade
O conteddo de umidade foi determinado pelo método gravimétrico n° 92510
sugerido pela AOAC (1997), que consiste na permanéncia de 5g de amido em uma estufa
com circulagdo de ar a 105°C, por cerca de 4 horas (ou até que o peso da amostra nao

apresente mais variagao), sendo posteriormente pesado em balanga analitica.

3.2.3.2. Determinacdo do teor de cinzas
A determinacdo do teor de cinzas foi feita segundo a técnica n° 923.03 sugerida
pela AOAC (1997). Foram pesados 3g de amido de amaranto em capsulas de cerédmica
nao poroso, (previamente pesadas em balanga analitica) e levadas a mufla, onde ficaram
a 550°C por cerca de 2 horas (até a completa incineracao da amostra). Apdés o que, as
capsulas contendo a amostra foram colocadas em um dessecador contendo silica, onde
ficaram até que chegassem a temperatura ambiente, sendo entdo pesadas novamente

em balancga analitica. Tal andlise foi feita em triplicata.

3.2.3.3. Determinacdo do teor de lipideos
O teor de lipideos foi determinado por método Soxhlet (AOAC, 1997) utilizando-se

éter de petr6leo como solvente.

3.2.3.4. Determinagdo do teor de proteinas
O teor de proteinas da amostra de amido foi determinado pelo método de micro

Kjeldahl, n°979.09 sugerido pela AOAC (1997).
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3.2.3.5. Determinacgdo do teor de amilose
Na determinacdo do teor de amilose foi utilizado o método colorimétrico do iodo
simplificado, que se baseia na transmisséo de luz através de um complexo colorido que a
amilose forma ao reagir com o iodo (JULIANO, 1971) modificado por MARTINEZ e
CUEVAS (1989). O preparo da solucao de iodo encontra-se no apéndice |lI.

Leitura no espectofotébmetro:

A leitura das absorbéancias dos baldes da curva padrao, branco e amostra foi feita
em espectrofotébmetro digital modelo Micronal B342 (Brasil), no intervalo de luz visivel a
610nm. Os valores fornecidos pelo equipamento foram o resultado da média de 8 leituras.
O teor de amilose foi obtido a partir da curva padrao construida com amilose de batata

comercial.

3.2.3.6. Microscopia eletronica de varredura

A analise microscépica dos gréaos de amaranto e de amido de amaranto isolado a
partir do gréo foi feita através de Microscopia Eletronica de Varredura (M.E.V.) de marca
Leica e modelo LEO440i, sob aceleracao de voltagem de 10 kV.

Os graos inteiros foram congelados rapidamente em nitrogénio liquido (-196°C) e
entdo fracionados longitudinalmente com uma espatula e posteriormente aderidos a
superficies circulares autocolantes (“stubs”) onde foram recobertos com uma camada de
ouro de 92 angstrons.

O amido de amaranto foi acondicionado nos “stubs” da mesma forma que o gréo e
recoberto de ouro sem, no entanto que fosse necessario o congelamento em nitrogénio
liquido. A metodologia detalhada da microscopia eletrénica de varredura se encontra no

Apéndice llI.
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3.2.3.7. Determinacdo do poder de inchamento e da solubilidade
O poder de inchamento (P.l.) e a solubilidade do amido de amaranto foram
determinados pelo método de JENG-YUNE & AN-I (2001). Para efeito comparativo, a

mesma analise foi feita com o amido de milho como base de comparacao.

Foram preparadas (em ftriplicata) suspensdes contendo 1% (p/p) de amido de
milho ou de amido de amaranto (safras 2001 e 2003), as quais foram aquecidas em
banho térmico, por 30 minutos em cinco temperaturas diferentes na faixa de gelatinizacao
do amido (50, 60, 70, 80 e 90°C), sendo agitadas manualmente a cada 5 minutos, para

evitar a formacao de grumos.

Depois de gelatinizadas, as suspensodes foram centrifugadas por 10 minutos a
8000 x g em uma centrifuga de marca Beckman, modelo J2-21. Foi medido o volume de
sobrenadante, do qual foi retirada uma aliquota (de volume conhecido) que foi seca em
estufa a 100°C até que atingisse massa constante. A partir do volume de sobrenadante e
da massa da aliquota seca obteve-se a massa de sobrenadante seco (Msog) das
amostras em cada uma das cinco temperaturas. O material que ficou aderido nos tubos
da centrifuga foi pesado, obtendo-se assim a massa de precipitado (Mpgec). O poder de
inchamento (P.l.) dado em g H,O/g de amostra seca e a solubilidade (S) das amostras,
dada em porcentagem de amostra soltvel foram obtidos a partir das Equagdes (3.1) e

(3.2), respectivamente:

S = (MSOB/ MAMIDO) x 100 (31)

Pl = Mpgec / [Mamipo (100 - S)] (3-2)

Com Mawmipo = massa seca de amido utilizada na analise
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises fisico-quimicas (umidade, tor de cinzas, lipideos totais,
proteinas e amilose) realizadas nas amostras de amido de amaranto estdo descritos na

Tabela 3.1 e serao discutidos no decorrer dos itens 3.3.1 a 3.3.6.

Tabela 3.1: Caracteristicas fisico-quimicas do amido de amaranto

Analises fisico-quimicas Amido de amaranto

Umidade 8,2310,25%

Teor de cinzas 2,42+0,9 %
Lipideos totais 0,08+0,01%

Teor de proteinas 0,58+0,18 %
Teor de amilose 11,4+0,57%

Indice de inchamento (80°C) 14 gH,O/gamido
Solubilidade (80°C) 79%

3.3.1. Determinacao da umidade

Foi obtido um teor de umidade no amido de 8,23%0,25% em base Umida, valor
préximo ao reportado por PAMPA (2003), SAUNDERS & BECKER (1984) para o
Amarantus cruentus e por BAKER & RAYAS-DUARTE (1998a) para o Amaranthus
hypochondriacus que encontraram respectivamente, 10,8; 8 e 10,9% de umidade. O valor
€ superior ao encontrado por PEREIRA (2004) que foi de 6,17%, sendo que tal fato pode
ser explicado pelas diferengcas entre os processos de secagem do amido durante a
extragdo, pois a autora liofilizou o amido, enquanto que neste trabalho o material foi seco
em estufa. Dependendo da quantidade de agua contida no granulo de amido, esta pode

influenciar as propriedades reolégicas.
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3.3.2. Determinacao do teor de cinzas do amido
O teor de cinzas obtido foi de 2,42+0,9 % em base seca, valor este que encontra-se
um pouco abaixo do reportado na literatura para o Amarantus cruentus por SAUNDERS &
BECKER (1984), URIYAPONGSON & RAYAS-DUARTE, (1994) e PAMPA (2003); que
encontraram respectivamente 3,1; 3,46 e 2,91 % de cinzas em base seca de amido. O

valor encontrado foi superior ao (1,66%) determinado por PEREIRA (2004).

3.3.3. Determinacao do teor de lipidios totais
O teor de lipidios totais encontrado no amido de amaranto nao foi um valor
significativo (0,08+0,01% em base seca), sendo um pouco inferior ao determinado por

PEREIRA (2004) e PAMPA (2003), com um teor de lipidios de 0,09%.

Este teor tdo baixo de lipidios no amido se deve provavelmente ao fato de que
quando retiramos o sobrenadante de cor mucilaginosa (rico em pigmentos e proteinas)
durante o isolamento, retiramos com ele grande parte dos lipidios que encontravam-se

complexados com a proteina, que também foi retirada.

3.3.4. Determinacao do teor de proteinas
O teor de proteina encontrado para o amido de amaranto foi de 0,58+0,18 % em
base seca; tal valor embora seja baixo ainda encontra-se acima do valor encontrado por
BAKER & RAYAS-DUARTE (1998b), que foi de 0,43 % em base seca, 0 que deve-se
provavelmente a alguma diferengca com relagdo as variedades de Amaranhuso cruentus
argentina e a brasileira. O resultado também foi superior ao encontrado por PAMPA
(2003) com um valor de 0,4% e inferior ao encontrado por PEREIRA (2004) com um

resultado de 1,2%.
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3.3.5. Determinacao do teor de amilose
Para a obtencao do teor de amilose foi utilizada uma curva padrdo construida com

diferentes concentragées de amilose de batata (Figura 3.1).

0,030

0,025 - y = 0,0418x - 0,0001
R2 = 0,9996

Concentracao
A
o o o
— — N
o (@) ] o
| | |

o

0,005

0,000 \ \ ‘ !
0 0,2 0,4 0,6 0,8

Absorbancia

Figura 3.1: Curva padrao com diferentes concentragdes de amilose.

O teor de amilose encontrado foi de 11,4+0,57%, valor que esta abaixo do
reportado por WU & CORKE, (1999) para duas variedades diferentes de Amaranthus
cruentus (22,0% e 19,5%, para as variedades Beijing e Wuhan, respectivamente) e acima
do obtido por PEREZ et al. (1993) para a variedade R-149 do Amaranthus cruentus

(10,08%).

Ha, no entanto, uma grande variacdo dos valores reportados para o teor de
amilose do Amaranthus cruentus na literatura, uma vez que foram também encontrados
teores de 3,9 e 5,7% de amilose (HOOVER & MANUEL, 1996 e HOOVER et al., 1998) e
5,8% (PAMPA, 2003). Essa divergéncia entre os teores de amilose encontrados para
diferentes variedades de uma mesma espécie de amaranto também foi encontrada por
SUGIMOTO et al. (1981), para duas variedades de Amaranthus hypochondriacus. Valores
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de teores de amilose variando entre 0 e 14%, foram atribuida a efeitos do meio ambiente
de plantio revelando, portanto, que tanto amidos cerosos (ricos em amilopectina) como
nao-cerosos ocorrem em uma mesma espécie de amaranto. Tal teoria explica portanto, a
diferenca encontrada por WU E CORKE (1999) para os valores do teor de amilose de
variedades de Amaranthus cruentus plantadas em Beijing e Wuhan e a diferenga entre os
teores de amilose encontrada por PEREIRA (2004) e PAMPA (2003) para gréaos de uma
mesma variedade (BRS Alegria) de Amaranto cruentus, que foram, plantados em
diferentes locais (Distrito Federal e Parand, respectivamente) e pertenciam a safras

distintas (2001 e 2002, respectivamente).

3.3.6. Analises Microscopicas
Nas Figuras 3.2 e 3.3, as imagens obtidas por Microscopia Eletrénica de Varredura
(M.E.V.) do grédo de Amaranthus cruentus fracionado longitudinalmente, sdo apresentadas

com os aumentos de 3500 x e de 6000 x, respectivamente.
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Figura 3.2: Microscopia do amido de Figura 3.3: Microscopia do amido de
amaranto “Amarantus cruentus” (3500X) amaranto “Amarantus cruentus” (6000X)

Os gréanulos de amido apresentaram um diametro médio de 1 um, em formato

poligonal (Figuras 3.2 e 3.3). Esse tamanho dos grénulos de amido de amaranto é
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reduzido quando comparado aos granulos de amidos da maioria dos cereais, com
diametros superiores a 5 um (como o trigo e a aveia, como diametros de 6,5 e 7,9 um,
respectivamente), conferindo ao mesmo caracteristicas funcionais unicas (HOOVER et

al., 1998; ZHAO & WHISTLER, 1994, SAUNDERS & BECKER, 1984).

3.3.7. Poder de inchamento e solubilidade do grao de amido.
A influéncia da temperatura no poder de inchamento (P.l.) e na solubilidade do
Amaranthus cruentus na faixa de temperatura de gelatinizagéo, estdo ilustrados nas

Figuras 3.4 e 3.5.

A influéncia da temperatura no P.l. do amido de amaranto foi mais pronunciada no
intervalo entre 60 e 80°C, o que pode ser explicado pela ruptura do granulo de amido
neste intervalo de temperatura. O valor da temperatura de ruptura do granulo esta
certamente bem proximo a temperatura de inicio da gelatinizacdo, que foi de 68,50°C
para a suspensao com 5% de amido (determinada experimentalmente por calorimetria

diferencial de varredura).
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Observa-se, da Figura 3.4, que o amido de amaranto apresentou um poder de
inchamento muito superior ao do amido de milho e que o amido de amaranto da safra de
2003 apresentou um indice de inchamento levemente maior que o da safra de 2001,
mostrando a diferenca que ocorre entre 0s grao de uma mesma regido, mas de safras
diferentes. As diferengas entre os amidos de milho e amaranto ja eram esperadas uma
vez que o inchamento é uma propriedade da amilopectina (TESTER & MORRISON,
1990), a qual esta presente em maior quantidade no amido de amaranto (=86,5%) do que
no amido de milho (=73%). Além disso, o reduzido tamanho do gréo de amido amaranto
(cerca de 1 um) faz com que o mesmo tenha uma é&rea superficial por massa muito
superior a do amido de milho, sendo que este apresenta granulos de tamanho cerca de

dez vezes maior do que o primeiro (RESIO, 1999).

O maior indice de inchamento do amido de amaranto em relacdo ao de milho esta
de acordo ainda com o que foi reportado por TOLSTOGUZOV (2003) e STONE E

LORENZ (1984) que afirmaram que a amilose age como um diluente no inchamento do
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granulo de amido, uma vez que a mesma, disposta entre as camadas semi-cristalinas da
amilopectina, age como “grampos rigidos”, diminuindo a elasticidade das camadas

amorfas, que tém sua entropia diminuida, limitando assim o inchamento do granulo.

Nota-se, no entanto, uma grande variacao entre os valores reportados na literatura
para o poder de inchamento e a solubilidade do amido de amaranto, o que pode ser
atribuido a diferencas na composigdo do grao, nos métodos de isolamento do amido ou

ainda a condicdes de plantio (STONE & LORENZ, 1984).

Os valores reportados para o P.l. estdo de acordo com aqueles reportados por
STONE E LORENZ (1984) e RESIO et al. (2000) que mediram os valores do poder de
inchamento do amido de Amaranthus cruentus e de milho a 70°C, encontrando,
respectivamente, 9,24 e 8,85g agua/g amido de amaranto e 5,83g agua/g amido de milho
(para ambos os autores). PAMPA (2003) determinou também valores semelhantes de
poder de inchamento (9 e 6 g 4gua/g amido) a 70°C e de solubilidade (5 e 18%) a 80°C

para o amido de amaranto e de milho, respectivamente.

Como ja era esperado, a solubilidade dos amidos aumentou com a temperatura,
alcangando, porém valores muitos maiores para o0 amido de amaranto (Figura 3.5). Os
valores de solubilidade, encontrados neste trabalho, estdo de acordo com aqueles
reportados por RESIO et al. (2000) para os amidos de milho e amaranto e por PEREIRA

(2004).

Assim como verificado neste estudo, FREDRIKSSON et al. (1998) verificou que,
embora o teor de amilopectina do amido de amaranto (77,41%) seja superior aquele do
amido de milho (57,64%), o que certamente ndo favorece a solubilizagdo do granulo de
amido, o amaranto possui um elevado P.l., que acelera a entrada de agua no granulo e,
consequentemente, a solubilizagdo do mesmo, além do granulo de amido de amaranto

mostrar didmetro muito inferior aos demais cereais (WHILHELM et al., 2002; WU &
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CORKE, 1999; HOOVER et al., 1998; ZHAO & WHISTLER, 1994), o que faz com que 1g
de amido de amaranto tenha um nimero muito maior de granulos de amido do que 1g de
amido de milho, ligando-se mais rapidamente a agua e resultando, assim, em uma
propor¢ao muito maior de granulos de amido soluveis (o dobro a 90°C, por ex.) do que na

suspensao com amido de milho.

3.4. CONCLUSAO

O amido de amaranto apresentou 2,42% (b.s) de teor de cinzas, 0,08% (b.s) de
lipideos, 0,58% (b.s) de proteinas e 11,4% de amilose, valores que estdo proximos aos
encontrados na literatura. Os grénulos de amido de amaranto apresentaram um tamanho

meédio de 1um, um valor muito menor que os amidos encontrados em outras fontes.

A influéncia da temperatura no P.l. do amido de amaranto foi mais pronunciada no
intervalo entre 60 e 80°C, o que pode ser explicado pela ruptura do granulo de amido

neste intervalo.

O amido de amaranto apresentou um poder de inchamento muito superior ao do
amido de milho e o amido de amaranto da safra de 2001 apresentou um indice de
inchamento levemente superior ao da safra de 2003, mostrando que ocorre uma

diferenca entre os grédos de uma mesma regido, mas de safras diferentes.
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CAPITULO 4

Propriedades Reologicas e Estruturais de Sistemas

Acidificados Amido de Amaranto — Caseinato de Sodio
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RESUMO

As propriedades reoldgicas a baixas deformagbes de sistemas amido de amaranto -
caseinato de sodio foram avaliados em cisalhamento oscilatério, curvas de escoamento e
compressao biaxial. Ensaios de microscopia complementaram as analises reoldgicas,
contribuindo para o entendimento das interagdes entre os diferentes biopolimeros. Foram
avaliados os efeitos da velocidade de acidificagéo (lenta e rapida) e pH final (neutro e no
ponto isoelétrico da caseina) nas interagcdes entre os biopolimeros e sua conseqlente
influéncia nos parametros reologicos. Observou-se que nos sistemas onde o amido é pré-
gelatinizado antes de se realizar a mistura com o caseinato mais GDL (acidificacao lenta)
apresentam um gel mais forte e com comportamento reolégico semelhante as amostras
formadas dentro deste processo. Dentro deste processo, concentracbes maiores de
caseinato e amido apresentaram maiores valores de G’ e G”, sendo 0 comportamento
conduzido pelo caseinato. Comportamento diferente é encontrado nas misturas onde o
caseinato é acidificado juntamente com a gelatinizagdo do amido (acidificacao rapida). Neste
caso, 0 caseinato nao apresenta uma influéncia tdo grande, sendo o comportamento
reolégico governado pela rapida queda do pH. Todas as amostras apresentaram
comportamento pseudoplastico, no entanto, a adicdo de caseinato de s6dio nas suspensoes
de amido, em pH neutro, promoveu um efeito negativo sobre a viscosidade aparente.
Sistemas contendo proteina - amido formaram estruturas com cadeias ramificadas, cuja rede
se estrutura conforme se aumenta a concentracdo dos biopolimeros, sendo que, a
porosidade dos géis formados por acidificagdo lenta se apresenta maior e mais

uniformemente distribuido do que os géis formados por acidificagao rapida.

Palavras chave: Reologia, caseinato de sédio, amido de amaranto, microscopia.
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4.1. INTRODUCAO

Misturas de proteinas e polissacarideos sao freqluentemente encontradas em
sistemas alimentares, sendo que ambos os biopolimeros contribuem para a textura e a vida-
de-prateleira do produto. As proteinas podem exercer varias fungdes nos alimentos, como
espessante de solugdes, agente gelificante, espumante ou emulsificante, além do aspecto
nutricional (SGARBIERI, 1998). Os polissacarideos sao adicionados a produtos alimenticios,
para atuar como espessantes e estabilizantes, podendo até formar géis (SYRBE et al.,
1998). Estes hidrocoldides sdo geralmente utilizados em produtos com redugéo total ou
parcial de gordura, de forma a minimizar as alteragbes da textura do produto e evitar a
separacao de fases em emulsées (KATZBAUER, 1998). A influéncia dos hidrocoléides na
textura do produto pode depender das interacées entre o0s mesmos e também entre outros
biopolimeros e/ou outros componentes do alimento. Conseqlientemente, é importante
identificar as condi¢cdes 6timas nas quais o polissacarideo pode ser mais efetivo para as
propriedades desejadas no produto. Dentre os inuUmeros polissacarideos utilizados em
alimentos, o amido vem sendo largamente usado na industria de alimentos, inclusive em

produtos lacteos.

Dentre os diferentes tipos de amido, tem-se 0 amido de amaranto que esta recebendo
grande aceitabilidade no mercado. Proveniente da variedade “Amaranthus cruentus’, uma
planta dicotileddnea, cuja cultura é provavelmente originaria do México e América Central. A
implantacdo da cultura no Brasil esta sendo desenvolvida pela Embrapa que iniciou um
plantio em escala e tem como vantagem um cultivo rustico que se adequa a varios tipos de
clima. O amaranto é um pseudocereal com sementes de 1,0 mm — 1,5 mm de didmetro, cujo
valor nutritivo é superior ao leite, carne ou ovos. Além do elevado conteldo protéico, o gréao
de amaranto também possui um alto teor de amido, aproximadamente 65% b.s (WU &

CORKE, 1999). O amido tem sido utilizado tradicionalmente na industria de alimentos ndo sé
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como uma fonte de carboidratos, mas especificamente por seu poder ligante, espessante,
aglutinante ou estabilizante em diversas formulagdes alimentares. O amido de amaranto
possui caracteristicas especiais: granulo de pequeno diametro, faixa ampla de viscosidade,
resisténcia ao cisalhamento e estabilidade do gel ao congelamento (CALZETTA et al., 1999;

WU & CORKE, 1999).

O uso do amido na industria de alimentos implica no conhecimento do
comportamento dos géis produzidos, bem como das mudancas de estrutura produzidas pela
interacdo do amido com os diversos ingredientes das formulagdes (proteinas, agucares,
acidos, etc.). A adicao de proteinas e hidrolisados protéicos em amido promove alteracdes
significativas em suas propriedades ampliando a faixa de aplicagbes. Dentre estas, as
proteinas do leite possuem elevado valor nutricional, além de estar presentes em uma gama
de produtos e analogos de produtos lacteos que demandam a utilizacdo de espessantes e
estabilizantes. O caseinato de sédio forma solu¢des estaveis em pH neutro e gelifica quando
o sistema é levado ao ponto isoelétrico, o que é caracteristico de produtos lacteos
acidificados como o iogurte. Atualmente, o éster glucona-delta-lactona (GDL) vem sendo
muito utilizado para acidificar as proteinas do leite, sua hidrélise resulta na redugéo lenta do

pH.

As propriedades viscoelasticas de géis mistos e puros de biopolimeros diferem
consideravelmente por causa das interagbes intermoleculares entre os diferentes
componentes da mistura e possivel formagdo de uma rede tridimensional interpenetrante.
Ensaios dindmicos aplicados sob condicbes de pequena deformacdo, em baixas
freqliéncias, sdo convenientes para o estudo do grau de organizacao estrutural de sistemas
poliméricos e das ligagbes inter e intramolecular em redes entrelagadas, de géis fortes e
fisicos fracos (ROSS-MURPHY, 1995). Os dados obtidos a partir de varreduras de

freqliéncias podem ser usados para caracterizar ou classificar uma dispersao.
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Sistemas com mais de um biopolimero exibem comportamentos mais complexos que
sistemas puros ou de misturas de polimeros sintéticos. Isto se deve ao fato de que os
biopolimeros possuem um equilibrio relacionado ao estado de ordem — desordem de
conformacédo, além de apresentar transicdes e separacbes de fase em determinadas
situacdes (CESARO et al., 1999). A forca do gel, textura e estabilidade de produtos lacteos
gelificados sao importantes fatores relacionados a sua qualidade, justificando a necessidade

de identificar as interagdes entre os ingredientes presentes nestes produtos.

O estudo de sistemas-modelo tem grande importancia para elucidar as alteragcoes
micro e macroscépicas pelas quais os ingredientes passam quando sao alteradas as
condi¢des de processo (pH, temperatura, forga iénica, etc.). No caso de sistemas lacteos, o
estudo utilizando leite tornaria dificil a compreensédo dos resultados, pois este ingrediente
pode ser considerado uma emulsao coloidal de particulas de caseina, associadas em uma

forma micelar.

Portanto, muitos estudos em sistemas-modelo lacteos sao realizados com caseinato
de sodio, que além de apresentar, predominantemente, submicelas agregadas (CHU et al.,
1995) vém sendo muito utilizados em produtos lacteos analogos. Assim, a interagbes entre o
amido, caseinato de sédio e Glucona-delta-lactona (GDL) foram analisados de forma a
entender como a concentragdo destes componentes influencia nos parametros reolégicos a
baixas deformacgdes, nas propriedades mecanicas em compressao biaxial e nas suas

microestruturas.
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4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Matéria prima

Os ingredientes utilizados nos sistemas foram amido de amaranto, caseina e glucona-
d-lactona (GDL). O amido foi extraido da semente do amaranto da variedade “Amaranthus
cruentus” (fornecido pela Embrapa e pela UFSC) pela tecnologia de moagem umida (PAMPA,

2003). A caseina e o GDL foram adquiridos da Sigma-Aldrich Corporation (Inglaterra).

4.2.2 Métodos de Preparacao dos Sistemas Mistos

4.2.2.1 Preparacao do caseinato de sodio
A caseina foi dissolvida em agua deionizada sob agitacdo magnética, a uma
temperatura inferior a 40°C. O pH da solucdo foi ajustado para 6,7 com adi¢cdo de solugéo
de NaOH 40 e 20% p/v (para ajuste fino), até completa hidratacdo da caseina e formagao do

caseinato de sddio.

4.2.2.2. Preparagdo das amostras

Foram estudados trés métodos de preparagdo diferentes, baseados na forma de
adicao do precursor acido (GDL). No primeiro caso ndao houve adi¢do de GDL, no segundo,
as condicbes de processo levaram a uma taxa de acidificacdo denominada de lenta e no
terceiro, a taxa de acidificacdo foi bastante elevada (chamado de acidificagdo rapida). Em
todos os sistemas foram utilizadas duas concentragcées de amido (5 e 10% p/p) e de
caseinato de sédio (4 e 8% p/p), considerando 100g de agua deionizada. Nos sistemas
acidificados, a quantidade de GDL adicionada foi em uma razdo GDL/proteina suficiente
para se chegar ao pl da proteina (4,6 < pH < 4,7) ao final do processo, sendo os valores
usados determinados em ensaios preliminares. A Tabela 4.1 apresenta concentracdes e 0s

métodos de acidificacao utilizados.
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As concentracoes de amido e caseinato nas suspensdes estdo simbolizadas por
maiusculas, onde “A” significa amido, utilizando “Ag” quando o amido for pré-gelatinizado,
sendo seguido pela concentragdo dos mesmos na suspensao. A letra “C” significa caseinato,
seguido pela concentracdo de caseinato na mesma, sendo que “Ca” é utilizado quando o
caseinato é acidificado antes da mistura com o amido pré-gelatinizado. O modo de
preparacdo das amostras também estd simbolizada por letras, as amostras que foram
preparadas com todos os seus componentes juntos possuem as letras “TJ”. Quando as

amostras nao forem acidificadas com GDL (branco) sera seguida pela letra mindscula “b”

(sem GDL).
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Tabela 4.1: Concentracbes dos componentes e métodos de acidificacao utilizados

para o preparo das amostras estudadas.

Amostras Concentracao Concentracao de Razao de GDL Método de
de amido (p/p) caseinato (p/p) (GDL/Caseina) acidificacao
A5 5 0 N&o acidificado
A5C4b 5 0 Néao acidificado
A5C8b 5 0 N&o acidificado
Ag5Ca4 5 0,162 Lenta
Ag5Ca8 5 0,167 Lenta
TJA5C4 5 0,160 Répida
TJA5CS8 5 0,155 Répida
A10 10 0 N&o acidificado
A10C4b 10 0 N&o acidificado
A10C8b 10 0 Né&o acidificado
Ag10Ca4d 10 0,220 Lenta
Ag10Ca8 10 0,175 Lenta
TJA10C4 10 0,200 Répida
TJA10C8 10 0,170 Répida

O método de preparo dos trés tipos de sistemas é descrito a seguir:

1)

Sem acidificagcdo: as suspensdes de amido foram gelatinizadas em banho

termostatico a 90°C sob suave agitacdo durante 15 minutos. Imediatamente apds a

gelatinizagcao do polissacarideo, o caseinato de sédio, a temperatura de 25°C, foi misturado



a suspensdo de amido sob constante agitacdo até formar uma suspensao homogénea
(aproximadamente 3 minutos), sendo esta rapidamente resfriada em banho de gelo para

posterior armazenamento.

2) Acidificagdo lenta: as suspensdes de amido foram gelatinizadas a 90°C, como
no preparo das amostras nao acidificadas. Apos a sua gelatinizacao, a solugao de amido foi
resfriada até 60°C para, entdo, acrescentar o caseinato de sodio mais GDL. Quantidades
diferentes de GDL foram dissolvidas previamente no caseinato (a 25°C) antes deste ser
misturado com o amido pré-gelatinizado. Apds esta mistura, as suspensdes foram
rapidamente resfriadas em banho de gelo e armazenadas a 10°C por 48 horas, ou seja, até

suposto equilibrio, onde comega a ocorrer variagbes minimas nas propriedades.

3) O resfriamento da suspensao de amido de 90° C para 60° C foi necessaria
para evitar a exposicao da mistura caseinato de sodio- GDL as altas temperaturas, evitando

deste modo a aceleragao da acidificagéo da proteina.

4) Acidificacao rapida: Os componentes (amido, caseinato de sédio e GDL)
foram misturados previamente a gelatinizacdo que ocorreu a 90°C por 15 minutos sob suave
agitacdo. As suspensdes foram rapidamente resfriadas em banho de gelo e armazenadas a

10°C por 48 horas.

4.2.3. Cinética de acidificacao

As amostras foram preparadas conforme o item 4.2.2.2. sendo que foram adicionadas
varias raz6es de GDL/proteina a fim de se observar o equilibrio do pH apo6s 48 horas. Os
géis foram formados em recipientes tipo “eppendorf” e acondicionados por até 72 horas a
10°C afim de se verificar se ocorreu uma queda significativa no valor do pH apés as 48 horas.

Neste intervalo de tempo foram feitas varias medidas de pH (pHmetro Sentron 2001, Sentron
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Inc. — EUA). Esse processo foi realizado para se determinar qual razdo de GDL/proteina seria

utilizada nos demais procedimentos.

Para as analises de cinética de gelificacdo por turbidez as amostras foram
preparadas de forma semelhante a cinética de pH, porém acondicionadas em cubetas, sendo
as leituras visualizadas no espectrofotémetro digital modelo Micronal B342 (Brasil) a 10°C, no

intervalo de luz visivel a 500nm durante 72 horas.

4.2.4. Ensaios reologicos sob cisalhamento

A medigbes reolégicas foram realizados em um reébmetro de tensao controlada,
marca Carrimed, modelo 500 CSL?, TA Instruments, Inglaterra. A geometria utilizada foi do
tipo: cone/placa de didmetro 4cm ou 6 cm e angulo de 2°, sendo que o cone utilizado foi de
aco inoxidavel e truncado na extremidade. Tal redmetro possui um sistema de controle da
temperatura de ensaio através da placa Peltier, onde a agua circula internamente com

temperatura controlada por um banho térmico acoplado ao Peltier.

Nos ensaios de gelatinizacdo e gelificagcdo, com o objetivo de se evitar o
ressecamento da suspensao de amido durante a realizagao do experimento, aplicou-se 6leo

de silicone na superficie da amostra exposta ao meio externo.

No caso das curvas de escoamento e espectros mecanicos, foram utilizados dois
artificios diferentes para evitar o ressecamento da amostra durante a realizagdo do
experimento. Como tais ensaios foram realizados a temperatura constante, utilizou-se 6leo
de silicone na superficie da amostra exposta ao meio externo somente para 0s ensaios
realizados a uma temperatura superior a 40°C. Nos demais ensaios realizados a
temperaturas menores, adicionou-se agua no “solvent-trap”, um “compartimento” localizado
na parte superior da geometria, a qual foi isolada do meio externo pela colocagdo de uma

espécie de redoma, permitindo que a geometria girasse livremente expondo a amostra a um
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ambiente saturado em agua, sem risco de ressecamento da suspensao de amido durante o

ensaio.

Para se determinar as temperaturas de inicio de gelatinizagdo, foram realizadas
derivadas dos modulos de armazenamento e de dissipacdo, determinados através das
curvas de gelatinizacao, em relagdo a temperatura (dG’/dT e dG”/dT). As taxas de aumento
de G com relagdo ao tempo foram determinadas a partir da derivada do mdédulo de
armazenamento em relacdo ao tempo (dG’/dt) com o objetivo de se verificar um suposto

valor que representasse a velocidade de gelatinizacao.

4.2.4.1. Ensaios de gelatinizagdo e gelificacdo (Realizados no reémetro)

As misturas ndo gelatinizadas foram submetidas a ensaios oscilatérios (a baixas
tensdes e portanto nao destrutivos) cura térmica, em que foram obtidos os valores de G’ e
G” em funcdo de rampas de temperatura de 40 a 90°C (gelatinizagdo) e posterior
resfriamento de 90 a 10°C (gelificagdo), a uma taxa de aquecimento ou resfriamento de
2°C/min e uma freqiéncia constante (o) de 1 Hz. Para efeito de se ter um entendimento
mais aprofundado do mecanismo de gelatinizagdo, algumas amostras (em triplicatas) foram
mantidas a 90°C por 15 minutos logo apds a gelatinizagcdo, nas mesmas condi¢cdes de

tensdo oscilatéria descritas nos itens abaixo.

Para garantir que a tensé@o aplicada durante as curas térmicas estivesse dentro do
intervalo de viscoelasticidade linear, avaliou-se as Figuras de Lissajous da relagao tensao-

deformacdo com uma grandeza variando de 10° a 102
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4.2.4.2. Caracterizagdo Reoldgica dos Géis Gelatinizados
4.2.4.2.1. Curvas de escoamento (ensaios estacionarios)

Apbés 48 horas de armazenagem a 10°C, foram determinadas, nesta mesma
temperatura, as curvas de escoamento das suspensodes gelatinizadas. Para tal foi utilizada a
técnica de passos multiplos de tensao controlada, variando da menor para a maior tensao. O
intervalo de tensdo em que seria realizado o ensaio foi obtido anteriormente pela varredura
das taxas de deformacéo de 0,01 até 300 s™', onde se obteve para estes valores de taxa de
deformacédo os valores correspondentes de tensdo de cisalhamento que deveriam ser
utilizados na obtencao das curvas de escoamento. Todos os ensaios foram realizados em

triplicatas.

Nas curvas de escoamento foram medidas uma subida (da menor para a maior
tensdo de cisalhamento), uma descida (sentido contrario) e outra subida, com o objetivo de
obter na segunda subida dados de tensdo e taxa de deformacao isentos de efeitos de

estruturas dependentes do tempo.

4.2.4.2.2. Espectros mecanicos
Os géis foram caracterizados pela medicao dos espectros mecanicos na zona linear
de resposta. Previamente aos ensaios foi determinado o intervalo linear de resposta, através
de uma varredura de tensao, a freqiiéncia constante de 1 Hz. Os espectros mecénicos das
diversas amostras foram determinados pela varredura de freqtiéncia entre 0,005 e 12 Hz, a
uma tensdo constante (contida no intervalo linear) a temperatura de 10°C. Neste caso os

ensaios foram realizados em duplicatas.

Para comparar estatisticamente os resultados, foram analisados valores de G’ e G”

medidos na freqiiéncia de 1 Hz.
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4.2.5. Ensaios reologicos realizados em escoamento extensional

Os géis foram preparados conforme item 4.2.2.2. e, posteriormente, colocados em
placas de Petri com 140 mm de diametro (1,0 + 0,1 cm de espessura da amostra)
armazenados a 10°C por 48 horas. As medidas foram feitas em equipamento TA.TX2i
Texture Analyser (Micro Stable Systems, UK) com célula de carga de 25 kg. As amostras
foram submetidas a velocidade de compressdo de 0,2 mm/s até 70% de sua altura inicial
utilizando uma geometria (100 mm de diametro) lubrificada com silicone. Os dados de forga
(F) e altura (H) ao longo do tempo foram usados para a obtengao dos parametros reologicos.
O valor de n (indice de comportamento do fluido) foi determinado pela regressao linear da
relacdo logaritmica entre forca e altura (log F versus log H) e o valor de k (indice de
consisténcia) foi determinado a partir da equacao 2.4. Ap6s a compressao, a geometria foi
mantida na posicao correspondente a 70 % da altura inicial do gel com o objetivo de medir a
forca de reacéo da estrutura remanescente apds a compressao, sendo este dado convertido
em tensdo, podendo ser associado a uma eventual componente de tenséo residual presente

na amostra. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.

Uma estimativa relativa da tensao residual também pode ser realizada em ensaios de
compressdo a uma taxa de deslocamento constante. Neste experimento a amostra é
submetida a uma determinada deformagao instantanea e posteriormente permite-se que a
amostra relaxe a forgca de compressao durante um tempo de experimento, neste caso 300 s.
Um indicativo da tensao residual é a tensao residual aparente apdés um tempo de decaimento

da forca de compressao, que pode ser obtida pela equacgéo 4.1..

G — FaVSOOs
ap300s 7Z'R2 (41)
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Onde oap300s € a tensdo residual aparente a 300s, Fapsoos € @ forga @ 300s e R o raio
da geometria. Na técnica Compressao Biaxial Imperfeita de Compresséo, a forga exercida
por fluidos sem tensdo residual decai até o valor da forga de empuxo quase que
instantaneamente. Quanto maior a tensao residual presente no fluido e quanto maior o
“carater” de solido da estrutura, maior sera a magnitude da forga residual, ou tensao residual
aparente ap6s o tempo de relaxagado. Este dado seria um parametro do “grau de rigidez” da
amostra e seria um indicativo da tensdo residual existente (TERPSTRA et al.,, 2007 e

CAVALLIERI, 2003).

4.2.6. Analise estrutural
A andlise estrutural foi estudada através de imagens geradas pelo microscépio
eletrébnico de varredura (SEM) e de transmissao (TEM). A preparagdo das amostras e o

modo como foi desenvolvida a analise esta no apéndice lIl.

As amostras Ag5Ca4 e TJA5C4 mesmo com todos os cuidados, ainda apresentaram
“charging up”. Para minimizar este efeito foram feitas varreduras mais rapidas, que apesar de

diminuir o “charding up” resultou em um prejuizo ao foco das imagens.

4.2.7. Analise estatistica dos resultados
A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa STATISTIC 7,0: Basic
Statistics and tables. O teste de Tukey (p<0,05) foi utilizado para realizar a comparacao das

médias das propriedades dos sistemas puros e misturas.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Preparacao das amostras
Inicialmente concluiu-se que o melhor procedimento para elaboragdo das amostras

seria misturar o “amido gelatinizado” com a mistura “caseinato mais GDL”. Posteriormente
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decidiu-se estudar simultaneamente outro processo (gelatinizacdo do amido, caseinato e
GDL juntos) devido constatar-se grandes diferencas de cor (Figura 4.1) e pH (item 4.3.2)

entre os dois procedimentos, que poderiam resultar em propriedades diversas das misturas.

A opcado de se estudar dois métodos de acidificacdo iniciou-se nas andlises
preliminares, visto as diferengas (cor e viscosidade) claramente perceptiveis entre os dois
procedimentos. A partir dos testes iniciais notou-se que o estudos dos dois processos (lento
e rapido) enriqueceria o conhecimento destes sistemas, sendo que inicialmente, o processo
lento pode promover uma grande variedade de caracteristicas nos produtos e o processo
rapido, além de diversificar estas caracteristicas, pode ser relevante na diminuicdo nos

tempos de processo promovendo um aumento na produtividade das industrias alimenticias.
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Figura 4.1: Comparacgao de cor dos dois prhocessos de preparacao. A) Amido (10%),
caseinato (8%) e GDL gelatinizados todos juntos. B) Amido (10%) pré-gelatinizado misturado
com caseinato e GDL (8%).

Na amostra A (Figura 4.1) o caseinato e o GDL foram adicionados ao amido
antes da gelatinizagéo, o gel foi branco e opaco e a gelatinizagdo do amido ndo foi completa,
o que foi comprovado posteriormente em analises de microscopia em que se observa
particulas esféricas de amido (Figura 4.34b e 4.34d), além disso, logo apds a gelatinizagao
este possuia pH proximo ao pl da proteina. Na amostra B o amido foi pré-gelatinizado antes
de ser misturado a solugéo de caseinato e GDL. Logo apds a mistura, o gel era transparente,
levemente amarelado e seu pH estava em torno de 5,9. Somente apds aproximadamente 16

horas seu pH chegou préximo ao ponto isoelétrico do caseinato (pH= 4,6-4,7).
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4.3.2. Ensaios de cinética de pH

Um dos objetivos da cinética de acidificacao foi identificar a razdo de GDL/caseina
(p/p) a se utilizar para que o pH das amostras no equilibrio resultasse em um valor préximo
ao pl do caseinato de sodio (pl=4,6-4,7). A Tabela 4.1, contida em Material e Métodos,
mostrou a razdo de GDL (selecionada ap6s a cinética de gelificacdo) para cada gel e a

Tabela 4.2 apresenta algumas razdes de GDL estudas e o valor de pH final de cada cinética.

As concentragcées de amido e caseinato nas suspensdes estdo simbolizadas por
letras mailsculas, onde “A” significa amido, utilizando “Ag” quando o amido for pré-
gelatinizado, sendo seguido pela concentragdo dos mesmos na suspensdo. A letra “C”
significa caseinato, seguido pela concentracdo de caseinato na mesma, sendo que “Ca” é
utilizado quando o caseinato é acidificado antes da mistura com o amido pré-gelatinizado. O
modo de preparagao das amostras também estdo simbolizadas por letras, as amostras que

foram preparadas com todos os seus componentes juntos possui as letras “TJ”.
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Tabela 4.2: pH final das razdes de GDL/caseina utilizadas nas amostras apds cinética de 72
horas.

AMOSTRAS RAZAO DE GDL pH final
(R = GDL/Caseina)

Ag5Cad 0,160 4,750,071
Ag5Cad 0,165 4,67+0,02
Ag5Cad 0,170 4,49+0,02
Ag5Ca8 0,155 4.76+0,02
Ag5Ca8 0,165 4.65+0,02
Ag5Ca8 0,175 4,54+0,02
Ag10Ca4 0,200 4.79+0,02
Ag10Ca4 0,220 4.68+0,02
Ag10Ca4 0,250 4.49+0,02
Ag10Ca8 0,170 4,74+0,01
Ag10Ca8 0,175 4,63+0,02
Ag10Ca8 0,178 4,42+0,01
TJA5C4 0,155 4,71%0,02
TJA5C4 0,160 4,60+0,02
TJA5C4 0,165 4,52+0,02
TJA5C8 0,155 4,68+0,01
TJA5C8 0,160 4,59+0,02
TJA5C8 0,165 4,53+0,01
TJA10C4 0,190 4,72+0,01
TJA10C4 0,200 4,65+0,02
TJA10C4 0,250 4,53+0,01
TJA10C8 0,165 4,75+0,02
TJA10CS 0,170 4,62+0,02
TJA10CS 0,175 4,52+0,02
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Pela Tabela 4.2 pode verificar-se que as amostras onde o amido é gelatinizado junto
com o caseinato e GDL, a quantidade de precursor acido € geralmente menor. Isto ocorre
porque, em agua, o GDL hidrolisa lentamente formando acido glucbnico, ou seja, ions (H+) o
que promove a reducao do pH. Este fendmeno esta diretamente relacionado com a entalpia
de hidrélise do GDL (AHug4.), Sabe-se que a entalpia tem uma estreita relacdo com a
temperatura, ou seja, um aumento na temperatura promove um aumento na AHgig., liberando
rapidamente uma quantidade grande de ions no sistema conduzindo a coagulagdo das
proteinas. Quando todas as proteinas estdo agrupadas inicia-se um fenbmeno que funciona

com um “efeito tamponante” para a acao do GDL (DE KRUIF, 1997).

As Figuras 4.2 a 4.5 mostram as cinéticas de variacdo de pH para as amostras
Ag5Ca4, TJA5C4, Ag5Ca8, TJA5C8, Ag10Ca4, TJA10C4, Ag10Ca8, TJA10C8, em funcao

do contetido de GDL adicionado.
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Figura 4.2: Cinética de acidificacdo das amostras (a) AgbCa4 e (b) TJA5C4 variando a razao
de GDL. Sendo “Ag” (o amido foi pré-gelatinizado antes da mistura), “Ca” (o caseinato foi
acidificado antes da mistura” e “TJ” (os componentes foram gelatinizados todos juntos). O
namero apos a letra indica a concentragcao do componente.
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Figura 4.3: Cinética de acidificacdo da amostra (a) Ag5Ca8 e (b) TJIA5C8 variando a razao
de GDL. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), “Ag” (o amido foi pré-gelatinizado antes da
mistura), “Ca” (o caseinato foi acidificado antes da mistura” e “TJ” (os componentes foram

gelatinizados todos juntos). O nimero apds a letra indica a concentragdo do componente.
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Figura 4.4: Cinética de acidificacdo da amostra (a) Ag10Ca4 e (b) TUA10C4 variando a razéo
de GDL. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), “Ag” (o amido foi pré-gelatinizado antes da
mistura), “Ca” (o caseinato foi acidificado antes da mistura” e “TJ” (os componentes foram
gelatinizados todos juntos). O numero apos a letra indica a concentragédo do componente.
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Figura 4.5: inética de acidificacdo da amostra (a) Ag10Ca8 e (b) TJA10C8 variando a razéao
de GDL. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), “Ag” (o amido foi pré-gelatinizado antes da

mistura), “Ca” (o caseinato foi acidificado antes da mistura” e “TJ” (os componentes foram

gelatinizados todos juntos). O numero apos a letra indica a concentragédo do componente.

Pelas Figuras 4.2b, 4.3b, 4.4b e 4.5b nota-se que as amostras em que o amido foi

gelatinizado e acidificado junto com o caseinato, o gel possuia pH préoximo ao pl da proteina

99



logo ap6s a sua preparagdo, devido a elevada velocidade de hidrolise do GDL a altas

temperaturas (acidificagéo rapida).

As Figuras 4.2a, 4.3a, 4.4a e 4.5a mostram que os géis formados a partir do amido
pré-gelatinizado antes de ser misturado ao caseinato mais GDL, em que observou-se pH em
torno de 5,9 logo depois do preparo. Somente apds aproximadamente 16 horas (acidificagéo
lenta) seu pH chegou préximo ao ponto isoelétrico do caseinato. Nas amostras em que se
gelatinizou a mistura de amido/caseinato tudo junto com a acidificacao (TJ), verificou-se uma

gueda rapida do pH inicial para aproximadamente 5,0.

4.3.3. Ensaios de gelatinizacao e gelificacao

Inicialmente, se estudou o efeito da concentracao de amido, analisando as curvas de
gelatinizacado e gelificacdo das suspensdes contendo 5 e 10% de amido (item 4.3.3.1).
Posteriormente, verificou o efeito do caseinato de sodio na gelatinizagéao e gelificacdo destas

suspensodes (item 4.3.3.2).

Misturas de amido de amaranto (nas concentracées de 5 e 10%, tendo como base
100 g de agua), caseinato de sodio (4 e 8%, tendo como base 100 g de agua) acidificados
com GDL foram aquecidas de 40 a 90°C (gelatinizadas) e depois resfriadas de 90 a 10°C
(gelificadas) a fim de se verificar como a acidificagao afetaria os géis. Embora o aquecimento
tenha se dado no intervalo de temperatura de 40 a 90°C, os graficos foram construidos de 60

a 90°C, onde foi observada a estruturagéo das suspensdes durante a gelatinizagao.

A Tabela 4.3 apresenta as temperaturas de inicio de gelatinizagéo (dG/dT e dG”/dt) e
as taxas de aumento em G” com relagédo ao tempo (dG’/dt) para o amido puro (5% e 10%
p/p) e para os sistemas mistos contendo caseinato de sodio (4 e 8% p/p) mais GDL. A taxa
de aumento em G” relativo ao tempo (suposta velocidade de gelatinizagao) foi determinado

como o dG*/dt, esses valores podem ser observados na Tabela 4.3. A Tabela 4.4 mostra os
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valores de G’ e G” do amido puro e dos sistemas mistos contendo caseinato de sédio-GDL a
90°C e 10°C. Estas Tabelas comparam todos os sistemas estudados e foi colocada

previamente, neste item, por fazer parte da discussao dos itens abaixo (4.3.3.1 a 4.3.3.3).

Tabela 4.3: Temperaturas de inicio de gelatinizagdo do amido puro (5% e 10% p/p) e dos
sistemas mistos contendo caseinato de sédio (4 e 8% p/p) e GDL a 90°C e 10°C,
considerando os dois métodos de preparagao.

To em G’ (°C)* To em G” (°C)* dG/dt

Amostras
dG’/dT dG/dT (Pa)**
A5 70,340,12 69,420,12 0,038°
A5C4b 70,5+0,12 69,620,12 0,030°
A5Cb 72,0+0,2° 71,140,1° 0,003°
TJA5C4 70,840,32 69,3%0,12 0,170°
TJA5C8 71,940,2° 70,4+0,1 2 0,860°
A10 70,6%0,1° 69,7+0,1° 0,100°
A10C4b 70,840,2° 69,8+0,1° 0,320°
A10C8b 71,7+0,3° 70,5+0,1° 0,020?
TJA10C4 70,840,2° 69,50,1° 0,300°
TJA10CS8 71,120,1¢ 70,040,1° 0,350°

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si para p<0,05.
*To: Temperatura de inicio de gelatinizagao (°C).
**(dG’/dt): Taxas de aumento em G” com relacdo ao tempo (representa a velocidade de

gelatinizacao).
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Tabela 4.4: Valores de G’ e G” do amido puro (5% e 10% p/p) a 90°C e 10°C, considerando

0s dois métodos de preparacgao.

Valor de G’ Valor de G” Valor de G’ Valor de G”
Amostras 90°C (Pa) 90°C (Pa) 10°C (Pa) 10°C (Pa)
A5 4,10+0,52 4,07+0,42 5,4820,7° 9,61+0,8°
A5C4b 10,97+1,2° 5,19+1,12 12,05+0,9° 12,14+1,7°
A5C8b 1,2440,3° 1,1340,6° 3,45+0,4° 4,27+0,8°
TJA5C4 13,742,9° 10,97+1° 7,15+0,92 12,05+1,8°
TJA5C8 103,810, 2¢ 15,57+1,1° 203,45+16,4° 16,95+2,0°
A10 28,49+2,° 9,11+1,9° 44,67+4,7° 15,55+2,6°
A10C4b 54,4445 23" 8,82+1,1° 74,0545,8 18,9242 5°
A10C8b 8,35+1,3° 4,96+0,8' 11,67+1,6g 15,61+1,7°
TJA10C4 53,42+3,57' 33,5+5,3° 74,0516,9' 23,5+1,65'
TJA10C8 73,31+8,26" 16,98+2,1" 1493+97,5" 469+25,79

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, néo diferem entre si para p<0,05.

4.3.3.1. Efeito da concentragdo de amido na gelatinizacdo das suspensoes

Visto as caracteristicas diversas constatadas no amaranto em funcdo do local de
plantio e safra, repetiu-se os ensaios realizados por PAMPA (2003) e PEREIRA (2004) para
a gelatinizacdo de suspensdes do amido podendo utiliza-las como padrdo de comparacao

com as misturas.

Nas Figuras 4.6a e 4.6b, podem ser observadas as curvas de gelatinizagéo

(aquecimento) e posterior gelificagao (resfriamento) das suspensdes de amido (5 e 10%).
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O aumento acentuado de G’ e G” durante o estagio inicial da gelatinizagdo pode ser
atribuido ao aumento das interagbes entre os granulos de amido dispersos e a amilose ou
amilopectina, ou seja, a um aumento na adesado entre a fase continua e os granulos
dispersos de amido (“ghosts”) na suspensdao (ORTEGA-OJEDA & ANN-CHARLOTTE, 2001

e FREDRIKSSON et al., 1998).
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Figura 4.6: (a) Curvas de G’ e (b) Curvas de G” em fungéo temperatura das suspensoées de
amido (5 e 10%). A: amido e o numero em seguida representa a concentracdo. Aquec:

aquecimento e resf: resfriamento.

A amilose e amilopectina que saem dos granulos de amido aumentam a viscosidade
da suspenséao e, conseqlientemente, os valores de G”, até atingir o estagio em que todos os
granulos de amido perderam substancialmente a sua estrutura molecular (AVANZA et al.,

2003 e JENG-YUNE & AN-1, 2001).

O forte aumento de G”, para a suspensao contendo amido puro na concentracéo de
5% e 10% se da por volta de 69°C (Tabela 4.3). O aumento de G’ durante a gelatinizagao se

da pelo crescente ganho de elasticidade do granulo de amido com a saida da amilose e
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quebra das duplas hélices (ADDO et al., 2001 e MILES & MORRIS, 1985) e isto ocorreu ao

redor de 70°C (Tabela 4.3).

Pela Tabela 4.4 nota-se que os valores de G° e G” aumentam com o0 aumento da
concentracdo de amido de 5 para 10%, 0 que mostra a importancia deste biopolimero na

formacao estrutural do gel.

O aumento da concentracdao de amido na suspensao conduziu a uma aceleracao na
na taxa de aumento de G” (Tabela 4.3), demonstrado pelo aumento na velocidade de perda
da cristalinidade e consequente desenvolvimento das caracteristicas elasticas (G’) e
viscosas (G”) no sistema, o que esta demonstrado pela subida mais pronunciada dos valores
de G’ e G” (Figuras 4.6a e 4.6b) a medida que se aumentou a concentracdo de amido no

sistema.

O aquecimento de 40 a 90°C, a uma taxa de 2°C por minuto, foi insuficiente para a
completa gelatinizagdo das suspensdes de amido (Figuras 4.6a e 4.6b), que continuaram
apresentando um aumento de G’ e G”, sem a presenca do platé (G’ = constante), como havia
sido reportado por PAMPA (2003), que também realizou ensaios de gelatinizagdo com a

mesma variedade brasileira de Amaranthus cruentus.

PEREIRA (2004) trabalhou com o amido liofilizado, proveniente da variedade
Amaranthus cruentus, realizou 0 mesmo procedimento utilizado neste trabalho, e também
nao chegou a um platé no final da gelatinizacdo. Comparando os resultados com os de
PAMPA (2003) e PEREIRA (2004) chegou a conclusdo que a maior velocidade de
gelatinizacao reportada pelo primeiro autor poderia ser atribuida as diferengas no método de
isolamento do amido (que foi seco em estufa a 40°C por 48h ao invés de liofilizado). Este

fato ndo se confirmou neste trabalho, pois assim como PAMPA (2003) o amido foi seco em
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estufa e chegou-se a resultados mais proximos aos encontrados por PEREIRA (2004), que

néo alcangou um platé durante a gelatinizagao.

A presenca de platd nos estudos de PAMPA (2003) pode ser devida a menor
guantidade de amilose do amido utilizado (5,8%), 0 que resulta em uma menor quantidade
de amilose a ser lixiviada do granulo de amido durante a fase inicial da gelatinizagdo. Além
disso, pode-se supor que em suspensdes de amido com maiores conteudos de amilose, 0
aumento de G’ também reflete 0 aumento da formacédo das duplas-hélices da amilose

lixiviada do granulo de amido (BLANSHARD, 2006 e PAREDES-LOPEZ et al., 1994).

O aumento de G’ durante o resfriamento das suspensdes gelatinizadas, nada mais é
do que um indicativo da estruturagdo que acontece durante a gelificacao das suspensdes de
amido. A etapa de resfriamento das suspensdes gelatinizadas de amido caracteriza-se pela
associagao da amilose por juncdes do tipo dupla-hélices, e pela recristalizagao das cadeias
de amilopectina suspensas (fendbmeno bem mais lento que a gelatinizagdo), responsaveis
pela formagao das hélices, juncao das dupla-hélices, o que resulta no desenvolvimento de
turbidez e na formagéo do gel de amido (PARKER & RING, 2001; EVAGELIOU et al., 2000a;

CLARK, 1995; RING et al., 1987; RICHARDSON & GORDON, 2002).

Juntamente com as ligagcdes entre os granulos de amido na suspensao, ocorreu 0
aumento no grau de ligagdes cruzadas dentro do granulo de amido, provocando o aumento
da massa molecular da suspenséo, resultando assim em um pequeno aumento da resposta
viscosa (G”) durante o resfriamento da suspensdo de amido (EVAGELIOU et al., 2000b e

RESIO et al., 2006).

Nas Figuras 4.6a e 4.6b notou-se ainda em algumas amostras uma diferenca entre os
valores finais de aquecimento de G’ e G” e os iniciais de resfriamento dos mesmos, o que se

deve ao tempo em que a amostra ficou submetida a 90°C antes que ela comecasse a
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resfriar. Isso ocorre porque o redmetro, onde os ensaios foram realizados, ndo permite a
realizagdo de ensaios de aquecimento seguidos de ensaios de resfriamento em um Unico
programa, portanto, foram estabelecidos dois programas, um de aquecimento e outro de
resfriamento, de modo que o segundo foi iniciado depois do final do primeiro com um

comando do operador, 0 que sem duvida levou algum tempo.

4.3.3.2. Efeito do caseinato de sédio na gelatinizacdo de suspensoes de amido
O efeito da adi¢ao de caseinato e GDL na gelatinizacao e gelificacdo das suspensdes

de 5% de amido de amaranto pode ser observado nas Figuras 4.7a e 4.7Db.

As concentragcées de amido e caseinato nas suspensdes estdo simbolizadas por
letras mailsculas, onde “A” significa amido, utilizando “Ag” quando o amido for pré-
gelatinizado, sendo seguido pela concentragdo dos mesmos na suspensdo. A letra “C”
significa caseinato, seguido pela concentracdo de caseinato, sendo que “Ca” é utilizado
quando o caseinato é acidificado antes da mistura com o amido pré-gelatinizado. Os modos
de preparagao das amostras também estao simbolizadas por letras, as amostras que foram
preparadas com todos 0s seus componentes juntos possui as letras “TJ”. Quando as

amostras nao forem acidificadas com GDL sera seguida pela letra minascula “b” (branco).
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Figura 4.7: (a) Curvas de G’ e (b) Curvas de G” em funcao temperatura das suspensdes de

amido 5% sem e com caseinato (4 e 8%). Sendo “A” (amido), “C” (caseinato) e “TJ”

significa que os componentes foram gelatinizados todos juntos.

A adigdo de caseinato a suspensdo com 5% de amido retardou levemente o inicio da

gelatinizacao (Figuras 4.7a e 4.7b e Tabela 4.3), principalmente na concentracdo de 8% de

proteina. Nos sistemas acidificados, a adi¢do de caseinato levou a um aumento na taxa de

aumento de G” (velocidade de gelatinizagcdo), cujo aumento pode estatisticamente ser

comprovado na Tabela 4.3 ou visualizado nas curvas das Figuras 4.7 devido a acentuacao

da subidade G’ e G”.

O retardo no inicio da gelatinizagdo pode ser atribuido a hidratacdo das moléculas de

caseinato, o que diminui a agua livre do sistema, ou ainda a interagdo das moléculas de

caseinato com as cadeias da molécula de amido, estabilizando as regides cristalinas do

granulo (BANON et al., 1992 e LUCEY et al., 1997). Isto promove uma menor mobilidade

molecular devido a maior concentracdo de biopolimeros, o que dificulta o processo de

acomodacao estrutural, ndo sendo, portanto, possivel a visualizagdo dos mesmos efeitos

sinergisticos. No entanto, no caso da gelificacao, o sistema dispbs de tempo suficiente para

permitir a interagcdo destes biopolimeros, sendo, portanto, visualizado o efeito positivo do

caseinato na formagéao do gel.
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Nos sistemas com 10% de amido (Figuras 4.8a e 4.8b), a adicdo de caseinato
também retardou levemente o inicio de gelatinizagdo (Tabela 4.3), principalmente para G’,
porém a velocidade nao foi maior como ocorreu nas suspensdes de amido 5%, 0 que indica
qgue a influéncia do caseinato na gelatinizagdo de maiores concentracées de amido é menor.
No entanto, durante a gelificagéo, o caseinato atuou positivamente na formacgéo do gel, o
gue se deve ao maior numero de ligagdes cruzadas ou pontes de hidrogénio (mais provavel)

no sistema (BERTOLA et al., 1995 e ROEFS et al., 1990).

Nos sistemas acidificados, 0 aumento na concentragcao de proteina ou polissacarideo
provocou um aumento nos valores de G’ e G” (Figuras 4.7a a 4.8b e Tabela 4.4), isto

evidencia que a rede envolveu ambos biopolimeros. Géis formados com caseinato mais GDL

(acidificacao lenta até pl) e polissacarideo possui uma rede principal de particulas de
proteina com estruturas de polissacarideos envolvidas no seu interior (BRAGA, 2002 e
BRAGA & CUNHA, 2005). Tal comportamento nao somente reflete a conformagao molecular,
mas também a distribuigdo mais homogénea de moléculas de amido na rede de caseinato

formada durante a acidificacao lenta.
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Figura 4.3: (a) Curvas de G’ e (b) Curvas de G” em funcao temperatura das suspensdes de
amido 10% sem e com caseinato (4 e 8%). Sendo “A” (amido), “C” (caseinato) e “TJ” significa

gue os componentes foram gelatinizados todos juntos.

BERTOLINI et al. (2005) verificou que o caseinato de sédio promoveu uma influencia
nos géis de amido. Para todos os amidos, com exceg¢ao do amido de batata, o caseinato de
sodio promoveu um aumento no médulo de armazenamento (G’) e na viscosidade. Isto foi
mais evidente nas amostras com concentragdes mais baixas de amido, evidenciando que as
propriedades viscoelasticas do caseinato de sodio sdo mais importantes nos sistemas com
baixa concentracdo de polissacarideo. Este efeito foi observado neste trabalho, porém
apenas nas amostras acidificadas, nos géis sem GDL, o aumento na concentracdo de
caseinato prejudicou a formacao dos géis de amido (Figura 4.9a a 4.10b), provavelmente

devido a incompatibilidade termodindmica que ocorre entre os dois biopolimeros.

4.3.3.3. Efeito do GDL nos géis de amido e caseinato de sodio
O efeito da adicao de GDL na gelatinizacao e gelificacao das suspensodes de 5% de

amido de amaranto pode ser observado nas Figuras 4.9a a 4.10b.
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Figura 4.9: (a) Curvas de G’ e (b) Curvas de G” em funcao temperatura das suspensdes de
amido 5% comparando amostras com e sem GDL. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), “TJ”

7

significa que os componentes foram gelatinizados todos juntos e “b” é o branco (sem GDL)

Nas solugbes de amido 5% pode-se perceber que nas amostras sem GDL, a adi¢ao
de caseinato dificulta a gelatinizagdo (Figura 4.9a e Tabela 4.3), em altas temperaturas o
caseinato (sem acidificar) se torna uma solugédo “muito fraca”, ou seja, pouco estruturada, o
que interfere nos valores de G’ e G” das misturas contendo amido. Ja quando se adiciona o
GDL numa razao suficiente para se chegar ao pl da proteina, ocorre a formagéao de géis

“mais fortes”.

Além isso, nos sistemas neutros ocorre uma diminuicdo na velocidade de
gelatinizacao (representada pela taxa de aumento de G") quando de adiciona o caseinato,

porém, ocorre um aumento quando se adiciona o GDL no sistema (Tabela 4.3).

Provavelmente, sistemas sem GDL, com altos valores de pH, podem estar

mostrando um aumento da incompatibilidade termodinamica entre o caseinato e o amido, a

medida que a concentragdo de um dos biopolimeros aumenta. Em pH préximo ao pl
(amostras com GDL), isto ndo se observa porque a rede de caseina formada por interacoes

eletrostaticas dificulta a separacdo dos biopolimeros ndo apresentando uma macro-

110

90



Capitulo 4

separacao de fases e, portanto, forma um gel mais forte, aumentando a medida que se
eleva as concentragbes de biopolimeros. Além disso, em pH préximo ao pl, pode ter
ocorrido uma interacdo amido-caseinato de sddio, considerando que o amido possui uma

tendéncia levemente aniodnica.

As Figuras 4.10a e 4.10b mostram o efeito da adicdo de GDL na gelatinizacéo e

gelificagdo das suspensdes de 10% de amido de amaranto.

o0 A10C8b (semGDL) aquec = A10C8b (sem GDL) resf © A10C8b (branco) aquec ® A10C8b (branco) resf
(a) TIA10CS aquec TIAL0cS rest (b) TIA10C8 aquec TIAL0CS resf
10000 AL0CHD DL AL0CaD GDL) resf 1000 A10C4b (branco) aquec A10C4b (branco) resf
1 (sem ) aquec (sem ) res A TIA10C4 aquec A TJA10CA resf
A TIA10C4 aquec 4 TJIA10C4 resf

1000

00
AMAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAMAAAAAAAL AMAAAAAAAAAAAAAAL AZAA a andiih

10 JE AM

—_

G' (Pa)

70 75 80 85 90 60 65 70 75 80 85 90
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 4.10: (a) Curvas de G’ e (b) Curvas de G” em fungao temperatura das suspensoes
de amido 10% comparando amostras com e sem GDL. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato),

7

“TJ” significa que os componentes foram gelatinizados todos juntos e “b” é o branco (sem
GDL).

THEBAUDIN et al. (1998) verificaram uma diminuigdo no médulo de armazenamento
em sistemas contendo agua/amido/caseina quando se aumenta a concentracdo de
caseinato (sem acidificar), MARZIN et al. (1995) e LEVIEVRE et al. (1989) observaram que
sistemas 4gua/ amido/ caseinato apresentaram comportamento similar a sistemas

agua/amido, mas com uma menor elasticidade. Estes resultados vao de encontro aos
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estudados neste trabalho para as amostras ndo acidificadas. Nas solu¢cées de amido 10%
(Figuras 4.10a e 4.10b) a influéncia do caseinato na gelatinizagdo € menor que nas solugdes

de amido 5%, no entanto, o caseinato ainda dificulta a gelatinizacao na auséncia de GDL.

Da mesma forma que nas solu¢des de 5% de amido, quando se adiciona o GDL
numa razao suficiente para se chegar ao pl da proteina, ocorre a formacédo de géis “mais
fortes” (LUCEY & SINGH, 1997), porém, a diferenca entre G’ e G” das misturas com e sem
GDL nédo é tdo grande como nas misturas de amido 5%. Provavelmente, o aumento da
viscosidade do sistema com o aumento da concentracido de amido comeca a dificultar a

separacgao de fases.

Da mesma forma, o aumento na velocidade de gelatinizacdo é mais sentido na
concentracdo de 5% de amido, pode-se observar na Tabela 4.3 que nos sistemas
acidificados a adicdo de GDL elevou os valores da velocidade. Porém, nos sistemas neutros
a adicdo de caseinato promoveu uma queda significativa na velocidade de gelatinizacéo,
com excegao da amostra A10C4b. Provavelmente, nesta amostra a alta concentracdo de
amido prevaleceu a incompatibilidade termodindmica entre este polissacarideo e o

caseinato.

4.3.4.Caracterizacao reolégica dos géis gelatinizados

Foram analisados géis previamente gelatinizados e no equilibrio, (pH= 4,6 - 4,7 ap6s
48 h) contendo amido de amaranto nas concentragdes de 5 e 10%, caseinato (4 e 8%) e

adicionados ou ndo de GDL.

Inicialmente, se estudou o efeito da concentracao de amido, analisando as curvas de
escoamento das suspensdes contendo 5 e 10% de amido em 100g de agua (item 4.3.4.1).
Posteriormente, verificou o efeito do caseinato de sodio (4 e 8% p/p) sem acidificar nas

suspensdes (item 4.3.4.2), além disso, curvas de escoamento de misturas de amido de
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amaranto (nas concentragoes de 5 e 10%, tendo como base 100 g de agua), caseinato de
sodio (4 e 8%, tendo como base 100 g de agua) acidificados com GDL foram estudadas nas

mesmas concentragdes dos sistemas sem acidificagdo (item 4.3.4.3).

4.3.4.1. Curvas de escoamento de suspensoes de amido

Nas Figuras 4.11a e 4.11b pode-se verificar o efeito isolado do teor de amido nas
propriedades reolégicas das suspensdes ndo acidificadas, em escoamento estacionario. Um
efeito positivo da concentracdo de amido no sistema foi observado sobre a viscosidade
aparente das suspensdes, sendo também possivel notar pelo formato da curva um
comportamento tipicamente pseudoplastico, 0 que se deve provavelmente a uma ruptura
estrutural devido a aplicacdo de tensao (CALZETTA et al., 1999, PAMPA, 2003 e PEREIRA,

2004).
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Figura 4.11: (a) Curvas de escoamento e (b) Comparativo de viscosidades de géis de amido,

realizados a 10 °C. Sendo “A” Amido) e o numero seguinte a concentracao de amido.

Os valores de tensdo de cisalhamento (Figura 4.11a) e viscosidade aparente
correspondentes ao intervalo de taxa de deformacéo de 0 a 300s™ (Figura 4.11b) também
foram muito semelhantes aqueles reportados por PAMPA (2003) e PEREIRA (2004) para

suspensodes gelatinizadas da mesma variedade de Amaranthus cruentus.

Nota-se, também, que as suspensdes de amido apresentaram uma pequena
variagdo no comportamento reolégico com o tempo de aplicacdo da tensdo mostrando
tixotropia, que foi acentuada pelo aumento da concentracdo de amido na suspensédo. Esta

diminuicdo da viscosidade durante o cisalhamento (demonstrado pela histerese) pode ser
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atribuida a ruptura de entrelagamentos das moléculas, que induz a desestruturacdo da
suspensdao durante o experimento (DOLZ et al., 2007). Resultado semelhante foi
apresentado por TELI et al.(2007) e BHOSALE & SINGHAL, (2007) que estudaram o
comportamento reoldgico de amido de amaranto indicando uma diminui¢do da viscosidade
com o tempo. No entanto, NUESSLI et al., (2000), TECANTE & DOUBLIER (1999),
NAYOUF et al. (2003) e TARREGA et al. (2005) observaram comportamento reopético em
suspensdes de milho “waxy”, assim como PEREIRA (2004) para amido de amaranto. Os
dados relativos as curvas de escoamento em ensaios estacionarios foram utilizados na
obtencdo de equacgbes empiricas que melhor se ajustam as suspensdes gelatinizadas de

amido de amaranto, o que foi apresentado no item 4.3.4.4.

4.3.4.2. Curvas de escoamento das suspensoes de amido e caseinato (Ensaios

estaciondrios)

Nas Figuras 4.12a e 4.12b sdo apresentadas as suspensoes de amido adicionadas
de caseinato de sodio sem adicdo de GDL, ou seja, com pH em torno de 6,7. Pode-se
observar que a adi¢cao de caseinato em uma concentragdo menor (4% p/p), ou mais proxima
a da caseina no leite, teve um forte efeito negativo sobre a viscosidade aparente das
suspensdes gelatinizadas de amido, o que poderia ser associado a incompatibilidade
termodinamica causada pela gelatinizagao e gelificagdo do amido antes da mistura com o
caseinato de sbdio (TOLSTOGUZOV, 2003a e 2003b). No entanto, o aumento da
concentracdo de proteina levou a uma tendéncia de inversdo deste comportamento, que é
mais claramente observado na mais elevada concentracdo de amido. A mesma tendéncia
foi observada por ACHAYUTHAKAN & SUPHANTHARIKA (2008) que estudaram sistemas
contendo amido de milho e goma xantana, verificando que suspensdes de amido puro e
sistemas mistos apresentaram comportamento tixotrépico, principalmente a altas

deformagdes, modificando para reopético com o0 aumento da concentragao do hidrocoléide.
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Comportamento contréario foi encontrado pelos autores ABU-JDAYIL et al. (2004) e
TARREGA et al. (2005) que analisaram suspensées de amido de milho ceroso gelatinizados
na presenca leite e agua. Estes estudos mostraram que as amostras gelatinizadas no leite
apresentaram uma viscosidade aparente maior que as que utilizavam apenas agua, o que
foi atribuido a maior rigidez do amido na presenga dos compostos do leite (gorduras,
minerais, proteina do soro, etc...). Apesar dos autores utilizarem concentracdes de amido (2
e 7% p/p) diferentes das utilizadas neste trabalho (5 e 10% p/p), esta discrepancia nos
resultados provavelmente ocorre pelas diferengas no processo de preparagao das amostras.
Neste caso, a gelatinizacdo do amido foi realizada antes da mistura com o caseinato de
sodio, enquanto que TARREGA et al. (2005) efetuaram a gelatinizagado do polissacarideo
diretamente no leite. Além disso, a contribuicAo do caseinato de sddio as propriedades
reoldgicas do amido é fortemente dependente da concentragdo e origem botanica do amido

segundo BERTOLINI et al., (2005).
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Figura 4.12: (a) Curvas de escoamento e (b) Comparativo de viscosidades de suspensdes de

amido dos sistemas nao acidificados mistos com caseinato (0, 4 e 8% p/p) e concentragao

de amido (5% p/p).
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Figura 4.13: (a) Curvas de escoamento e (b) Comparativo de viscosidades de suspensdes de
amido dos sistemas n&o acidificados mistos com caseinato (0, 4 e 8% p/p) e concentragéo
de amido (10% p/p).

4.3.4.3. Influéncia do modo de preparagdo dos géis

As Figuras 4.14 e 4.15 mostram a diferenga nas curvas de escoamento e no
comportamento da viscosidade dos sistemas acidificados em diferentes taxas. As misturas
contendo 5% e 10% p/p de amido mostraram um efeito positivo da concentracao de

caseinato sobre a viscosidade aparente independente da taxa de acidificagao.

118



Capitulo 4

180 -
160 4 Ag5Ca4 x TJA5C4 (a)
e
140 | e Ag5Ca8 o TJA5C8 g
i S
2120 - 8
g R .baﬁ'a. MM
A Aadagy,, 2 -
£ 100 44 aapengiklass
Z a o8
5 o | s
o 80 °5 ©
E 55 .
1 ** o X
£ 60 | o° xxxxxxxx
& ° o°o X XXX xx
| 0 x X
40 é)o XXXxX
20 g o
0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
Taxa de deformagao (1/s)
100 4
a Ag5Cad4 x TJA5C4
¢ (b)
A
« Ag5Ca8 o TJA5CS
ea
~ 10 p.,
& o*a
& oe 4,
o)
i: OO.'.AA‘A
b=} Qo A
8 3%, s,
S S&e s,
2 Strey T
> 1 v Fhaeg,,
% 1y
>§<X mﬂ?.h
X
XXXX %M
XXXXXX m‘w“““
XX x X X x x
XXX X x x x
0,1 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Taxa de deformacgéo (1/s)

Figura 4.14: (a) Curva de escoamento e (b) Viscosidade versus taxa de deformacao

comparando o modo de preparagao dos géis contendo 5% de amido, medida a 10°C. Sendo

“A” (amido), “C” (caseinato), “Ag” (o amido foi pré-gelatinizado antes da mistura) e “TJ” (os

componentes foram gelatinizados todos juntos).
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A maior diferenca de viscosidade entre os dois tipos de processos ocorreu para as
amostras contendo 5% de amido e 4% de caseinato (ou seja, menor concentragdo de
biopolimeros), sendo esta propriedade reoldgica maior para amostras em que o amido foi
previamente gelatinizado e posteriormente misturado ao caseinato. No entanto, pode-se
observar que as amostras contendo 8% de caseinato mostraram viscosidade similar,
principalmente acima de 100 s™', mostrando que houve predominio do comportamento do gel
de amido sobre o de caseinato. No entanto, na maior concentracdo de amido, a rede de

caseinato passou a exercer maior influéncia no comportamento reolégico.

Nas amostras contendo 10% de amido (Figuras 4.15a e 4.15b) observa-se um
comportamento semelhante ao do amido 5% quando se compara a mesma preparacao,
onde concentragbes maiores de caseinato promoveram um efeito positivo na viscosidade

aparente.
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Figura 4.15: (a) Curva de escoamento e (b) Viscosidade versus taxa de deformacgéo
comparando o modo de preparagéo dos géis contendo 10% de amido, medida a 10 °C. Sendo
“A” (amido), “C” (caseinato), “Ag” (o amido foi pré-gelatinizado antes da mistura) e “TJ” (os
componentes foram gelatinizados todos juntos).

Porém, nas amostras em que o amido foi pré-gelatinizado antes de se misturar com o
caseinato e GDL, a viscosidade se apresenta maior, principalmente no inicio, enquanto nas
amostras onde a mistura foi realizada antes da gelatinizagdo, a viscosidade foi menor

ocorrendo uma queda assintética conforme se aumenta a taxa de deformagéo.
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4.3.4.4. Modelagem das curvas de escoamento (Equacdes constitutivas)

Varios modelos foram testados para avaliar o ajuste dos dados experimentais de
tensdo de cisalhamento e taxa de deformagdo das amostras, sendo os que melhor
descreveram o seu comportamento foram os da Lei da Poténcia (LP) e Herschel-Bulkley
(HB) (equacbes constitutivas descritas na Tabela 4.5). Tal ajuste foi realizado por meio da
ferramenta Solver do software Excel (Microsoft, USA,) e pelo software do programa Origin.

As concentracoes de amido e caseinato nas suspensdes estdo simbolizadas por
maiusculas, onde “A” significa amido, utilizando “Ag” quando o amido for pré-gelatinizado,
sendo seguido pela concentracdo dos mesmos na suspensao. A letra “C” significa caseinato,
seguido pela concentragdo de caseinato na mesma, sendo que “Ca” é utilizado quando o
caseinato é acidificado antes da mistura com o amido pré-gelatinizado. O modo de
preparacdo das amostras também estd simbolizada por letras, as amostras que foram
preparadas com todos os seus componentes juntos possuem as letras “TJ”. Quando as
amostras nao forem acidificadas com GDL (branco) sera seguida pela letra mindscula “b”

(sem GDL).

Os dados obtidos para os sistemas nao acidificados, em geral, se ajustaram bem aos
dois modelos (Lei da Poténcia e Herschel-Bulkley), com valores de (R?) muito préximos de 1
e qui-quadrado (x°) baixos. Com excecdo da suspensdo de amido mais concentrada, os
sistemas nao acidificados poderiam ser representados pelo modelo Lei da poténcia, uma vez
que o valor de tensdo residual calculado foi proximo a zero. Estes resultados estao de
acordo com o que foi reportado por NGUYEN et al (1998) e CHEN & DICKINSON (2000),
que afirmaram que suspensdes gelatinizadas de amido de milho normal e ceroso e de amido
de mandioca, apresentam um comportamento pseudoplastico sem tensao residual (c,). No
entanto, a qualidade dos ajustes diminuiu para as amostras acidificadas, provavelmente

devido a forte influéncia da rede de caseinato formada no ponto isoelétrico da proteina sob
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cisalhamento, pois esta tende a se romper antes de ocorrer o verdadeiro escoamento,
dificultando a analise dos resultados especialmente a altas deformagdes. Um exemplo deste
comportamento € a amostra Ag5Ca4 que nao apresentou um bom ajuste estatistico dos
resultados, isto porque a amostra apresentava uma estrutura que nao permitia o escoamento
verdadeiro, podendo ocorrer, inclusive, um escorrendo nas paredes das geometrias do

redmetro.

Considerando que o modelo de Herschel-Bulkley é mais generalizado que o da Lei da
poténcia pode-se observar uma grande variagao dos indices de consisténcia (k) (entre 1,11 e
72,6 Pa.s"), e o de comportamento do fluido, n (0,1 a 0,7) bem como da tenséo residual (0 a
100 Pa). A partir dos resultados da Tabela 4.5 é possivel distinguir mais claramente as
diferencas entre os 3 modos de preparo das suspensdes mistas. Os géis com adicdo de
caseinato sem acidificacdo possuem indice de consisténcia (k) menor que as amostras
compostas apenas de amido, bem como mostram menor pseudoplasticidade (maiores
valores de indice de comportamento), o que foi estatisticamente comprovado pelo teste de
tukey (p<0,05). Estes resultados reforcam que nestas condi¢des de pH (neutralidade) os dois
biopolimeros ndo interagem e devem apresentar uma micro-separacao de fases nao visivel a
olho nu, sendo tal comportamento ndo evidente nas maiores concentracbes de
macromoléculas. No entanto, em condigdes de pH proximo ao ponto isoelétrico houve um
forte aumento da tenséo residual e do indice de consisténcia, bem como uma queda do valor
de n, mostrando que houve um aumento da complexidade da rede formada. Porém, nota-se
que as amostras compostas por amido de amaranto gelatinizado previamente possuiam
maior valor de indice de consisténcia (k) e pseudoplasticidade que as amostras em que os
componentes foram acidificados e gelatinizados simultaneamente. Este comportamento,

caracteristico da acidificacdo lenta, pode ser atribuido a uma grande quebra estrutural a
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baixas deformacbes e em seguida este sistema resultante se escoa mais facilmente a altas

taxas de deformacéo.

Tabela 4.5: Parametros de ajuste dos modelos reoldgicos lei da poténcia e Herschel-Bulkley

aos dados experimentais obtidos em cisalhamento estacionario a 10°C.

Amostra Modelo Lei da Poténcia Modelo Herschel-Bulkley
k(Pas) N x> R’ o6, Pa)  k(Pas" N x> R’
AS 5258 0,415 11,821  0.977 1,952 4,202 0,4492 0,36 0,977
A10 30,07° 0,431* 18,34 0,821 16,2° 21,56° 0,469° 6,756 0,832
A5C4b  1,12° 0,630° 1255 0,974 0,07° 1,11°  0,633° 1,153 0,974
Ag5Cad 91,04 0,099° 14832 0,625 100,02 5,74° 0,099° 90,6 0,633
TJA5C4 6,29¢ 0,404¢ 1,712 0,978 1,552 563°  0,419% 0,942 0,999
ASC8bp  1,31° 0,713° 1656 0,999 0 1,31°  0,712° 1,681 0,999
Ag5Ca8 16,72° 0,392 47,538 0,853  44,64° 15,51°  0,713" 7,035 0,869
TJASCS 11,53" 04352 14,749 0,899 7,47 8,94' 0,532° 7,577 0,912
A10C4b 6,99 0565° 1,056 0,999 0,33° 6,88°  0,5689 0,881 0,991
Agl0Cad 71,25° 02867 52268 0,897 41,61 36,25 0,516° 31,54 0,904
TJA10C4 37,21° 0,382" 40,15 0.898  18,66" 27,04° 0,426® 9,13 0,914
A10C8b 21,62" 0,610° 2,669 0,999 0 20,58° 0,598° 2,668 0,998
Agl0Ca8 8563° 0302° 4534 0,894 8872 72,57" 0,355 31,47 0,918
TJA10C8 61,16° 0,267° 67,28 0,883 62,26 21,98 0,453 20,33 0,894

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, néo diferem entre si para p<0,05.
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4.3.5. Espectros mecanicos (Ensaios oscilatorios)

Foram analisados géis previamente gelatinizados e no equilibrio, (pH= 4,6 - 4,7 apés
48 h) contendo amido de amaranto nas concentragcées de 5 e 10% em 100g de agua,
caseinato (4 e 8% em 100 g de agua) adicionados ou nao de GDL. Inicialmente verificou-se

o efeito do caseinato de sédio sem acidificar as suspensdes (item 4.3.5.1).

Espectros mecanicos de misturas de amido de amaranto (5 e 10%), caseinato de
sodio (4 e 8%) acidificados com GDL foram estudadas considerando o modo de preparagao

das amostras (item 4.3.5.2).

A Tabela 4.6 apresenta os valores dos modulos de armazenamento e de dissipacao
para todas as amostras. Os valores de G’ e G” sao referentes aos médulos medidos na
freqiéncia de 1 Hz. Esta Tabela compara todos os sistemas estudados e foi colocada
previamente, neste item, por fazer parte da discussdo dos itens abaixo (item 4.3.5.1 a

4.3.5.3).
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Tabela 4.6: Valores de G’ e G” determinados na freqiéncia
de 1Hz durante a varredura de frequéncia (espectros mecanicos).

Amostras G’ G”
A5 8,00+1,102 6,71+1,242
A5C4b 14,78+2,41° 9,52+3 232
A5C8b 1,66+0,25° 4,23+2 242
TJA5C4 8,21+1,382" 11,29+3,27°*
TJA5CS 164,80+5,85% 50,4+5.85°
Ag5Ca4 89,18+4,72% 31,27+3,21%
Ag5Ca8 1848+3,11™ 483,64+24,54°
A10 46,1542,349 19,34+4,89'
A10C4b 35,03+2,12¢ 22 67+2,45'
A10C8b 24,61+2,00" 22,57+3,25'
TJA10C4 61,333,20" 31,04+2,15%
TJA10CS 59,93+2,34" 33,43+4,12%
Ag10Ca4 234,8+15,94°* 64,8+5,05"
Ag10Ca8 2778+57,93* 753,9+29,45"

Caseinato Puro 4.314+123 946,2+86,8'

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha néao diferem entre si para p<0,05.

**QOs testes de Tukey foram realizados nos pares de interesse.

4.3.5.1. Efeito do caseinato de sodio nas suspensoes de amido.

As Figuras 4.16 e 4.17 representam o espectro mecéanico dos géis puros de amido (5
e 10%) e das misturas de amido pré-gelatinizado e caseinato sem acidificar (branco) que

estao simbolizadas pela letra “b”.
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Figura 4.16 (a) Espectros mecanicos e (b) Curvas da tangente do angulo de fase em funcao

da frequéncia dos géis de amido (5%) puro e géis de mistura amido-caseinato sem

acidificar, realizados a 10°C. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato) e “b” (amostra sem GDL).
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Figura 4.17: (a) Espectros mecénicos e (b) Curvas da tangente do angulo de fase em funcao

da frequéncia dos géis de amido (10%) puro e géis de mistura amido com caseinato sem

acidificar, realizados a 10°C. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato) e “b” (amostra sem GDL).
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Verificou-se, através das Figuras 4.16a, 4.17a e Tabela 4.6 que o aumento na
concentracao de amido (de 5% para 10%) na suspensao gelatinizada levou a um aumento
nos valores de G’ e G” no intervalo de freqiiéncia estudado. Comportamento semelhante ao
analisado foi encontrado por PEREIRA (2004) e PAMPA (2003) que estudaram a mesma

espécie de amido de amaranto.

Pode-se observar ainda que no caso dos géis de amido amaranto puros nao se
observou uma independéncia de G° com a freqiéncia, o que estd de acordo com o
reportado por SASAKI et al. (2002) e LAUNAY & PASQUET, (2002), os autores afirmaram
que amidos cerosos apresentam maior dependéncia com a frequéncia do que os amidos
nao—cerosos, 0s quais apresentam um gel com ligagées cruzadas permanentes e uma
velocidade de formagao de gel muito rapida. Isto ocorre porque a amilose tem um papel
fundamental na formacao do gel, reduzindo a perda de rigidez dos granulos de amidos
inchados (HERMANSSON & SVEGMARK, 1996), portanto, pequenas diferengas no teor de
amilose contribuem grandemente no componente elastico do amido gelatinizado

(SAUNDERS & BECKER, 2004).

Na Figura 4.16a, observa-se que a amostra pura de amido 5% e a mistura com
caseinato 4% (A5Ca4b) apresentaram um gel mais elastico em todos os valores de
frequéncia estudados (G>G”). Entretanto, um aumento na concentracao de caseinato de 4
para 8%, diminuiu as caracteristicas elasticas do gel que passou a apresentar um
comportamento mais viscoso que elastico (G” >G’), isto mostra, neste caso, que o gel se
desestrutura com o caseinato. Este comportamento nao se repetiu para os géis com 10% de
amido (Figura 4.17a) onde todas as amostras apresentaram um comportamento mais
elastico (G'>G”). Este comportamento pode ser melhor visualizado nas Figuras 4.16b e
4.17b, pois a tangente do angulo de fase (G”/G’) apresentou valores muitos baixos em

sistemas com maior concentracao de amido. No entanto, mesmo a maiores concentracoes
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de amido, a adigdo de caseinato ao sistema provocou um aumento de tan(delta), indicando
uma desestruturacdo do sistema (BROUILLET-FOURMANN et al.,, 2003). Assim, o

caseinato impediria a associacdo em duplas hélices pela amilose.

4.3.5.2. Espectros mecdnicos comparando o efeito da concentracdo dentro de um
mesmo processo

As Figuras 4.18 a 4.19 representam os espectros mecanicos dos géis acidificados

comparando o efeito da concentracdo de amido e de caseinato de s6dio dentro de um

mesmo Processo.

. G‘A§50a4 © G"Ag5Ca4 G' Ag10Ca4 (a)

10000 g" 1OCCa4 ° g AgSCaCS o g'Aé‘QSCaS 10 + & Ag5Ca4 (b)

I =G Agi0Ca8 o 10Ca8 *G 3

o G" @ G AA% G"A10 anm i Ag10Ca4
no000000® e Ag5Ca8
Teceooceeeeece® 10Ca8

1000 + YY) "'==""‘..... nnnﬂﬂnununn L =Ag a

g aooB0?% " 60000009 x A5

qoogogd nnﬂgg‘;‘gooooooooo o
06600000009
= 000@888830 .
o . 2
-100 - QQQQQQ\Qeeb o1 ><><><
[0} E co0s 00000 XXx % XXX X X
0] F ‘,0000000009000000 <><><><><>°° 5 XXX XX XK XX XK XX KK X X XXX Xxx
00000000000 i XX %
888856606 0606000000000C oo o [ *oey ‘,.w‘"‘
* o L2 EX 24
10 - 28000° L 900099306 seese0000 00 Y T
: 8.»333333388 “'"l'«““-'“llllnnn-'""'"“'“
&
28885°°
38830
50688888
1 L Lo Ly L Ly L ! Y 01 L Ly L Ly L Ly
0.001 0.01 0.1 1 10 0.001 0.01 0.1 1 10

Frequan.cia (H2) Frequancia (Hz2)

Figura 4.18: (a) Espectros mecéanicos (b) Curvas da tangente do angulo de fase em fungao da
frequéncia comparando a concentracao de amido (5% e 10% p/p) e caseinato (4% e 8% p/p).
Sendo “A” (amido), “Ca” (caseinato mais GDL), “Ag” (o amido foi pré-gelatinizado antes da

mistura com o caseinato).
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Figura 4.19: (a) Espectros mecénicos (b) Curvas da tangente do angulo de fase em funcao
da frequéncia comparando a concentracao de amido (10% p/p) e caseinato (4% e 8% p/p).
Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), “TJ” (os componentes foram gelatinizados todos

juntos).

Pela Figura 4.18a e Tabela 4.6 observa-se que nas amostras acidificadas lentamente,
0 moddulo de armazenamento (G’) e de dissipacdao (G”) foram sempre maiores para as
misturas de amido-caseinato do que para as amostras contendo amido puro, ou seja, a rede
de caseinato foi muito relevante para as propriedades viscoelasticas dos géis. Uma vez que

os valores de G’ e G” para o caseinato puro foram extremamente altos, 4.314 Pa e 946,2 Pa,

respectivamente (Tabela 4.6).

Pode-se observar, nas Figuras 4.18a e 4.18b pode-se observar que nas amostras com
8% de caseinato e em que o amido foi pré-gelatinizado antes da mistura (acidificacao lenta),
apresentaram um gel mais forte, independente da concentracdo de amido (Tabela 4.6).
Sendo assim, a rede de caseinato foi predominante quando o amido foi pré-gelatinizado e a

acidificacao ocorreu a 10°C, especialmente as maiores concentragdes de proteina.
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Comportamento diferente foi encontrado nas misturas em que o sistema é acidificado
juntamente com a gelatinizagdo do amido. Pelas Figuras 4.19a e 4.19b observa-se que o
aumento nos moédulos de armazenamento e dissipagao conforme se elava a concentragdo de
proteina ndo é tdo evidente como nos sistemas acidificados lentamente, a adicdo de
caseinato ao amido ndo apresenta uma influéncia tdo grande em sistemas com alta
concentracdo de amido (10% p/p), porém em sistemas com 5% de amido o aumento na
concentracdo de caseinato formou géis mais estruturados com maiores valores de G’ e G”
(Tabela 4.6) e menores valores de tan delta. Nas amostras contendo 10% de amido o
caseinato praticamente ndo apresentou nenhum efeito e as amostras TJA10C4 e TJA10C8
apresentaram praticamente o mesmo comportamento (Tabela 4.6). Isto provavelmente se
deve a nao formagcdo de uma rede com ligagcbes entre o amido e o caseinato quando a

amostra é produzida a altas temperaturas.

Isto também pode ser verificado nas Figuras 4.18b e 4.19b, onde os valores de tan
delta apresentaram-se quase independentes da freqliéncia para as amostras em que o0 amido
foi pré-gelatinizado antes de ser misturado ao caseinato e ser acidificado (Figura 4.18b), ao
contrario das amostras em que o sistema foi acidificado juntamente com a gelatinizagéo do

amido (Figura 4.19b), que aumentaram com a freqiiéncia.

4.3.5.3. Espectros mecdnicos comparando os processos
As Figuras 4.20 a 4.21 representam o0s espectros mecanicos dos géis acidificados

comparando os dois métodos de preparagao.
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Figura 4.20: (a) Espectros mecanicos e (b) Curvas de tan (delta) em fungdo da frequéncia

comparando os métodos de preparagdo para amido 5%, realizados a 10°C. Sendo “A”

(amido), “C” (caseinato), “Ag” (o amido foi pré-gelatinizado antes da mistura) e “TJ” (os

componentes foram gelatinizados todos juntos).
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Figura 4.21: (a) Espectros mecanicos e (b) Curvas de tan (delta) em funcdo da frequéncia

comparando os métodos de preparacao para amido 10% realizados a 10°C. Sendo “A”

(amido), “C” (caseinato), “Ag” (o amido foi pré-gelatinizado antes da mistura) e “TJ” (os

componentes foram gelatinizados todos juntos).

O valor de tan delta apresentou-se quase independente da freqiiéncia (Figura 4.20b e

4.21b) nos dois métodos de preparagao, principalmente para as amostras contendo 5% de
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amido. Nota-se também que a gelatinizacdo do amido juntamente com a acidificacao
promoveu a desestruturacao do sistema (Figura 4.21b) pois, apesar de se utilizar a mesma
concentracdo dos componentes, G’ e G” foram sempre maiores para 0 processo com
acidificacéao lenta (Tabela 4.6). Este fato deve estar associado com a rapida queda do pH a
altas temperaturas, o que promoveu a formacao de um gel mais desordenado e particulado,

pois nao ha tempo para a formagao de uma rede eletrostatica mais forte (SINGH et al., 1996).

Nas Figuras 4.20, 4.21 e Tabela 4.6, as amostras apresentaram um comportamento
mais elastico que viscoso (G">G”), com excecdo da amostra TJA5C4 (G’ = G”). As amostras
contendo amido 10% apresentaram um comportamento altamente elastico para as duas
concentracdes de caseinato (4 e 8%) e os dois métodos de preparo, porém, as amostras
onde o amido foi pré-gelatinizado apresentaram valores de G’ e G” bastante elevados,
principalmente com a amostra contendo 8%. Esses resultados mostram que a 10% de amido,
a pré-gelatinizacao levou a uma forte rede de polissacarideos que nao foi destruida durante a
lenta acidificacdo. Além disso, como neste caso a rede de proteina foi formada lentamente
houve tempo para rearranjos e, provavelmente, a formacao de redes acopladas. Isso mostra
que a altas concentragdes de amido, a velocidade do processo foi o fator determinante nas
propriedades viscoelasticas. Por outro lado, com menor concentracdo de amido, a rede de
caseinato foi mais relevante para o comportamento viscoelastico, dado que os géis mais

fortes foram os formados com a maior concentragao de proteina.

4.3.6. Compressao biaxial

As relagoes de F(H) versus H e log F versus log H de géis contendo amido-caseinato
de sodio, foram plotados em coordenadas linear e logaritmica, respectivamente, e sao
mostradas nas Figuras 4.22 a 4.27. O valor de n (indice de comportamento de fluxo) foi
determinado pelo coeficiente angular da parte linear do grafico log F em fungdo de log H e o

valor de k (indice de consisténcia) foi determinado pela Equagéo 2.4 (Capitulo 02).
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Os graficos logaritmicos tiveram a forma caracteristica esperada e sua parte linear
permitiu uma identificagdo clara da regido de “squezzing flow” ou escoamento extensional.
Portanto, todos os dados que se encontram fora desta regido linear podem ser seguramente

descartados para esta analise.
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Figura 4.22: Curvas tipicas de escoamento extensional. “A” amido, "C" caseinato, “b”
amostras nao acidificadas com GDL (branco).
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Figura 4.23: Curvas de log F versus log H, “A” amido, "C" caseinato, “b” amostras nao
acidificadas com GDL (branco).
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Figura 4.24: Curvas tipicas de escoamento extensional. "Ag" amido pré-gelatinizado, "Ca"
caseinato mais GDL antes da mistura com o amido gelatinizado.
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Figura 4.25: Curvas log F versus log H. "Ag" amido pré-gelatinizado, "Ca" caseinato mais
GDL antes da mistura com o amido gelatinizado.
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Figura 4.26: Curvas tipicas de escoamento extensional. “A” amido, "C" caseinato, as
amostras onde a acidificacdo da caseina foi realizada juntamente com a gelatinizagdo do
amido sdo representados pelas letras "TJ."
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Figura 4.27 Curvas de log F versus log H, “A” amido, "C" caseinato, as amostras onde a
acidificacdo da caseina foi realizada juntamente com a gelatinizacdo do amido sao
representados pelas letras "TJ".
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Pelas Figuras 4.22, 4.24 e 4.26 nota-se que a forca aumenta a medida que penetra na

amostra, sendo que algumas apresentam um pico que pode ser efeito de alguma ruptura

estrutural. Além disso, observa-se que as amostras apresentam um intervalo linear apés uma
parte ndo linear inicial. A parte néo linear é devida a influéncia da inércia do equipamento e
apresenta os efeitos de entrada e saida, sendo que a parte linear é a que possui o verdadeiro
escoamento extensional. Os valores de n foram obtidos a partir da inclinagéo referente a
parte linear da relagéo entre forga e altura (Figuras 4.23, 4.25 e 4.27), valores similares séo

obtidos a partir da equagao basica da lei de poténcia.

Pela Figura 4.22 pode-se notar que a amostra A5C8b necessita de uma forga menor
para iniciar o escoamento que a amostra contendo amido puro (A5), isto provavelmente
ocorre porque nos sistemas neutros ha um aumento da incompatibilidade termodinamica
entre o caseinato e o amido, que se torna maior a medida que a concentragdo de um dos

biopolimeros aumenta.

Pela Figura 4.24 observa-se que nas amostras acidificadas lentamente a forca
necessaria para o escoamento € sempre maior para as amostras contendo concentragoes
maiores de caseinato, o qual comanda o comportamento reolégico. CAMPANELLA et al.,
(1987) e CAMPANELLA & PELEG (2002) encontraram resultados semelhantes analisando
sistemas de proteinas/polissacarideos, 0 aumento na concentracao das proteinas acarretava
na necessidade de uma forga maior para ocorrer o escoamento. Nos sistemas estudados,
este comportamento também foi observado nas analises de espectro mecanico (Figuras 4.20
e 4.21), com uma unica diferenca, na compressao biaxial a amostra Ag5Ca8 apresentou um

gel ligeiramente mais forte que o Ag10Ca8.

Comportamento semelhante foi encontrado nas misturas onde o caseinato é

acidificado juntamente com a gelatinizagdo do amido (Figura 4.25). Apesar dos valores da
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forca (necessaria para realizar o escoamento extensional) serem menores que os das
amostras acidificadas lentamente, seu aumento foi significativo nas amostras contendo 5% de
amido quando se aumentou a concentragao de caseinato. J4 nas amostras contendo 10% de
amido, o caseinato praticamente ndo apresentou nenhuma influéncia e, as amostras
TJA10C4 e TJA10C8 apresentaram praticamente o mesmo comportamento, chegando a
haver um cruzamento entre seus graficos. Comportamento semelhante foi observado nas

andlises de espectro mecanico (Figura 4.21a).

O comportamento ideal para o escoamento extensional lubrificado seria obter
propriedades independentes das condicdes de medida, como por exemplo, velocidade de
compressado, assim os declives de F em relacdo a H de uma mesma amostra devem ser
semelhantes para as diferentes condicdes de ensaio. Supondo que as medidas sao
completamente lubrificadas, pode se transformar relacdo F (N) x H (mm) em uma relagao
entre viscosidade e taxa de deformacdo biaxial. A Figura 4.28 apresenta a relacao da
viscosidade pela deformacéao biaxial para as amostras nao acidificadas contendo 5% (p/p) de
amido e 4% e 8% (p/p) de caseinato de s6dio, em que se observa uma queda da viscosidade
com a taxa de deformacgdo, comprovando o comportamento pseudoplastico das amostras

(TERPSTRA et al., 2007).
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Figura 4.28: relacdo entre a viscosidade extensional (Pa.s) e a taxa de deformagao (s”) das
suspensdes neutras de amido puro 5% (p/p) e de sistemas contendo caseinato de sodio (4%
e 8% p/p).

4.3.6.1. Parametros reologicos dos géis analisados por compressdo biaxial

As curvas de compressdo biaxial tiveram uma boa repetibilidade e forneceram os
diversos parametros reoldgicos que sao mostrados na Tabela 4.7 que apresenta o indice de

consisténcia (k) e o indice de comportamento (n) em compresséo biaxial.
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Tabela 4.7: Parametros reoldgicos de ajuste aos dados obtidos em compressao biaxial dos

géis caseinato — amido. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), “b” (amostras nao acidificadas),

“‘Ag” (o amido foi pré-gelatinizado antes da acidificacdo) e “TJ” (os componentes foram

gelatinizados e acidificados ao mesmo tempo).

Amostra n R’ k (Pa.s") R’ oo (Pa)
A5 0,3972 0,955 16,232 0,924 0,692
A10 0,4442 0,997 41,35b 0,919 5,2°
A5C4b 0,415° 0,95 10,12° 0,975 0°
Ag5Cad 0,358° 0,99 100,36° 0,911 31,2°
TJA5C4 0,569° 0,951 16,952 0,937 0,832
A5C8b 0,517° 0,991 10,84° 0,928 0°
Ag5Ca8 0,188¢ 0,932 101,74° 0,936 13,57°
TJA5C8 0,405° 0,998 21,43 0,956 1,242
A10C4b 0,584° 0,944 33,73¢ 0,953 0%
Ag10Ca4 0,185% 0,992 84,857 0,974 12,36
TJA10C4 0,4492 0,998 48,94" 0,953 6,21"
A10C8b 0,653° 0,992 16,75' 0,969 0%
Ag10Ca8 0,184% 0,928 95,759 0,927 28,47°
TJA10C8 0,4882 0,985 70,849 0,916 17,81
Caseinato puro 0,216° 0,988 250,23 0,963 48,32~

Pode ser observado que o indice de comportamento (n) é sempre menor que um,

permitindo caracterizar as suspensdes de amido gelatinizado, adicionadas ou nao de

caseinato, como fluidos pseudoplasticos em escoamento extensional. Comportamento
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semelhante foi observado por BARONI et al. (1999), CAMPANELLA & PELEG, (1987) e
CAVALLIERI (2003) que analisaram “creamy cheese” , manteiga enriquecida e géis de
proteina, respectivamente. Os valores tipicos (n) de géis de caseinato- amido gelatinizado
acidificados lentamente e de amido gelatinizado juntamente com a acidificacdo foram
aproximadamente 0,18-0,36 e 0,40-0,57, respectivamente, ou seja, uma estrutura de maior
complexidade no primeiro caso. De fato, as amostras formadas com o amido pré-gelatinizado
possuiam uma consisténcia mais firme, ndo se soltando da placa de Petri quando este era
invertido. Segundo CAVALLIERI & CUNHA (2008), quando a hidrélise do GDL ocorre a frio
(acidificacdao lenta) ha um maior tempo habil para que ocorra um rearranjo molecular

proporcionando um fortalecimento na rede.

Os valores de k apresentados correspondem aos dados calculados a partir da
Equacao 2.4. A tenséo residual foi estimada a partir de ensaios em que a amostra relaxou até
uma forga constante (=300 s). Pela Tabela 4.7 observa-se que a forga necessaria para o
escoamento € sempre maior para as amostras contendo concentragdes maiores de proteina,
principalmente nas misturas acidificadas lentamente, comportamento similar foi observado
nas curvas de escoamento (Figuras 4.11 a 4.14) e nos parametros de ajuste dos dados
obtidos em cisalhamento estacionario (Tabela 4.5). CAMPANELLA et al. (1987) e
CAMPANELLA & PELEG (2002) verificaram resultados semelhantes analisando sistemas de

proteinas/polissacarideos.
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4.3.7. Analise estrutural

4.3.7.1. Microscopia eletronica de varredura

Nas Figuras 4.29 e 4.30 apresentam imagens de microestruturas de amido e de amido

gelatinizado.

. 0086w _anoox 1uw;‘Q\
i

Figura 4.29: Microscopia eletrénica de Figura 4.30: Microscopia eletrdnica de
varredura de amostras de amido antes da varredura de amostras de amido apo6s a
gelatinizacdo com aumento de 3500 x. gelatinizacdo a 90°C por 15 minutos com

aumento de 3000 x.
A morfologia e a estrutura do amido muda apos a gelatinizagao (Figura 4.29 e 4.30),
isso ocorre porque durante a gelatinizagdo os granulos sofrem hidratacdo, inchando (na
direcao radial e tangencial) e mudando sua viscosidade (CONDE-PETIT et al., 1998). Pela

Figura 4.30 nota-se que apesar da amostra estar gelatinizada, o formato dos gréanulos do

amido é parcialmente mantido.

Além disso, a lixiviagado da amilose durante o processo de gelatinizagdo proporciona
uma inter-conectividade formando uma rede entrelagada pelos granulos amorfos. Quando a

suspensao aquosa foi aquecida, as ligagdes relativamente fracas nas areas amorfas, entre
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moléculas cristalinas, se dissociam ocorrendo expansdo, principalmente tangencial, e
hidratagéo progressiva para formar uma rede que se mantém unidas por algumas moléculas
ainda persistentes, nessa condicdo a expansao dos granulos € irreversivel e a ordem
estrutural desaparece (Figura 4.29). Caso os granulos continuem a se expandir a amilose é

lixiviada para a fase aquosa, promovendo um aumento na viscosidade (Figuras 4.6).

Figura 4.31: Microscopia eletrbnica de Figura 4.32: Microscopia eletrébnica de

. varredura de caseinato acidificado com
varredura de amostras de caseinato

aquecimento (aumento de 3000x).
acidificado sem aquecimento (aumento de

3000 x).

As Figuras 4.31 a 4.34 mostram a microestrutura dos géis de caseina e misturas
amido-caseina, pelos dois métodos de preparacdo com um aumento de 3000 x. Pela Figura
4.31 nota-se que a amostra formada apenas por caseina acidificada (acidificagao lenta)
formou uma estrutura mais interconectada e homogénea, dando origem a um gel mais duro,
entretanto, mais fragil que os demais. A caseina acidificada pelo processo rapido formou um
gel mais “fraco” e heterogéneo (Figura 4.32) que o formado por acidificagao lenta, sendo

inclusive, ndo auto-sustentavel.
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0044 -3000% 10

Figura 4.33: Microscopia eletronica de varredura das amostras (a) Ag5Ca4, (b) TJA5C4, (c)

Ag5Ca8 e (d) TJASC8 (aumento de 3000 x).

Ao analisar os géis preparados através do primeiro método (mistura de amido pré-
gelatinizado e caseinato acidificados a 10°C) verifica-se que géis de caseina - amido (Figuras
4.33a, 4.33c, 4.34a e 4.34c) formaram estruturas menos particuladas do que os géis de
caseina pura, com cadeias ramificadas e uniformemente distribuidas (formadas de poucas
particulas compactas e muitas particulas menores), sua rede se estrutura tornando-se mais
filamentosa conforme se aumenta a concentragcdo dos biopolimeros (DAVIS & GORDON,
1980 e DICKINSON & ELIOT, 2003). A porosidade destes géis (Figuras 4.33a, 4.33c, 4.34a e

4.34c) se apresenta maior e mais homogeneamente distribuida no sistema acidificado
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lentamente do que os géis onde a caseina foi acidificada juntamente com o amido (Figuras
4.33b, 4.33d, 4.34b e 4.34d). Além disso, nota-se a presenca de uma rede mais continua,
especialmente nas maiores concentracbes de biopolimeros. Microestruturas muito
semelhantes foram observadas em sistemas protéicos contendo caseinato de sodio,
FAMELART (1994) e FAMELART et al., (2003) estudaram amostras formadas por caseina
pura e sistemas binarios de caseinato- lactoglobulina e caseinato-albumina, respectivamente,
e assim como neste trabalho observaram a presenga de uma rede mais continua conforme se

aumentou a concentragao de biopolimeros, principalmente a do caseinato.
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Figura 4.34: Microscopia eletrdnica de varredura das amostras (a) Ag10Ca4, (b) TJA10C4.

(c) Ag10Cas8, (d) TJA10C8 (aumento de 3000 x).
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Provavelmente, os rearranjos durante a gelificagdo em processo de acidificacao lenta
(Figuras 4.20a e 4.21a) sao responsaveis pelo aumento observado em G’ e G” em relagéo ao
gel formado de amido puro gelatinizado (Figuras 4.16a e 4.17a). Isto também foi conferido
por MELLEMA et al. (2001) que analisaram sistemas contendo caseina pura e sistemas
caseina-lactoglobulina. Uma das explicagbes pode ser visualizada analisando a
microestrutura do amido puro (Figura 4.30) e das misturas (Figuras 4.33a, 4.33c, 4.34a e
4.34c) onde a adicdo de caseina promoveu a formacao de géis ramificados, formados de
redes mais continuas que os géis puros de amido. Além disso, diversos autores (PUTAUX et
al., 2000; HERMANSSON et al., 2004; RICHARDSON et al., 2002 e RICHARDSON &
GORTON, 2003) explicam que a forma de ligagdo da amilose se modifica quando algum
composto é adicionado, na Figura 4.33d surge uma “estrutura lisa” que pode ser atribuida a

interacao entre a amilose lixiviada com a caseina.

BERTOLINI et al. (2005) verificaram que amidos de milho, arroz e trigo possuiam uma
matriz heterogénea, porém a adicdo de caseinato de sédio promoveu a formacado de uma
matriz mais homogénea. Segundo os autores, a heterogeneidade da matriz destes amidos
pode ser devido a sua gelatinizagdo incompleta, como conseqliéncia da auséncia de agua ou
da alta temperatura de gelatinizacdo. Processo de gelatinizacdo incompleta também parece
ter ocorrido no processo de acidificacao rapida, pois observa-se algumas particulas esféricas
(Figuras 4.33b, 4.33d, 4.34b e 4.34d), especialmente nas amostras com maiores
concentracdes de amido. Neste caso, deve ser um efeito de competicdo pela agua promovida

pela elevada concentracdo de biopolimeros presentes (Figuras 4.34b e 4.34d).

Pelas Figuras (Figuras 4.33a, 4.33c, 4.34a e 4.34c), também se pode observar que os
géis AgbCa4, Ag5Ca8, Ag10Ca4 e Ag10Ca8, que possuem o mesmo procedimento de
preparacao tém microestruturas muito semelhantes entre si apesar de conter concentragdes

diferentes. O mesmo ocorre com as amostras TJA5C4, TJA5C8, TJA10C4 e TJA10C8
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(Figuras 4.33b, 4.33d, 4.34b e 4.34d), indicando que a microestrutura sofre mais influéncia do
procedimento de preparagao do que das concentracdes de amido e caseinato de sodio. As
misturas formadas com aquecimento e sem aguecimento da caseina durante sua acidificagao

certamente se agregaram de modo diferente.

A agregagado da proteina foi induzida pela acidificagdo com GDL que, durante a
mistura, se hidrolisou liberando ions H* que neutralizaram as cargas negativas das moléculas
de caseina. Durante a acidificagdo também existe um leve aumento na forga i6bnica e como a
carga da proteina esta tendendo a igualdade de distribuigao e a forga ibnica esta elevada, as
forgas repulsivas eletrostaticas entre as moléculas sdo atenuadas, portanto, as interages
“molécula- molécula ndo ibnica” se tornam favoraveis e a gelificacdo é promovida e
maximizada no ponto de isoelétrico (pH=4.6). Quando a mistura é realizada na temperatura
ambiente, o pH do caseinato esta praticamente neutro e ird acidificando ao longo do tempo,
enquanto que grande parte da proteina se associa com a superficie do amido gelatinizado
ocorrendo a formacao de uma rede (Figuras 4.33a, 4.33c, 4.34a e 4.34c). Quando a mistura é
realizada a 90°C (Figuras 4.33b, 4.33d, 4.34b e 4.34d), a acidificacao € acelerada e o pH cai,
imediatamente, ao redor de 4,6 potencializando a agregagao entre as moléculas de proteina e
entre proteina e amilose lixiviada, cuja associacéo € tao rapida que além de expulsar a agua
impede a associagao proteina-amido. Além disso, quando a acidificacdo ocorre em de altas
temperaturas, ela acontece tao rapidamente que disponibiliza menos tempo para a formacao
de uma rede amido-caseina mais estruturada, como ocorre nas amostras em que o amido foi
pré-gelatinizado. Desta forma, a rede de caseina acidificada parece estar entremeando e
aderindo-se as moléculas de amido ao invés de formar uma rede mista e desenvolver um

sistema estruturado (KIRSTY et al., 1997).

Além disso, comparando as Figuras 4.33a, 4.33c, 4.34a e 4.34c e nas Figuras 4.33b,

4.33d, 4.34b e 4.34d pode-se observar que as amostras onde a caseina é acidificada sem
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aquecimento sao caracterizadas por um numero mais alto de ligagdes cruzadas e
transversais, o que promove interagbes mais fortes entre moléculas individuais produzindo
géis mais fortes, enquanto que nas amostras onde a mistura é realizada a 90°C, ndo se nota
estas ligacoes, isto pode ser atribuido a interagdes mais fracas alcancadas entre moléculas,
formando géis mais fracos e ndo auto sustentaveis (Figuras 4.20a e 4.21a). Esta visualizagao
fica mais evidente se visualizada no aumento de 6000x (Figura 4.35), onde se tem a
impressao que o caseinato acidificado a 90°C inibe a gelatinizagao do amido, que apresenta,
aparentemente, granulos intactos com uma forma arredondada com o caseinato aderido na

sua superficie.

Figura 4.35: Microscopia eletrénica de varredura das amostras (a) A10C8 e (b) TJA10C8

(aumento de 6000 x)

Desta forma, consegue-se entender o comportamento reolégico das amostras, pois
uma rede mais estruturada apresenta um gel mais forte do que moléculas agregadas sem
ligacdes entre si. O mesmo foi observado nas anélises de compressao biaxial (Figuras 4.24 e
4.26) em que as amostras acidificadas a baixas temperaturas e ap6s a gelatinizagdo do
amido necessitaram de uma forca maior para escoar durante a compressdo. Resultados

semelhantes foram observados por VAN CAMP & HUYGHEBAERT (1995),
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FUNTENBERGER et al. (1997), IAMETTI et al. (1998), TANI et al. (1997) e YOSHINORI
(1996). Em proteinas de leite também foi observado uma rede intermolecular entrelagada por
correntes de polipeptidios deixando um espacgo vazio, que pode ou nao ter sido preenchido
pela agua (VAN CAMP & HUYGHEBAERT, 1995 e WALSTRA, 1990). Essas estruturas, que
formaram uma rede continua com um numero grande de pontos de contato, resultaram em

géis mais fortes e estruturados.

4.3.7.2. Microscopia eletronica de transmissao

Houve muita dificuldade em se analisar alguns sistemas por ensaios de microscopia
eletrbnica de transmissao devido a dificuldade inicial de se elaborar uma metodologia para as
amostras que formavam um gel menos estruturado que se perdia no solvente ao longo das
etapas. Para estas amostras, os géis juntamente com o solvente, foram centrifugados apos
cada etapa, ndo sendo possivel determinar se as centrifugacées danificaram as estruturas
destes géis. Em uma parte das amostras “nao auto-sustentaveis” conseguiu-se chegar até a
etapa de inclusédo, porém as amostras se encontravam em finas particulas (pd) e se perderam
nas etapas de trimagem. As micrografias dos géis (caseinato puro, Ag5Ca4, Ag10Ca4 e

Ag10Ca8) sdo mostradas nas Figuras 4.36 e 4.37.
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Figura 4.36: Microscopia eletrdnica de transmissdo de amostras de caseinato puro.

Aumento de (a) 7750 x e (b) 12930 x

Nas Figuras 4.36a e 4.36b observam-se as particulas de caseina (zonas mais
escuras), que induzidas pela hidrolise do GDL formam redes de pequenos aglomerados
distribuidos homogeneamente. Imagem semelhante foi observada por SANCHEZ et al. (2000)
que estudou géis de xantana e proteinas do leite acidificadas e SYRBE et al. (1998) que

realizaram uma revisao sobre a proteina do leite em alimentos.

Quando adicionadas ao amido, a distancia entre as moléculas de caseina diminui
formando aglomerados que se interligam ao amido formando uma rede, sendo os pontos

brancos, provavelmente o solvente (dgua acidificada) ou bolhas de ar (Figuras 4.36a e 4.36b).

157



158



Capitulo 4

Figura 4.37: Microscopia eletrdnica de transmissdo de amostras das amostras (a)
Ag5Ca4 (aumento de 1670 x), (b) Ag5Ca4 (aumento de 2784 x), (c) de Ag5Ca4

(aumento de 3865 x) e (d) Ag5Ca4 (aumento de 4646 Xx).
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Figura 4.38: Microscopia eletrénica de transmissdo das amostras (a) Ag10Ca4 (aumento
de 2784 x), (b) Ag10Ca4 (aumento de 3000 x), (c) Ag10Ca8 (aumento de 16700 x) e (d)

Ag10Ca8 (aumento de 35970 x).
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Uma variagdo na estrutura da rede pode ser notada (Figura 4.37), houve uma
aglomeragdo de particulas de caseina envolvida por uma fase continua (conjunto de
particulas de amido gelatinizadas), o que pode ter promovido uma rede ramificada, cuja rede
também pode ser observada na microscopia eletrénica de varredura (Figuras 4.33a, 4.33c,
4.34a e 4.34c). Além disso, o diametro aparente dos poros entre a amostra de caseina pura
(Figuras 4.36a e 4.36b) e as misturas (Figuras 4.37a a 4.37d) diminuiu, aumentando sua

interconexao.

Pelas Figuras 4.38a e 4.38b nota-se umas estruturas brancas, que inicialmente podem
ser 0 espaco anteriormente ocupado pela umidade da amostra (solvente em excesso, nao
utilizados na gelatinizacdo do amido que ao desidratar tornaram-se poros) e bolhas de ar.
Buscando entender melhor estas estruturas, um aumento foi realizado (Figuras 4.38c e 4.38d)
e nao se chegou a uma conclusao definitiva. AGUILERA & STANLEY (1990) concluiu que

estruturas brancas semelhantes a estas eram bolhas de ar.
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Figura 4.39: Microscopia eletronica de transmissao das amostras (a) Ag10Ca8 (aumento

de 2156 x), (b) Ag10Ca8 (aumento de 3597 x) e (c) Ag10Ca8 (aumento de 7750 x).

As amostras de Ag10Ca4 e Ag10Ca8 (Figuras 4.38a a 4.39c) proporcionaram
comportamento semelhante ao explicado para as amostras de Ag5Ca4 (Figuras 4.37a a
4.37d), porém, apresentaram uma maior quantidade da fase continua (amido gelatinizado)

devido ao aumento de 5 para 10% de polissacarideo.
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Com estes estudos, fica evidente que o caseinato de so6dio modifica as propriedades
reoldgicas de sistemas contendo amido e este fenbmeno se deve em parte a competitividade
pela agua, principalmente em sistemas contendo baixo teor de amilose. Além disso, em
sistemas ternarios (amido-proteina-agua) ocorre um intercambio dinamico entre as moléculas
de agua e os biopolimeros, como ja foi dito, a proteina limita a hidratagdo do amido e como a
agua tem um efeito plasticizante nas regides amorfas do polissacarideo a mobilidade fica
restringida, assim, a proteina pode ter um efeito anti-plasticizante (TESTER &
SOMMERVILLE, 2003 e CORNILLON & SALIN et al.,2000). Este efeito também pode ser

observado nas andlises de retengéo de agua e sinerese (Capitulo 06).

44. CONCLUSAO

Nas amostras em que o amido foi gelatinizado juntamente com a acidificacdo dos
sistemas, o gel possuia pH préoximo ao pl da proteina, enquanto que nos géis formados a
partir do amido pré-gelatinizado antes de ser misturado ao caseinato e GDL tém seu pH em
torno de 5, logo ap6s a sua preparacdo. Somente ap6s aproximadamente 16 horas seu pH

chegou préximo ao ponto isoelétrico do caseinato (pH= 4,6-4,7).

Nas solugcdes de amido 10% a influéncia do caseinato na gelatinizagao foi menor que
nas solugdes de amido 5%, no entanto, o caseinato dificultou a gelatinizacdo na auséncia de
GDL. Quando se adicionou o GDL numa razao suficiente para o gel chegar ao pl da proteina,
ocorreu a formagédo de géis “mais fortes”. Provavelmente, sistemas sem GDL, com altos
valores de pH, podem estar mostrando um aumento da incompatibilidade termodindmica
entre o caseinato e 0 amido, a medida que a concentracdo de um dos biopolimeros aumenta.
Em pH préximo ao pl (amostras com GDL), isto ndo se observou porque a rede de caseina

formada por interacbes eletrostaticas dificultou a separacdo dos biopolimeros nao
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apresentando uma macro-separacao de fases e, portanto, formando um gel mais forte, cuja

resisténcia aumentou a medida que se elevou as concentracdes de biopolimeros.

Os modulos elastico e viscoso foram sempre maiores para as misturas de amido-
caseinato do que para as amostras contendo amido puro, sendo o comportamento conduzido
pelo caseinato. Entretanto, nas amostras onde houve a gelatinizagdo do amido juntamente
com a acidificagdo ocorreu a desestruturacdo do sistema, sendo que neste caso, o caseinato

nao apresentou uma influéncia tdo grande.

A velocidade de gelatinizacao foi favorecida pelo aumento da concentragcao de amido,
no entanto, nos sistemas neutros a adi¢cdo de proteina promove uma diminuigao significativa

na velocidade.

A amostra formada apenas por caseina acidificada formou uma estrutura compacta,
dando origem a um gel mais duro e mais fragil. Entretanto, particulas contidas nos géis de
caseina - amido formaram estruturas menos agrupadas do que os géis de caseina pura, com
cadeias ramificadas (formadas de poucas particulas compactas e muitas particulas menores)
cuja rede se estruturou conforme se aumentou a concentracdo dos polimeros. A porosidade
dos géis de sistemas caseina — amido gelatinizados e acidificados lentamente se apresentou
maior e uniformemente distribuido no sistema do que os géis em que a acidificagédo foi rapida
e 0s géis de caseina pura. Géis que possuiam o mesmo procedimento de preparagao tiveram
microestruturas muito semelhantes entre si apesar de conter concentragbes diferentes,
indicando que a microestrutura € mais influenciada pelo procedimento de preparagao do que
pelas concentracoes de amido e caseinato de sédio. Os géis formados com aquecimento e
sem aquecimento da caseina durante sua acidificagdo certamente se agregaram de modos

diferentes.
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Com estes estudos, fica evidente que o caseinato de so6dio modifica as propriedades
reoldgicas de sistemas contendo amido, varios fatores promovem este fenémeno, sendo um
deles a competitividade pela agua, principalmente em sistemas contendo alto teor de amilose.
Além disso, em sistemas ternarios (amido-proteina-agua) ocorre um intercambio dindmico
entre as moléculas de agua e os biopolimeros, como ja foi dito, a proteina limita a hidratagao
do amido e como a agua tem um efeito plasticizante nas regides amorfas do polissacarideo a

mobilidade fica restringida, assim, a proteina pode ter um efeito anti-plasticizante.

Sistemas sem GDL, préximos ao pH neutro, mostraram um aumento da
incompatibilidade termodindmica entre o caseinato e o amido, a medida que a concentracao
de um dos biopolimeros aumentou. Em pH préoximo ao pl, isto ndo foi observado porque a
rede de caseina formada por interagdes eletrostaticas dificultou a separacéo dos biopolimeros
nao apresentando uma macro-separacdao de fases e, portanto, formou um gel mais forte,

aumentando a medida que se elevou as concentracdes de biopolimeros.

Todas as amostras apresentaram comportamento pseudoplastico, no entanto, a
adicao de caseinato de sddio nas suspensdes de amido promoveu um efeito negativo sobre a
viscosidade aparente, devido a diminuicdo no indice de consisténcia (k), evidenciando a
incompatibilidade entre estes dois biopolimeros em condicbes de pH neutro. Amostras
produzidas por acidificagdo lenta possuiram o valor de indice de comportamento (k) bem
maiores e de indice de comportamento (n) menor que as amostras acidificadas rapidamente,
além de apresentar valores de G e G” muito superiores, este comportamento foi associado
ao aumento da complexidade do sistema devido a formacao de uma rede mais ordenada de
proteina. Nas amostras acidificadas, observa-se que a for¢ca necesséria para o escoamento &
sempre maior para as amostras contendo concentra¢cdes maiores de caseinato, devido ao
fato de que a gelificagao acida provavelmente impede a micro-separagao de fases e promove

a formacao de estruturas mais complexas. As curvas e os parametros obtidos a partir de
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ensaios de cisalhamento e compressao biaxial apresentaram a mesma tendéncia,
demonstrando que apesar da técnica de compressao biaxial com lubrificagdo possuir algumas
desvantagens e nao caracterizar o comportamento reol6gico de muitos alimentos, neste

estudo, mostrou ser um método bastante eficaz.
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RESUMO

Cinéticas de pH e turbidez, utilizando o espectrofotémetro, foram realizadas em sistemas
amido-de-amaranto/caseinato-de-sédio/sacarose. Foram comparados dois métodos de
preparacao, utilizando diferentes temperaturas de acidificagao, realizada a 10°C e a 90°C o
que levou a um decréscimo de pH lento e rapido, respectivamente. Procurando entender
melhor as interagbes que a sacarose e o tempo de acidificagdo promovem no sistema,
estudos das microestruturas, cinéticas de gelificagéo e das propriedades reoldgicas a baixas
deformagbes foram realizados. O aumento da velocidade de formacdo da rede com o
aumento da concentragdo de acucar ficou evidente pelo aumento mais acentuado de G’
durante o aquecimento, no entanto, o agucar nao aumentou o numero de ligagbes no
sistema, o que ficou evidente nas analises de microscopia. O sistema contendo amido,
acucar e caseinato mais GDL apresentou um adiamento no inicio da gelatinizagdo do amido
e um aumento na sua velocidade, porém nao promoveu influéncia nas forgas elasticas e
viscosas do gel. O caseinato de s6dio apresentou uma forte lideranga sobre o sistema,
principalmente durante o resfriamento, sugerindo que a atuagéo do GDL, sobre o solvente,
participa ativamente na rede tridimensional, reduzindo o efeito da sacarose no sistema. O
processo de acidificagdo rapida promoveu a formacdo de um gel mais desordenado e
particulado, nestas amostras o pH chega proximo ao valor do ponto isoelétrico da proteina
muito rapido e a absorbancia permanece no pico maximo desde o inicio. No processo de
acidificacdo lenta, o pH inicial é alto, chegando ao pl em aproximadamente 16 horas,
juntamente com o pico maximo de absorbancia que logo apdés comecga a diminuir, devido a

sedimentacdo dos agregados.

Palavras-chave: amido de amaranto, caseinato de sdédio, sacarose, cinéticas de pH e

turbidez.
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5.1. INTRODUCAO

O uso do amido na industria de alimentos implica no conhecimento do
comportamento dos géis formados com este polissacarideo, bem como das mudangas de
estrutura produzidas pela interacdo do amido com os diversos ingredientes das formulacdes
(proteinas, agucares, acidos, etc.). A adicdo de proteinas e hidrolisados protéicos em
sistemas contendo amido promove alteragdes significativas em suas propriedades ampliando
a faixa de aplicagcbes. Dentre estas, as proteinas do leite possuem elevado valor nutricional,
além de estarem presentes em uma gama de produtos e analogos de produtos lacteos em
gue sao utilizados como espessantes e estabilizantes.

No entanto, as intera¢des que ocorrem em uma mistura de dois biopolimeros nao séo
tdo simples, pois o efeito do pH no comportamento da mistura depende da natureza do
polimero e se este é neutro ou carregado eletricamente, sendo que neste Ultimo caso,
também é funcdo do grupo iénico do polissacarideo (TOLSTOGUZQOV, 2003 e 1997). Em
sistemas formados por proteina e polissacarideo anidénico, o pH tem efeito na auto-
associagao das proteinas e também nas interagbes entre proteina e polissacarideo. Em
valores de pH acima do ponto isoelétrico (pl) das proteinas, ambos o0s polimeros possuem
cargas predominantemente negativas e a repulsao entre eles é predominantemente. Nessas
condig¢des alguns polissacarideos podem formar complexos solluveis devido a atragdo entre
as regides positivamente carregadas na molécula da proteina com o polissacarideo aniénico
(PARK et al, 1992).

A menor solubilidade da caseina é obtida em pH 4,6 (ponto isoelétrico), quando
ocorre a gelificagcdo das proteinas do leite que podem ser acidificadas pela agao de culturas
bacterianas através da fermentagdo da lactose com acido lactico, pela adicao de acidos
organicos como HCI (acidificagcao direta), ou ainda pelo uso de glucona-delta-lactona (GDL),
cuja hidrolise pode resultar na redugao lenta do pH. Muitos estudos sobre a formagao de

géis acidos tém sido realizados com GDL, pois a lenta diminuicdo do pH é similar ao que
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ocorre com culturas lacteas (LUCEY & SINGH, 1997 e LUCEY et al., 1997). Géis acidificados
possuem estrutura particulada, consistindo de filamentos de carater heterogéneo com areas
de alta densidade e regibes sem proteina. Estas regides sdo grandes cavidades, entre os
conglomerados e os filamentos, ocupadas pelo solvente (ROEFS et al., 1990).

A sacarose é freqlentemente encontradas em sistemas contendo misturas de
proteinas e polissacarideos podendo contribuir para a viscosidade e a vida-de-prateleira do
produto. Em solugbes aquosas, a adigdo de sacarose pode alterar as propriedades
termodindmicas das proteinas e polissacarideos, através de interagdes diretas entre o co-
soluto e o polissacarideo ou através de modificacées na estrutura e disponibilidade da agua.
A &gua é um solvente eficaz para os biopolimeros devido a sua habilidade de formar
ligacdes de hidrogénio com grupos hidroxila e outros substituintes polares das cadeias dos
polimeros. A introducao de um material com menos capacidade de se ligar ao hidrogénio
promove uma associacao polimero-polimero, reduzindo a competicdo das interacdes
polimero-solvente (OAKENFULL & SCOTT, 1986). Possivelmente, a contribuicdo da
sacarose em favorecer a caracteristica elastica dos sistemas analisados pode estar
relacionada ao fato desta influenciar fortemente as interagbes entre os biopolimeros
(DICKINSON & MERINO, 2002). Como a adicao de sacarose modifica as interacdes entre os
biopolimeros, as propriedades fisicas dos sistemas mistos também s&o alteradas.

A temperatura de gelatinizagcdo aumenta com a adicdo de agucares, 0 que
provavelmente se deve ao fato da hidratagao das moléculas de agucar diminuir a agua livre
(o que equivale a ter altas concentracées de amido), ou ainda, a interacdo das moléculas de
agucar com as cadeias da molécula de amido, estabilizando suas regides cristalinas
(KOHYAMA & NISHINARI, 1991; AHAMAD & WILLIAMS 1999).

A avaliagao das interagdes entre biopolimeros e sacarose pode ser avaliada através

da andlise do estado da agua nestes sistemas complexos. Braga (2002) relatou que os géis
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de caseina-polissacarideo-sacarose apresentaram um grau muito elevado de sinerese (agua
livre) que foi atribuido principalmente ao efeito da sacarose.

TAKEUCHI (2003) estudou a influéncia da sacarose na gelificacdo de caseinato e
verificou que na maioria dos sistemas estudados a sacarose nao influenciou a cinética de
gelificagdo. Entretanto, em alguns sistemas o agucar diminuiu a taxa de gelificagao, este fato
ocorreu provavelmente porque a sacarose aumentou a forgca das interagdes proteina-
proteina em relacdo as interagbes proteina-solvente, promovendo a agregagao da proteina
em solugao e conseqliente formacao do gel.

Assim, as interacdes entre o amido, caseinato de sédio e sacarose foram analisadas
a partir da avaliagdo da cinética de gelificagdo (pH e turbidez), reologia a baixas
deformacbGes e microestruturas, verificando inclusive, como o tempo de acidificacao
influencia nestas interagdes.

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Matéria prima

Os ingredientes utilizados nos sistemas foram amido de amaranto, caseina, sacarose
e glucona-é-lactona (GDL). O amido foi extraido da semente do amaranto da variedade
“Amaranthus cruentus” (fornecido pela Embrapa e pela UFSC) pela tecnologia de moagem
umida (PAMPA, 2003). A caseina, sacarose e o GDL foram adquiridos da Sigma-Aldrich
Corporation (Inglaterra).

5.2.2. Métodos de preparacao dos sistemas mistos

5.2.2.1. Preparacdo do caseinato de sodio

A caseina foi dissolvida em &gua deionizada sob agitagcdo magnética, a uma
temperatura inferior a 40°C. O pH da solugéo foi ajustado para 6,7 com adicao de solugéo de

NaOH 40 e 20% , até completa hidratagdo da caseina e formacao do caseinato de sddio.
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5.2.2.2. Preparacdo das amostras de caseinato de sodio e amido

Foram estudados trés métodos de preparacdes diferentes, baseados na forma de
adicao do precursor acido (GDL). No primeiro caso nao houve adi¢cdo de GDL, no segundo
as condicbes de processo levaram a uma taxa de acidificacdo denominada de lenta e no
terceiro, a taxa de acidificacdo foi bastante elevada (chamado de acidificacdo rapida). Em
todos os sistemas foram utilizadas duas concentragdes de amido (5 e 10% p/p) considerando
100g de agua deionizada e de caseinato de sodio (4 e 8% p/p). Nos sistemas acidificados, a
quantidade de GDL adicionada foi em uma razdo GDL/proteina suficiente para se chegar ao
pl da proteina (4,6 < pH < 4,7) ao final do processo, sendo os valores usados determinados
em ensaios preliminares. As Tabelas 5.1 e 5.2 apresentam concentracdes e métodos de
acidificagao utilizados para as amostras (contendo sacarose) com 5% e 10% p/p de amido,
respectivamente. Dados semelhantes para as amostras sem sacarose se encontram na

Tabela 4.1 do Capitulo 4.
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Tabela 5.1: Razéo de GDL para o pH das amostras contendo 5% p/p de amido, caseinato (4 € 8% p/p) e sacarose
(5 e 10% p/p) chegar proximo ao pl do caseinato (pl=4,6-4,7) no equilibrio.

Amostras Concentragao de Concentracao de Razéo de GDL Concentragao de Método de
amido (p/p) caseinato (p/p) (R = GDL/Caseina) sacarose (p/p) acidificacao
A5 5 0 0 0 Nao acidificado
AS5as 5 0 0 5 Nao acidificado
AS5al0 5 0 0 10 Nao acidificado
A5C4a5b 5 4 0 5 Nao acidificado
A5C4al0b 5 4 0 10 Nao acidificado
A5C8a5b 5 8 0 5 Nao acidificado
A5C8al0b 5 8 0 10 Nao acidificado
Ag5Cadas 5 4 0,165 5 Lenta
Ag5Cadal0 5 4 0,167 10 Lenta
Ag5Ca8as 5 8 0,171 5 Lenta
Ag5Ca8al0 5 8 0,172 10 Lenta
TJA5C4a5 5 4 0,162 5 Répida
TJA5C4al0 5 4 0,165 10 Répida
TJAS5C8a5 5 8 0,158 5 Répida
TIA5C8al0 5 8 0,161 10 Répida

Capitulo 5

* “A” - amido, “Ag” - pré-gelatinizado, “C” - caseinato, “Ca” - caseinato acidificado antes da mistura com o amido pré-gelatinizado. TJ -

amostras foram preparadas com todos os seus componentes juntos, b - branco (sem GDL). O nimero subseqlente a estas letras indica a

concentragao do respectivo polimero.
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Tabela 5.2: Razédo de GDL para o pH das amostras contendo 10% p/p de amido, caseinato (4 e 8% p/p) e
sacarose (5 e 10% p/p) chegar proximo ao pl do caseinato (pl=4,6-4,7) no equilibrio.

Amostras Concentracio de Concentracio de Razao de GDL Concentracao de Método de acidificacio
amido (p/p) caseinato (p/p) (R = GDL/Caseina) sacarose (p/p)
Al0 10 0 0 0 Naio acidificado
Al10a5 10 0 0 5 Nao acidificado
Al10al0 10 0 0 10 Naio acidificado
A10C4a5b 10 4 0 5 Nao acidificado
A10C4al0b 10 4 0 10 Naio acidificado
A10C8a5b 10 8 0 5 Nao acidificado
Al10Ca8alOb 10 8 0 10 Naio acidificado
Agl0Ca4as 10 4 0,223 5 Lenta
Agl0Ca4al0 10 4 0,226 10 Lenta
Agl0Ca8a5 10 8 0,178 5 Lenta
Agl0Ca8al0 10 8 0,181 10 Lenta
TIJA10C4a5 10 4 0,203 5 Répida
TJA10C4al0 10 4 0,206 10 Répida
TJA10C8a5 10 8 0,174 5 Répida
TJA10C8al0 10 8 0,177 10 Répida

*“A” - amido, “Ag” - pré-gelatinizado, “C” - caseinato, “Ca” - caseinato acidificado antes da mistura com o amido pré-gelatinizado. TJ -
amostras foram preparadas com todos os seus componentes juntos, b - branco (sem GDL). O ndmero subsequente a estas letras
indica a concentragao do respectivo polimero.
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O método de preparo dos trés tipos de sistemas é descrito a seguir:

5) Sem acidificacdo: as suspensdes de amido foram gelatinizadas em banho
termostatico a 90°C sob suave agitagdo durante 15 minutos. Imediatamente apds a
gelatinizacao do polissacarideo, o caseinato de sédio, a temperatura de 25°C, foi misturado
a suspensdo de amido sob constante agitacdo até formar uma suspensdao homogénea
(aproximadamente 3 minutos), sendo esta rapidamente resfriada em banho de gelo para
posterior armazenamento a 10°C.

6) Acidificagao lenta: as suspensdes de amido foram gelatinizadas a 90°C, como
no preparo das amostras nao acidificadas. Apos a sua gelatinizacéo, a solugao de amido foi
resfriada até 60°C para, entdo, acrescentar o caseinato de sodio mais GDL. Quantidades
diferentes de GDL foram dissolvidas previamente no caseinato (a 25°C) antes deste ser
misturado com o amido pré-gelatinizado. Ap6s esta mistura, as suspensdes foram
rapidamente resfriadas em banho de gelo e armazenadas a 10°C por 48 horas.

7)  Acidificacdo rapida: Os componentes (amido, caseinato de sodio e GDL)
foram misturados previamente a gelatinizacdo que ocorreu a 90°C por 15 minutos sob suave
agitagao. As suspensoes foram rapidamente resfriadas em banho de gelo e armazenadas a
10°C.

Foram preparados géis de amido (5 e 10%) considerando 100g de agua, caseinato
de sédio (4 e 8%), sacarose (5 e 10%). Nos sistemas acidificados foram adicionados razdes
de GDL suficientes para se chegar ao pl da proteina no equilibrio.

5.2.3. Analises de cinética de acidificacao e turbidez

As amostras foram preparadas conforme o item 5.2.2.2 e o procedimento foi
realizado conforme a metodologia descrita no item 4.2.3. contido no Capitulo 4.
5.2.4. Ensaios reolégicos

As medicoes reoldgicas foram realizadas conforme item 4.2.4. contido no Capitulo 4.
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5.2.5. Andlise estrutural

As amostras foram preparadas conforme o item 5.2.2.2 e a analise estrutural de
géis amido-caseinato acidificado-sacarose foram realizadas conforme a metodologia
descrita no item 4.2.6. contido no Capitulo 4.

5.2.6. Analise estatistica dos resultados

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa STATISTIC 7,0: Basic
Statistics and tables. O teste de Tukey (p<0,05) foi utilizado para realizar a comparacao das
médias das propriedades dos sistemas puros e misturas.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Efeito na velocidade de acidificacao na preparacao das amostras

De acordo com os resultados observados no Capitulo 4, as diferentes velocidades
de acidificagdo levaram a grandes diferencas de cor (Figura 5.1A e 5.1B) e pH, que

poderiam resultar em propriedades diversas das misturas.

Figura 5.1: Aspecto visual dos géis mistos A) amido (10%) gelatinizado e acidificado com caseinato
(8%); B) amido (10%) pré-gelatinizado misturado com caseinato e GDL (8%); C) amido (10%)
gelatinizado e acidificado com agucar (5%) e caseinato (8%); D) amido (10%) pré-gelatinizado e
misturado com agucar (5%) e caseinato mais GDL (8%). A) e C) Acidificagdo rapida e B) e D)
Acidificagao lenta.
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De modo semelhante, foram preparadas as amostras contendo sacarose (Figuras
5.1C e 5.1D), sendo que pode-se notar que a tendéncia de comportamento do aspecto visual
se manteve ao compararmos as amostras formadas pelo mesmo processo de preparacao (A
e C) e (B e D), porém, com o acgucar os sistemas se mostraram mais opacos. Do mesmo
modo, na amostra D logo apdés a mistura de polissacarideos e proteinas, o gel era
transparente, levemente amarelado e seu pH esta em torno de 5,8 — 5,9. Somente apds
aproximadamente 16 - 18 horas seu pH chega préximo ao ponto isoelétrico do caseinato
(pH= 4,6-4,7), o que pode ser verificado nas Figuras 5.2 - 5.10, enquanto que nos sistemas
acidificados a altas temperaturas, o pH de equilibrio foi alcancado logo apés o tratamento
térmico.

5.3.2. Cinéticas de pH

Um dos objetivos da avaliagdo da cinética de acidificagao foi identificar a razao
de GDL (razdo = GDL/caseina) a se utilizar para que o pH das amostras contendo sacarose
resultasse em um valor préximo ao pl do caseinato de sédio (pl=4,6-4,7), assim como foi
realizado para as amostras sem este dissacarideo (Capitulo 4). Foram mostradas a Tabela
4.1 que apresenta a razdo de GDL para os géis sem sacarose, e as Tabelas 5.1 e 5.2 que
exibem a razdo de GDL para os géis com sacarose contendo 5 e 10% p/p de amido,
respectivamente.

Pelas Tabelas 5.1 e 5.2 pode-se verificar que as amostras em que o amido foi
gelatinizado junto com o caseinato mais GDL (acidificacao rapida), a quantidade deste éster
foi geralmente menor, da mesma forma que ocorreu com as amostras sem sacarose (Tabela
4.1). Um dos motivos, provavelmente, é que o aumento da velocidade da reacdo leva a uma
rapida associagdo entre as moléculas de caseinato, diminuindo o numero de sitios expostos
para a ligagdo com os ions H*, sendo necessaria menor quantidade de GDL para alcancar
pH 4,6. Por outro lado, as amostras contendo sacarose (Tabelas 5.1 e 5.2) necessitaram de

uma quantidade ligeiramente maior de GDL, quando comparadas com as amostras sem
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sacarose (Tabela 4.1), para alcangar pH final préximo ao pl da proteina. Isto poderia ser
atribuido ao aumento do namero de sitios para a ligagdo com os ions H*, a medida que se
aumenta a concentracdo de sacarose.

As Figuras 5.2 a 5.5 mostram as cinéticas de variagdo de pH para as amostras

contendo diferentes concentracoes de amido, caseinato de sodio e sacarose em diferentes

taxas.
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Figura 5.2: Cinética de acidificagdo das amostras a) AgbCa4a5 e Ag5Ca4al0 e b)
TJA5C4a5 e TJA5C4a10 . Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), “Ag” (o amido foi pre-

gelatinizado antes da mistura) e “Ca” (o caseinato teve adicdo de GDL antes da mistura),
“TJ” (os componentes foram tratados termicamente todos juntos) e “a” (agucar).
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Figura 5.3: Cinética de acidificagdo das amostras a) AgsCa8a5 e Ag5Ca8a10
e b) TJIA5C8a5 e TJA5C8a10. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), “Ag” (o
amido foi pré-gelatinizado antes da mistura) e “Ca” (o caseinato teve adi¢cao de
GDL antes da mistura), “TJ” (os componentes foram tratados termicamente
todos juntos) e “a” (agucar).
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Figura 5.4: Cinética de acidificagdo das amostras a) Ag10Ca4a5 e Ag10Ca4ail0 e
b) TJA10C4a5 e TJA10C4a10. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), “Ag” (0 amido
foi pré-gelatinizado antes da mistura) e “Ca” (o caseinato teve adicdo de GDL
antes da mistura), “TJ” (os componentes foram tratados termicamente todos

juntos) e “a” (agucar).
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Figura 5.5: Cinética de acidificagdo das amostras a) Ag10Ca8a5 e Ag10Ca8al10 e b)
TJA10C8a5 e TJA10C8a10. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), “Ag” (o amido foi pré-
gelatinizado antes da mistura) e “Ca” (o caseinato teve adicdo de GDL antes da
mistura), “TJ” (os componentes foram tratados termicamente todos juntos) e “@”
(acucar).

Pelas Figuras 5.2b, 5.3b, 5.4b e 5.5b nota-se que as amostras em que o amido foi
gelatinizado ao mesmo tempo em que ocorreu a acidificagéo, o gel alcangou pH préximo ao
pl da proteina logo apds a sua preparagao, devido a alta velocidade de hidrélise do GDL as

temperaturas utilizadas no tratamento térmico. No entanto, o pH de equilibrio sé foi
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alcancado ap6s aproximadamente 3-16 h apl6s a gelatinizacdo, provavelmente pela
reorganizacao da rede na temperatura de armazenamento.

As Figuras 5.2a, 5.3a, 5.4a e 5.5a mostram que os géis formados a partir do amido
pré-gelatinizado na presenca do agucar antes de serem misturados ao caseinato com GDL,
tinham seu pH em torno de 5,9. Somente apds aproximadamente 16 - 17 horas seu pH
chegou proximo ao ponto isoelétrico do caseinato (pH= 4,6-4,7), levando até 48 horas para
alcangar o equilibrio.

Pelas Figuras pode-se observar uma tendéncia da cinética de acidificacao ser mais
lenta com maiores concentragées de sacarose e menor concentracao de amido, além disso,
maiores concentragbes de amido parecem favorecer a hidrélise mais rapida do GDL. No
entanto, para esclarecer mais este comportamento seriam necesséarias maiores variagdes na
concentragao de sacarose.

5.3.3. Cinéticas de turbidez

5.3.3.1. Amostras sem sacarose

A Figura 5.6a mostra a variacao de turbidez e pH de suspensdes de caseinato de
sodio em funcdo do tempo. Nota-se que a acidificacdo do caseinato a altas temperaturas
(90°C) levou a uma queda brusca do pH até o pl (Figura 5.6b) em aproximadamente 1000
minutos, sendo que a turbidez destas amostras também nao se alterou ao longo do tempo.
Ja o caseinato acidificado a 10°C, mostrou uma queda de pH lenta até chegar ao valor
proximo do pl da proteina, a partir deste ponto tendeu a se manter relativamente constante.
Consequentemente, o processo de gelificagao também foi lento, cuja absorbancia aumentou
gradativamente até chegar a um pico (préximo ao pl da proteina) e em seguida mostrou uma
queda assintética (Figura 5.6a). Esta redugao da turbidez esta provavelmente associada aos

rearranjos ocorrendo no ponto isoelétrico, o que leva a um gel mais ordenado e translucido.
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Figura 5.6: Cinéticas de a) turbidez e b) pH do caseinato de sédio acidificado em fungdo do

tempo. Sendo, caseina sem aquecimento (acidificacdo lenta) e caseina com aquecimnto

(acidificacao rapida)
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Figura 5.7 Cinéticas de a) turbidez e b) pH do amido acidificado em fungéo do tempo.

As Figuras 5.7a e 5.7b mostram a absorbancia e a cinética do pH durante a

acidificacao do amido, onde nota-se que o pH de equilibrio foi alcan¢cado muito rapidamente,

independente da temperatura de acidificagdo, bem como o valor final de turbidez. O valor

médio da absorbancia do amido gelatinizado a 90°C na presenga de GDL (0,26+0,02) foi

estatisticamente diferente da absorbancia do amido acidificado apds a gelatinizagao
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(0,18+0,02). Esta diferencga foi determinada pelo teste de Tukey com p<0,05 e pode estar
associada a hidrélise do amido (EVAGELIOU et a., 2000b).

Medidas de turbidez também foram realizadas para acompanhar as mudangas nos
sistemas mistos durante a acidificacdo. Como a concentracao de caseina foi muito baixa
comparada a concentracdo do solvente (<1%), a rede nao foi totalmente formada (a
concentracao critica para gelificagdo é de aproximadamente 2% p/p de caseinato) (DAVIES
& WHITE, 1960; VAN HOOYDONK et al., 1986; BANON & HARDY,1992; FOX &
MULVIHILL, 2006; FAMELART, 1994 e FAMELART et al., 2003) . A influéncia da taxa de

acidificacdo das amostras é apresentada a seguir (Figuras 5.8a, 5.8b, 5.8c e 5.8d).
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Figura 5.8: Cinéticas de turbidez em fungdo do tempo para as amostras a) A5C4, b) A5C8, c)
A10C4 e d) A10C8. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), “Ag” (0 amido foi pré-gelatinizado antes da

mistura) e “TJ” (os componentes foram tratados termicamente todos juntos).
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As amostras em que a caseina com GDL foi adicionada apés a gelatinizagdo do
amido (Ag5Ca4, Ag5Ca8, Ag10Ca4 e Ag10Ca8) e o sistema acidificado mostraram aumento
da absorbéancia conforme ocorreu a gelificacdo devido a acidificacao (Figuras 5.8a, 5.8b,
5.8c e 5.8d) chegando a um pico maximo préximo ao ponto isoelétrico da proteina e depois
diminuindo até alcangar um valor de equilibrio menor que o inicial para 4% de caseinato e
ligeiramente maior para 8% de proteina. Estes resultados apresentaram comportamento
similar aos géis puros de proteina (Figuras 5.6a e 5.6b), podendo esta queda de turbidez ser
atribuida aos rearranjos das particulas de proteina em condicbes de minima repulsdo de
caseina (SCHORSCH, 2004).

Pelas mesmas Figuras pode-se notar que as amostras em que a mistura é
realizada a 90°C (TJA5C4, TJA5CS8, TJA10C4, TJA10C8) o pH chega préximo ao valor do
ponto isoelétrico da proteina muito rapidamente (Figuras 4.2b, 4.3b, 4.4b e 4.5b), acelerando
a sua agregagao e por este motivo, a absorbancia permanece constante e elevada desde o
inicio. E interessante observar que as amostras acidificadas rapidamente mostraram maior
turbidez que as pré-gelatinizadas e acidificadas, devido a formagdo de uma rede mais
desordenada, isto ocorre, provavelmente, devido a rapida gelificagdo da mistura que, neste
caso, nao sofre a competigdo da separagao de fases.

Em todos os casos, pode-se notar que nas amostras contendo uma maior
concentracao de biopolimeros ocorreu uma maior turbidez, ou seja, um valor de absorbancia
mais elevado, porém € notério que o caseinato exerceu maior influéncia na opacidade dos
géis que o amido.

5.3.3.2 Amostras com sacarose

Comparando as Figuras 5.9 — 5.11 (amostras contendo sacarose) com a Figura 5.8
pode-se observar que apesar da absorbancia se apresentar relativamente menor para as
amostras contendo sacarose, 0 comportamento, em geral, foi muito semelhante. O caseinato

acidificado lentamente (a 10°C) mostra uma gelificagdo gradual até chegar a um pico
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(préximo ao pl da proteina) e em seguida cai como observado para os sistemas sem
sacarose. De uma forma geral, as menores absorbancias foram observadas nas amostras
contendo uma menor quantidade de biopolimeros com a maior concentragdo de sacarose,
principalmente nas amostras onde o amido foi pré-gelatinizado antes de ocorrer as misturas
com os demais componentes dos sistemas-modelo. Os menores valores de absorbancia
pode ter ocorrido devido a formagdo de uma rede menos conectada, justamente pela menor
quantidade de biopolimeros. Ja a presenca de sacarose promove uma desordem no sistema

e interfere nas ligagdes dos grupos livres das moléculas

¢ caseina com sacarose sem aquec
16 - m Caseina com sacarose com aquec
1.2
* . *
308 - N R .
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Figura 5.9: Cinética de gelificagao do caseinato de sddio com sacarose e sem sacarose

acidificado a 10°C e 90°C.
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Figura 5.10: Cinética de gelificagdo dos sistemas mistos contendo 5% de amido e acidificados

lenta (Ag) e rapidamente (TJ). a) Com 4% de caseinato e 5% de sacarose, b) Com 4% de

caseinato e 10% de sacarose, c) Com 8% de caseinato e 5% de sacarose e d) com 8% de

caseinato e 10% de sacarose.
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Figura 5.11: Cinética de gelificagdo dos sistemas mistos contendo 10% de amido e acidificados

lenta (Ag) e rapidamente (TJ). a) Com 4% de caseinato e 5% de sacarose, b) Com 4% de caseinato

e 10% de sacarose, c) Com 8% de caseinato e 5% de sacarose e d) com 8% de caseinato e 10%

de sacarose.

206



Capitulo 5

O comportamento das amostras contendo sacarose é idéntico as amostras sem sacarose,
porém a absorbancia obtida foi inferior as amostras sem sacarose, conforme pode ser
observado nas Figuras 5.9 a 5.11, isto ocorre porque a presenca de sacarose promove uma
desordem no sistema e interfere nas ligagdes dos grupos livres das moléculas formando uma
rede menos conectada que consequentemente permite uma menor passagem de luz e reduz
a absorbéancia.

Nas Figuras de absorbancia por tempo mostradas acima nota-se que as amostras
onde todos os componentes foram tratados termicamente “TJ” se apresentam mais
particulados, exceto no caso onde ha a presenca apenas da proteina (onde as amostras
parecem ser similares). Isso significa que ha um efeito importante do tratamento térmico das
amostras “TJ” na turbidez do amido.

Pode-se observar pela Figura 5.10c que ocorre um maior valor de absorbancia nas
amostras onde todos os componentes sdo tratados termicamente juntos “TJ” contendo as
concentracdes de 5% de amido, 8% de caseinato e 5% de agucar (TJA5C8a5). Efeito
semelhante foi observado na amostra TJA10C8a5 contendo 10% de amido (Figura 5.11c).
Isto evidencia a tendéncia que a sacarose possui de dificultar, de alguma forma, a formagao
de agregados, que continuam se formando, porém com um menor tamanho ou em menor
quantidade, o que pode ser relacionado aos menores valores de absorbancia. No entanto,
para se afirmar esta influéncia, maiores variagdes nas concentragées de sacarose poderiam
ser estudadas.

5.3.4. Efeito do acucar no comportamento reolégico de misturas de caseinato
de soédio e amido

O efeito da adigao de sacarose na evolugdo do comportamento reolégico durante o
aquecimento e resfriamento das suspensdes de amido de amaranto pode ser observado nas

Figuras 5.12a a 5.14b.
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verificando o efeito do agucar. “A” (amido) e “a” (agucar). O nimero em seguida da letra representa a
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A adicao de sacarose a suspensao com 5% e 10% p/pde amido quase nao modificou

a temperatura em que comegou a haver um aumento de G’ e G” (Figuras 5.12a e 5.12b) e
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levou a um pequeno aumento na velocidade de gelatinizagdo, que ficou um pouco mais
evidente na maior concentragao de polissacarideo. Estas modificagbes podem ser atribuidas
a diminuicdo do efeito plasticizante da agua (SLADE & LEVINE, 2002), dado que a
hidratacdo das moléculas de agucar reduz a quantidade de agua livre do sistema, ou ainda a
interacao das moléculas de agucar com as cadeias da molécula de amido, estabilizando as
regides cristalinas do granulo (ACQUARONE & RAO, 2003; AHAMAD & WILLIAMS, 1999;
KOHYAMA & NISHINARI, 1991). Ja o aumento da velocidade de gelatinizagdo com o
aumento da concentragdo de agucar ocorre porque 0 aumento de sacarose no sistema
equivale a ter uma amostra com uma concentracdo cada vez menor de solvente, isso
promove uma perda da cristalinidade do grdo que, geralmente, ocorre a temperaturas mais
elevadas em um sistema com maiores concentragdes de soluto (PEREIRA, 2004; PAMPA,
2003 e EVAGELIOU et al., 2000a e 200b).

No entanto, durante o resfriamento ndo ocorreu uma maior velocidade de aumento de
G’ nas amostras contendo acgucar (se mantendo relativamente constante para todas as
amostras), mas o valor do médulo de armazenamento ao final do processo tendeu a ser
maior nas mais elevadas concentracoes de sacarose. Isto mostra que o processo de
agregacao do amido ndo depende das interagbes entre agucar e 4gua, mas a diminui¢cao da
quantidade de solvente fortaleceu a rede. Amido e agucar sao hidrofilicos e fazem ponte de
hidrogénio com a agua, a sacarose possui um peso molecular menor fazendo ponte de
hidrogénio mais facilmente e roubando 4gua do amido e aumentando, conseqlientemente as
intera¢des poliméricas fortalecendo a rede. Esta hipétese fica mais evidente nos sistemas
com 10% de amido em que, inclusive, a rede ja havia sido formada logo apéds a
gelatinizacao, pois G’ se modificou pouco com o abaixamento da temperatura.

A queda da viscosidade, ap6s alcancado 90°C, pode ser atribuida ao alinhamento
das moléculas de amilose sob cisalhamento que foi acentuada pela presenga da sacarose
(SILVA et al., 2004).
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5.14 e 5.15. A influéncia da sacarose foi pequena e semelhante na gelatinizacdo e

gelificagdo de todas as amostras contendo amido e caseinato com GDL e, por isso, optou-se

por apresentar o comportamento reolégico da amostra contendo 5% de amido, 8% de

caseinato variando as concentracdes de sacarose (5 e 10%) (Figuras 5.14a e 5.14b).
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Figura 5.14: Curvas de a) G’ e b) G” em fungdo da temperatura para suspensdes de amido 5% p/p

verificando o efeito do agucar. “A” (amido) e “a” (agucar). O nimero em seguida da letra representa a

concentracao dos com ponentes.

O sistema contendo amido e caseinato com GDL (Figuras 5.14a e 5.14b) comportou-

se de maneira semelhante ao amido puro (Figuras 5.12b-5.13b), pois a adicdo de agucar

diminui a temperatura de inicio do aumento de G’ e G”, bem como um aumento na

velocidade de agregacdo. No entanto, a adicdo de sacarose nao influenciou nas

propriedades elasticas e viscosas do gel no equilibrio, o que se deve provavelmente ao forte

efeito que o caseinato acidificado pelo GDL tem sobre o sistema, principalmente durante o
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resfriamento. Esta grande interferéncia do caseinato com GDL também foi observado nas
Figuras 4.9a — 4.9b (Capitulo 04).

Os ions H* liberados pelo GDL interagem com as cargas negativas do caseinato
favorecendo a formacéao da rede tridimensional devido a diminuicao da repulsao eletrostatica
e aumento das interagdes hidrofobicas. Em geral, a sacarose intensifica estas interagoes,
porém, as concentragdes de sacarose utilizadas ndo promoveram um grande efeito no
sistema. Isto foi comprovado nas analises de microscopia contendo a sacarose (item 5.3.5).

A tendéncia da sacarose é desorganizar a estrutura da rede e aumentar a mobilidade
do sistema. O acucar promove um efeito negativo na elasticidade do gel de caseinato, assim
como em resultados observados por BRAGA, 2002; BRAGA & CUNHA, 2004 e
BELYACOVA et al.,, 2003. Essa diminuicdo da elasticidade se deve, provavelmente, a
deformagéo e quebra das ligagdes fisicas da caseina, que se tornam mais fracas quando
esta proteina esta associada a sacarose. Além disso, o acucar promove um efeito
desestabilizante nas zonas de juncao do polissacarideo.

DICKINSON & MERINO (2002) observaram que em emulsbdes estabilizadas por
caseinato, a presenca de agucares provavelmente aumentou o nimero efetivo de forca das
interacdes entre as particulas, assim levando a um maior grau de interconectividade do gel.
Neste trabalho a influéncia da sacarose pode nao ter ficado evidente devido ao forte efeito
provocado pelo caseinato acidificado que influenciou grandemente o comportamento
reolégico das amostras. Além disso, o amido e agucar sao hidrofilicos e fazem ponte de
hidrogénio com a &gua, a sacarose possui um peso molecular menor fazendo ponte de
hidrogénio mais facilmente e roubando agua do amido, isso aumenta as interagbes
poliméricas fortalecendo a rede, porém, se a concentracéo de agucar alcancar um nivel onde
a auséncia de agua nao permite que a sacarose faga mais pontes de hidrogénio, o agucar

gue ndo conseguir se ligar fica livre na suspensao e prejudica a formagao da rede.
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Comparando os resultados descritos acima (Figuras 5.12 a 5.14) com as Figuras 6.8
a 6.11 obtidas pelos dados do calorimetro (Capitulo 06), observa-se a mesma tendéncia de
aumento da temperatura de inicio de gelatinizagdo com a adigao de agucar.

5.3.5. Andlise estrutural
As Figuras 5.15a —5.15b apresentam imagens de microestrutura de géis de amido sem e

com sacarose.
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Figura 5.15: Microscopia eletronica de varredura das amostras a) Ag5Ca8 e b)
Ag5Ca8a10 (aumento de 3000 x)

Sistemas acidificados de caseinato e amido apresentaram uma rede estruturada
(Capitulo 04). Esperava-se que a adicdo de sacarose tornasse a rede ainda mais
homogénea, no entanto, ndo foi observada uma grande variagdo na microestrutura. A rede
tornou-se mais interconectada, porém mais porosa, provavelmente causada pelo
favorecimento das interacbes amido-amido. Este resultado vai em desencontro aos
resultados apresentados por BRAGA & CUNHA (2004) que obtiveram estruturas
aparentemente melhores com menor porosidade ao se acrescentar a sacarose, mostrando
que a natureza dos biopolimeros determina as interagdes dos sistemas mistos.

Nas analises de microscopia (Figuras 5.15a e 5.15b) ndo se nota uma grande

influéncia da sacarose nas interagdes dos biopolimeros, isso ocorre devido a diluigdo da
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sacarose na rede do polissacarideo, fazendo com que visualmente ndao se note sua
presenca. Porém, a diluicdo da sacarose na fase do amido pode afetar suas propriedades
mecanicas acarretando variagées nas analises reoldgicas (Figuras 5.14a e 5.14b). Neste
trabalho, a adicdo de sacarose nao apresentou grandes alteracbes na forca do gel, no
entanto, retardou sua gelatinizagdo. Isto também foi observado por SCHORSCH et al.
(1999) em sistemas ternéarios de proteinas do leite/jatai/sacarose.
No estudo de SCHORSCH et al. (1999), a sacarose mostrou somente um efeito leve na
estrutura do sistema contendo amido/proteina, mesmo em altas concentragcdes. A sacarose
se diluiu na fase do polissacarideo, dificultando a sua visualizagdo e fazendo com que nao
ocorresse diferenga nas andlises microscopicas. Porém, o aclcar aumentou a
compatibilidade promovendo diferengas nas analises reoldgicas, térmicas, capacidade de
retengao de agua e sinerese.

Apesar da pouca influéncia do agucar na microestruturas, na literatura fica claro que
a sacarose afeta a dindmica da rede dos géis devido as interagdes co-soluto/biopolimero. O
acucar se une a sitios polares especificos através de pontes de hidrogénio, alterando desta
forma suas propriedades de ligagdo com o solvente. Portanto, para se verificar a acdo da
sacarose nas microestruturas de sistemas amido/caseinato acidificado deveria ser estudado
concentracdes maiores deste co-soluto, além de ser testadas outras técnicas de tratamento

das amostras para visualizagdo no microscopio.
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5.4. CONCLUSAO

Nas suspensodes acidificadas pelo processo rapido o pH chegou préximo ao valor do ponto

isoelétrico da proteina muito rapido, acelerando a gelificagdo que, neste caso, ndo sofre a
competicdo da formagé&o da rede por separagao de fases.
As amostras onde a caseina é acidificada sem aquecimento (acidificacdo lenta) sao
caracterizadas por um niumero mais alto de ligagdes cruzadas e transversais, 0 que promove
interacdes mais fortes entre moléculas individuais produzindo géis mais fortes, enquanto que
nas amostras onde a mistura é realizada a 90°C (acidificacdo rapida), ndo se nota estas
ligagdes, isto pode ser atribuido a interagbes mais fracas alcangadas entre moléculas,
formando géis mais fracos e ndo auto-sustentaveis.

Nas amostras contendo acglcar e formadas a partir da gelatinizagdo do amido
juntamente com o caseinato acidificado, a quantidade de GDL é geralmente menor do que
nas amostras onde o amido é pré-gelatinizado antes da mistura, além disso, a adigao de
sacarose a suspensao de amido retardou levemente a gelatinizacdo e levou a um aumento
na velocidade de formacao da rede.

O sistema contendo amido, acgucar e caseinato mais GDL apresentou um
adiamento no inicio da gelatinizacdo do amido e um aumento na sua velocidade,
porém ndo apresentou influéncia nas forgas elasticas e viscosas do gel, além disso,
a adicdo de sacarose nao apresentou uma grande influéncia nas microestruturas dos

biopolimeros, isso ocorre devido a diluicdo da sacarose na rede do polissacarideo,

fazendo com que visualmente ndo se note sua presenga.
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RESUMO

O efeito das interacGes entre biopolimeros sobre as ligagdes com a agua em sistemas amido
de amaranto/caseinato de sédio adicionados de sacarose foram analisados através de
ensaios de capacidade de retencao de agua (WHC), sinerese e por calorimetria diferencial
de varredura (gelatinizacdo e retrogradagéo). A sacarose atuou como um agente anti-
envelhecimento (inibindo a retrogradacéo), sendo que, este efeito foi mais importante para a
interacdo sacarose-amilopectina do que para a interacdo sacarose-amilose. Apesar de
retardar o envelhecimento, a sacarose nao atuou fortemente sobre as interacbes, as
propriedades mostraram ser mais fortemente dependentes da concentracao de biopolimeros
e principalmente da temperatura de acidificagdo. Amostras contendo maiores concentragdes
de amido/caseinato apresentaram maior WHC e menor sinerese. A retrograda¢do do amido
de amaranto néo foi elevada, no entanto, valores de AH (re-gelatinizacdo) aumentaram com
a concentracao de sacarose e tempo de armazenamento e decresceram com a adicdo de

caseinato de sddio.

Palavras chave: Amido de amaranto, caseinato de sodio, gelatinizacao, retrogradacgao,

sinerese e capacidade de retencao de agua.

6.1. INTRODUCAO

O granulo do amido de amaranto apresenta uma elevada capacidade de ligagdo com
a agua, ou seja, um alto poder de inchamento quando comparado ao de milho. Isso se deve
a uma menor concentragdo de amilose (OTTE et al, 1987). A capacidade de retencao de
agua é uma das principais e desejaveis propriedades funcionais de um gel. A agua é retida
na estrutura do gel por forcas de capilaridade ou, simplesmente, é aprisionada na malha
gelificada. Na maior parte dos estudos efetuados, a capacidade de retengdo de agua foi

avaliada recorrendo a técnicas de centrifugacdo e quantificando a agua expelida do gel por
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diferenca de peso. Neste tipo de ensaios, convém salientar, as amostras sdo sujeitas a
forcas centrifugas relativamente elevadas e a quantidade de agua que sai da amostra vai
depender, ndo sé da capacidade intrinseca do gel reter a agua, mas também da
compressibilidade do préprio gel, sendo que, maior compressibilidade implicara em menor
quantidade de agua retida (RESIO et al., 1999 e 2000).

A andlise de capacidade de retengcdo de agua é uma ferramenta poderosa na
tentativa de resolver problemas praticos como sinerese, textura sensorialmente arenosa,
aumento de rendimento e automacéao dos processos (HINRICHS et al., 2003).

A capacidade das proteinas e polissacarideos, quando em solucdo, de formar géis
estaveis através do aquecimento e resfriamento € uma importante propriedade funcional
(MORR et al., 1993). Porém, durante o processo de gelificacdo, tanto na proteina quanto no
polissacarideo, o arranjo da estrutura tridimensional pode levar a exclusao de parte da agua
inicial (nas técnicas de centrifugacéo, este aspecto ndao é considerado). Este processo de
exsudacao, a que chamamos sinerese, pode continuar ao longo do tempo de existéncia do
gel e ocorre principalmente em baixas temperaturas.

Nas proteinas, a reacao inicial do processo de gelatinizagcdo envolve o
enfraquecimento e quebra das pontes de hidrogénio e dissulfidicas desestabilizando a
estrutura conformacional. Posteriormente, durante o resfriamento, ocorre polimerizacao das
moléculas produzindo uma estrutura tridimensional capaz de imobilizar fisicamente grande
parte do solvente, através de ligagdes dissulfidicas intermoleculares, interagdes hidrofébicas
e idnicas (MANGINO et al., 2002). A integridade fisica do gel de proteina € mantida pelo
contrabalanceamento das forcas de atragao e repulsdo entre as moléculas e destas com o
solvente circundante, porém em muitos casos, parte da agua é expelida espontaneamente
(ZIEGLER et al., 1990).

A sinerese, em sistemas acidificados de caseinato de sédio, ocorre devido as

caracteristicas dinamicas da rede e principalmente devido a contragées do gel (BRAGA &
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CUNHA, 2005 e MERINO et al., 2004), que pode ocorrer mesmo sem a aplicacao de forcas
externas (LUCEY et al.,, 1997 e LUCEY et al., 1998). Durante a acidificagdo da proteina
ocorre um rearranjo na sua rede contribuindo para o processo de encolhimento,
principalmente durante a acidificagdo lenta.

Quando se aumenta a quantidade de polissacarideos em sistemas contendo
proteina, podem ocorrer variagdes nos valores de agua expelida espontaneamente
(sinerese) devido a ligagdes que estes polimeros realizam diretamente com a proteina ou por
mudancas nas suas conformacdes, devido a modificagdo no ambiente.

Apesar dos amidos, durante a gelificagdo e/ou armazenamento (sob refrigeracdo ou
congelamento), apresentarem sinerese devido a interacdo das cadeias de amilose e
amilopectina (FUNAMI et al., 2007), o sinergismo entre este polissacarideo e a proteina
modifica suas propriedades funcionais e estruturais reduzindo a sua sinerese (BRAGA &
CUNHA et al., 2005).

ANTIPOVA & SEMENOVA (1995, 1997 e 1999) observaram que no caso de misturas
de polissacarideos e proteinas ha um aumento da co-solubilidade dos biopolimeros com o
aumento da concentragdo de sacarose. Este aumento de solubilidade dos biopolimeros esta
associado a um aumento na solubilidade da proteina em meio aquoso com a adigéo de
sacarose. SCHORSCH et al., (1999) relataram que em altas concentragdes de sacarose (30
a 60 % p/p), o processo de agregacao das fragdes maxilares de caseina foi reduzido e em
maiores concentragbes foi completamente inibido, provavelmente pelo aumento da
hidrofilicidade das proteinas promovido pela formagéo de uma camada hidrofilica ao redor da
micela (SCHORSCH et al., 2000). Essa explicacdo também foi sugerida para outras
proteinas por JENCKS (1969), GARRETT et al., (1988) e CHINACHOTI & STEINBERG

(1988).
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A capacidade de se ligar a 4gua € uma caracteristica tanto de componentes
hidrofilicos de baixo, quanto de alto peso molecular, sendo que a &agua ligada passa a
apresentar propriedades termodinamicas diferentes da agua pura.

A agua presente em sistemas proteinas-polissacarideos pode estar em trés estados:
agua ligada nao-congelavel, agua ligada congelavel e agua livre, sendo esta ultima
observada principalmente em processos de sinerese (HIGUCHI & [IJIMA, 1985; QUINN et
al., 1988).

A conformacdo e a associacdao intermolecular de biopolimeros podem ser
freqiientemente modificadas pela interacao de aglcares que atuam como co-solutos. Este
fendmeno pode ser explicado, em parte, pela redu¢do no conteudo de agua. A introdugao de
um material com mais capacidade de se ligar ao hidrogénio promove uma associagao
polimero-polimero, reduzindo a competigdo das interagbes polimero-solvente (OAKENFULL
& SCOTT, 1986). O mesmo efeito foi observado em emulsdes estabilizadas por caseinato,
pois a presenga de agucares aumentou o numero efetivo e a for¢a das interagbes entre as
particulas, levando a um maior grau de interconectividade da microestrutura do gel.
Possivelmente, a contribuicdo da sacarose em favorecer a caracteristica elastica dos
sistemas analisados pode estar relacionada ao fato desta influenciar fortemente as
interacdes entre as proteinas (DICKINSON & MERINO, 2002).

FERRERO (2002) verificou a influéncia da interagcdo amido-proteina-agucar que
diminuiu a retrogradacdo do amido e, conseqlentemente, a sinerese. Estes estudos
mostraram que apesar de apresentarem efeitos benéficos, os hidrocoldides possuem
caracteristicas altamente hidrofilicas diminuindo a disponibilidade da &agua e causando
dificuldades na dispersao e gelatinizacdo do amido.

Além de analises de capacidade de retencdo de agua e sinerese, o estudo térmico
através da calorimetria diferencial de varredura é uma técnica fundamental, aplicavel a varios

materiais incluindo polimeros, produtos farmacéuticos e alimentos. As medidas realizadas
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em um calorimetro diferencial de varredura (DSC) fornecem informagdes qualitativas e
quantitativas em fungé@o do tempo e temperatura, considerando as transicoes em materiais
que envolvem processos endotérmicos e exotérmicos, ou ainda mudangas na capacidade
calorifica. Algumas das vantagens que contribuiram para a ampla utilizacdo do DSC séao: a
facil preparagédo da amostra, aplicabilidade em sélidos e liquidos, rapido tempo de analise e
ampla faixa de temperatura.

A interagdo entre as proteinas € um bom indicativo do quao forte € a rede
tridimensional formada, a qual influencia nas caracteristicas finais do produto. Quando um
polissacarideo, como o amido, é adicionado a sistemas contendo proteinas, as interacdes
entre estes biopolimeros sao influenciadas pelas condi¢des do sistema, tais como: pH, for¢ca
ibnica, temperatura e ions (TOLSTOGUZOV, 2003) . Essas misturas de biopolimeros sao
muito importantes em sistemas alimenticios e isso justifica o estudo das interacdes formadas
entre eles.

Assim, o objetivo, neste capitulo, sera analisar o efeito das concentragdes de amido
de amaranto, caseinato de sodio e sacarose na capacidade de retencao de agua, sinerese e
nas propriedades térmicas, avaliando as interagdes entre os componentes.

6.2. MATERIAL E METODOS

6.2.1. Matéria Prima

Os ingredientes utilizados nos sistemas foram amido de amaranto, caseina, sacarose
e glucona-é-lactona (GDL). O amido foi extraido da semente do amaranto da variedade
“Amaranthus cruentus” (fornecido pela Embrapa e pela UFSC) pela tecnologia de moagem
umida (PAMPA, 2003). A caseina, sacarose e o GDL foram adquiridos da Sigma-Aldrich

Corporation (Inglaterra).
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6.2.2. Métodos de Preparacao dos Sistemas Mistos:

6.2.2.1. Preparacdo do caseinato de sédio:

A caseina foi dissolvida em agua deionizada sob agitacdo magnética, a uma
temperatura inferior a 40°C. O pH da solucao foi ajustado para 6,7 com adigao de solugéo de
NaOH 40 e 20% , até completa hidratagdo da caseina e formacao do caseinato de sddio.

6.2.2.2. Preparacdo das amostras de caseinato de sodio e amido :

Foram preparados géis de amido (5 e 10%) considerando 100g de agua, caseina (4 e
8%), sacarose (5 e 10%) e GDL numa razao suficiente para se chegar ao pl da proteina,
sendo estudados trés métodos de preparacao (dois processos diferentes de acidificagao)
para verificar o efeito deste processos nas interacées dos componentes.

Preparacao das amostras.

Os trés métodos sdo baseados na forma de adigdo do precursor acido (GDL). No
primeiro caso ndo houve adicao de GDL, no segundo as condi¢cdes de processo levaram a
uma taxa de acidificagdo denominada de lenta e no terceiro, a taxa de acidificacdo foi
bastante elevada (chamado de acidificagéo rapida). Nos sistemas acidificados, a quantidade
de GDL adicionada foi em uma razao GDL/proteina suficiente para se chegar ao pl da
proteina (4,6 < pH < 4,7) ao final do processo, sendo os valores usados determinados em
ensaios preliminares. As Tabelas 5.1 e 5.2 apresentam concentragcbes e métodos de
acidificagao utilizados para as amostras (contendo sacarose) com 5% e 10% p/p de amido,
respectivamente. Dados semelhantes para as amostras sem sacarose se encontram na
Tabela 4.1 do Capitulo 4.

O método de preparo dos trés tipos de sistemas utilizados nas analises de
capacidade de retencao de agua e sinerese é descrito a seguir:

8) Sem acidificagdo: as suspensdes de amido foram gelatinizadas em banho

termostatico a 90°C sob suave agitacdo durante 15 minutos. Imediatamente apds a
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gelatinizacao do polissacarideo, o caseinato de sédio, a temperatura de 25°C, foi misturado
a suspensdo de amido sob constante agitacdo até formar uma suspensdao homogénea
(aproximadamente 3 minutos), sendo esta rapidamente resfriada em banho de gelo para
posterior armazenamento a 10°C.

9) Acidificagao lenta: as suspensdes de amido foram gelatinizadas a 90°C, como
no preparo das amostras nao acidificadas. Apos a sua gelatinizacéo, a solugao de amido foi
resfriada até 60°C para, entdo, acrescentar o caseinato de sddio mais GDL. Quantidades
diferentes de GDL foram dissolvidas previamente no caseinato (a 25°C) antes deste ser
misturado com o amido pré-gelatinizado. Ap6s esta mistura, as suspensdes foram
rapidamente resfriadas em banho de gelo e armazenadas a 10°C por 48 horas.

10)  Acidificacao rapida: Os componentes (amido, caseinato de sédio e GDL)
foram misturados previamente a gelatinizagado que ocorreu a 90°C por 15 minutos sob suave
agitagao. As suspensdes foram rapidamente resfriadas em banho de gelo e armazenadas a
10°C.

Foram preparados géis de amido (5 e 10% p/p) considerando 100g de &gua,
caseinato de sodio (4 e 8% p/p), sacarose (5 e 10% p/p). Nos sistemas acidificados foram
adicionados razdes de GDL suficientes para se chegar ao pl da proteina no equilibrio.

6.2.3. Analises de Calorimetria.

6.2.3.1. Ensaios de Gelatinizagdo

Para que se tivesse um entendimento real do efeito da adicdo de qualquer soluto
sobre a temperatura de gelatinizagdo de suspensdes de amido de amaranto, foram
realizados separadamente ensaios no calorimetro das suspensdes de amido puro. Em
seguida, amostras de amido contendo apenas sacarose, amido contendo apenas caseinato

sem acidificar e amido contendo sacarose e caseinato sem acidificar (nestes casos,
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denominados ensaios dos brancos) foram analisados em ensaios térmicos para se comparar
com as amostras contendo GDL.

As faixas de temperaturas de gelatinizacdo das suspensdes de amido de amaranto,
com adicado ou nao de soluto, foram analisadas em um calorimetro diferencial de varredura
(DSC) da TA Instruments - Modelo 2920, com software Thermal Analyst e um sistema de
resfriamento dotado de um RCS (Controlled Refrigeration System).

Os termogramas foram obtidos empregando-se uma taxa de aquecimento de 10°C
por minuto, varrendo uma faixa de temperatura de 20 a 100°C. Indio (AH de fuséo de 28,71
J/g e ponto de fusdo de 156,6°C) com elevada pureza (99,9 %) e Azobenzol (ponto de fusdo
de 68°C) foram utilizados para calibrar o sistema. As suspensdes de amido foram
preparadas separadamente, nas concentragdes descritas no item 6.2.2.2 e homogeneizadas,
em frascos fechados, com agitadores magnéticos por 30 minutos, quando entao foi retirada
uma aliquota contendo entre 8 e 12 mg da suspensao, que foi adicionada na capsula, a qual
foi selada hermeticamente e novamente pesada, para que se soubesse a massa real
(eliminada alguma perda por evaporagao) contida na suspensao a ser gelatinizada.

Infelizmente nao foi possivel avaliar o AH de gelatinizagdo das amostras onde o
amido é gelatinizado antes de ser misturado ao caseinato (acidificagdo lenta), justamente
pelo fato do DSC verificar o ponto onde ocorre a gelatinizacdo e nas amostras acidificadas
lentamente o caseinato mais GDL é colocado apds este processo.

6.2.3.2. Ensaios de retrogradacdo:

A retrogradagédo foi determinada pela avaliagdo de termogramas obtidos apos
determinados tempos de estocagem frigorificada. A % de retrogradacao foi medida pela
razao entre a entalpia de gelatinizacao (AH) do gel retrogradado quando comparado com a
amostra nao retrogradada. As propriedades térmicas foram analisadas de 20 a 100°C a

10°C/min. As amostras foram armazenadas dentro da prépria capsula.
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Infelizmente ndo foi possivel avaliar as amostras onde o amido é gelatinizado antes
de ser misturado ao caseinato (acidificacao lenta) devido a auséncia do AH de gelatinizacao
destas amostras.

No principio pensou-se em observar a retrogradacéo durante 7 dias, mas analises
prévias realizadas no DSC nao apresentaram curvas de re-gelatinizagdo, portanto, nao foi
possivel detectar o AH nos ensaios térmicos. Com isso, decidiu-se analisar a retrogradagao
apos 15, 30 e 45 dias, sendo este ultimo, a validade média da maioria dos iogurtes (produtos
que utilizam amido e caseinato de s6dio).

6.2.4. Analises de Retencdo de Agua.

A capacidade de retencdo de agua dos géis foi determinada aplicando uma forga
centrifuga. Amostras de gel (1 g = 0,15) foram pesadas em papel filtro e papel manteiga e
centrifugadas a 1000 rpm por 10 minutos a 10°C. A porcentagem da capacidade de retencao

de agua foi determinada através da Equacéo 6.1:

" P J‘I’f_a‘l’fgxr
Capacidade de retencio de dgua (%) = - ~x100 (6.1)

onde: M, = Massa de agua expelida durante a acdo da forga centrifuga.

M = Massa inicial do gel.

6.2.5. Analises de Sinerese.

As primeiras andlises de sinerese apresentaram muitas variagdes de valores,
promovendo um desvio padrédo e um erro muito elevado. Neste procedimento os frascos
ficaram semi-abertos e provavelmente parte da agua evaporou, além disso, o papel filtro
ficou em contato com a placa de petri e pode ter saturado, impedido a saida de agua das
amostras. Uma segunda andlise foi realizada, com os frascos fechados e mantendo a

amostra suspensa, encontrou-se melhores resultados.
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A sinerese dos géis foi determinada através da medida da agua segregada
espontaneamente dos géis. Amostras de gel foram preparadas conforme item 6.2.2.2 e
pesadas (1 g £ 0,15) em papel filtro e papel de seda (pesados) e colocadas em um recipiente
fechado para evitar vaporizagdo da agua. As amostras foram mantidas a 10°C até chegar ao
equilibrio (12 horas), as amostras e os papéis foram pesados novamente (para comparagao)
e se determinaou a quantidade de &agua expelida espontaneamente (sinerese). Sendo

determinada pela Equagéo 6.2 (BRAGA & CUNHA, 2005) :

LI j——
meag

% 100 (6.2)

Sinerese (%) =

Onde: Sinerese% = porcentagem de sinerese.
M osp= Massa de agua expelida espontaneamente.
M = Massa inicial do gel.
6.2.6. Analise estatistica dos resultados
A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa STATISTIC 7,0: Basic

Statistics and tables. O teste de Tukey (p<0,05) foi utilizado para realizar a comparacao das

médias das propriedades dos sistemas puros e misturas.

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO:
6.3.1. Ensaios de gelatinizacao (Realizadas no calorimetro)

6.3.1.1. Influéncia da concentracdo de amido e do caseinato na gelatinizacdo do
amido (Realizados no DSC)
Quando o amido € aquecido na presenga de excedente de agua, os granulos de amido

incham, e a organizagdo cristalina decompde-se formando regides amorfas. Esse
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desordenamento molecular é chamado de gelatinizagdo e é observado frequentemente em
um fendmeno endotérmico quando realizado no DSC.

Com base no termograma de cada ensaio no calorimetro, foram obtidos os valores de T,
(temperatura de inicio da gelatinizagdo) e T; (temperatura final de gelatinizacao), definidos
pelo encontro das retas tangentes a linha base e a curva referente a endoterma de
gelatinizacao. Depois de definidas estas duas temperaturas, o programa Universal Analysis
tracou uma reta entre os dois pontos e a partir dai foram fornecidos, pelo programa, os
valores da temperatura de pico (T,) e da entalpia (AH) de gelatinizagéo, a qual equivale a

area correspondente no termograma.

€L
=
B

=
=

g
5]

Grelatinizagdo (W/g)

i
L]

70 To Tp 80 Tf
Temperatura (°C)

Figura 6.1: Exemplo de um termograma de amido de amaranto .

Figura 6.1 traz um esquema ilustrativo da leitura de T,, T, Tr e AH em um exemplo de
termograma. Os termogramas do amido variam com a origem do amido e com as condi¢des
do DSC e pode ser influenciada pela estrutura, ou seja, pelas dupla-hélices da amilopectina.
Assumindo que as regides ordenadas da amilopectina sao criadas por pontes de hidrogénio,
pode-se, através de ensaios térmicos, entender qualitativamente, a estrutura fisica desta

regido. A temperatura de pico corresponde ao tamanho da estrutura ordenada pois, 0
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namero de pontes de hidrogénio determina a quantidade de energia requerida para a sua
divisdo. Portanto, as maiores regides cristalinas agregadas por mais pontes de hidrogénio
nao se rompem até atingir temperaturas maiores. A energia necessaria para a divisao de
pontes de hidrogénio das amilopectinas contidas em um gel de amido é proporcional ao
numero e freqiéncia das estruturas ordenadas contidas neste sistema. A altura do pico
corresponde ao numero de regides cristalinas formadas por pontes de hidrogénio que
envolvem a amilopectina (KOHYAMA et al. 2004).

Em analises realizadas no DSC, a amilose sozinha ndo exibe um pico préximo a
temperatura de gelatinizacdo e a area do pico formado durante o aquecimento é geralmente
maior em amidos com alto teor de amilopectina. O amido de amaranto, objeto deste estudo,
contém um baixo teor de amilose e seus resultados térmicos foram relativamente
semelhantes aos encontrados na literatura (BAKER & RAYAS-DUARTE, 1998a e 1998b;
PAREDES-LOPEZ & HERNANDEZ-LOPEZ, 1991; PEREIRA, 2004 e PAMPA, 2003.

Segue nas Figuras 6.2 e 6.3 0 termograma onde pode ser visto qualitativamente o
efeito da adigdo de caseinato (sem acidificar) nos valores de T,, T,, T; € AH das suspensdes
de amido. Nota-se, portanto, que a adicdo de soluto retardou levemente o fendmeno de
gelatinizacdo (que se iniciou a temperaturas superiores). O mesmo pode ser observado
quando se compara os valores de T,, T,, T; para as amostras contendo caseinato acidificado,
que também retardou a gelatinizacdo do amido, mas de uma forma mais evidente (Figuras
6.4 e 6.5), ou seja, a adicdo de GDL retardou a gelatinizacdo como pode ser verificado nas
Figuras 6.6 € 6.7.

BERTOLINI et al. (2005) e ERDOGDU et al (1995) obtiveram resultados semelhantes
ao encontrado neste estudo, os autores observaram interagdes significativas em sistemas

caseinato/amido promovendo aumentos na To, Tp e Tf.
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Figura 6.2: Termograma das suspensbes de
amido 5% comparando o efeito da concentragédo
de caseinato na gelatinizagdo do amido. Sendo

“A” (amido), “C” (caseinato) e “b”(branco).
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Figura 6.3: Termograma das suspensdes de
amido 10% comparando o efeito da concentragédo
de caseinato na gelatinizagdo do amido. Sendo

“A” (amido), “C” (caseinato) e “b”(branco).
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Figura 6.4: Termograma das suspensdes de
amido 5% comparando o efeito da concentragédo
de

amido. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato) e “TJ”

caseinato acidificado na gelatinizacdo do

(os componentes foram gelatinizados todos

juntos).

Figura 6.5: Termograma das suspensbes de
amido 10% comparando o efeito da concentracédo
de
amido. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato) e “TJ”

caseinato acidificado na gelatinizagdo do

(os componentes foram gelatinizados todos

juntos).

236




Capitulo 6

0.58 —— A5C4b  ——TJASC4  —— A5CSb TIA5CS 052 - —A10C4b ——TJA10C4 A10C8b TJA10C8
06 | v 054 |
° )
S 3
S -0.62 5 -0.56
O O
5 5
£ £
© -0.64 © -0.58
3] [}
o ()
() [}
© ©
© -0.66 - & -06 4
2 <
[] [}
& &
-0.68 | -0.62 -
-0.7 T T T T ) -0.64 , , . . .
Exo ulf 60 70 80 90 100 50 60 70 80 90 100
Temperatura (°C) Exo up Temperatura (°C)

Figura 6.6: Termograma das suspensdes de amido 5% Figura 6.7 Termograma das suspensbes de
comparando o efeito da adicdo de GDL na gelatinizagdo amido 10% comparando o efeito da adicdo de
do amido. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), GDL na gelatinizacdo do amido. Sendo “A”
“b”(branco) e “TJ” (os componentes foram gelatinizados (amido), “C” (caseinato), “b”(branco) e “TJ” (os

todos juntos). componentes foram gelatinizados todos juntos).

BERTOLINI et al (2005) observou que o caseinato de sodio compete pela agua
presente no sistema, limita a hidratagdo do polissacarideo e conseqlientemente retarda sua
gelatinizacdo. Este estudo também concluiu que o caseinato de sédio em sistemas contendo
amido nao interfere somente na absorgao de agua pelo polissacarideo, mas também retarda
a lixiviacao da amilose, ja que este processo esta diretamente relacionado com a hidratacao
do granulo e a proteina tem afinidade de se ligar com as a-glucanas. Foram observados, nos
estudos de BERTOLINI et al. (2005) e TESTER & MORRISON et al. (1990) que amidos
cerosos, como 0 amaranto, apresentam mais o-glucanas lixiviadas em sistemas contendo
proteina do que em sistemas contendo apenas agua.

Os valores de entalpia foram convertidos de J/g suspensao (unidade fornecida pelo
calorimetro) para J/g amido seco em suspensdo, 0 que permitiu uma comparagao entre 0s

valores obtidos para cada uma das amostras.
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Na Tabela 6.1 pode-se observar que embora a concentracdo de amido tenha

aumentado juntamente com o aumento da AH em J/g de suspensdo de amido, 0 mesmo

comportamento ndo foi observado quando o valor do AH foi convertido para J/g amido seco

na suspensao. Conclui-se dai que tanto as amostras contendo 5 e 10% possuem agua livre

suficiente para o fenémeno de gelatinizagdo, sem que seja necessario um aumento da

energia para gelatinizar cada granulo de amido. A 4gua € um componente fundamental para

qgue ocorra a gelatinizacado, PAREDES-LOPEZ & HERNANDEZ-LOPEZ (1991) estudaram o

grau de gelatinizacdo em amidos de amaranto variando a concentragdo de umidade dos

granulos e verificaram que o grau de gelatinizagdo diminui conforme se reduz a umidade do

sistema.

Tabela 6.1: Valores Médios e seus respectivos desvios para as respostas de T,, T,, Tr e AH

dos ensaios realizados em ftriplicatas.

Amostras AH (J/g)* H (J/g)** To (°C) Tp (°C) Tt (°C)
A5 0,4262+0,25 10,21 £0,42° 68,50 £0,42° 72,47 +0,26° 78,23 + 0,352
A5C4b 0,4133+0,16 11,86 +0,25° 70,37+0,32° 7455+0,37° 81,88 +0,56°
TJA5C4 0,4389+0,14 9,69+0,46° 6867 £0,64®  7323+0,44° 7950+ 0,24°
A5C8b 0,5727 +0,25 12,94 +0,42° 70,14 +0,52° 7414 +0,31° 79,89 +0,43°
TJA5C8 0,4202 +0,22 9,71 +0,52° 70,25+0,78°  7453+0,33° 78,42 +0,47°
A10 1,092 +0,02 12,01 £0,15° 68,66 +0,33°  72,88+0,04° 80,01 +0,35°
A10C4b 0,7966 + 0,02 9,14 +0,37" 68,93 +0,42° 73,05 +0,46° 80,12 +0,42°
TJA10C4 0,983+024 11,37 +0,31" 69,17 +0,34° 73,45 +0,56° 80,02 + 0,42°
A10C8b 0,9465 +0,18 11,29+0,21° 69,58 +0,45°  73,74+0,27d 78,60 + 0,44°
TJA10CS8 0,97+0,33 11,71 +0,27" 69,36 + 0,36° 74,22 +0,23° 80,97 +0,33'

Médias seguidas pela mesma letra, nao diferem entre si para p<0,05.
* AH em J/g de suspensao de amido.

** AH em J/g de amido seco na suspenséo.

Observa-se que os valores encontrados para o intervalo de gelatinizagdo dos
sistemas de 5 e 10% (de 68,50 a 80,01 °C) encontram-se de acordo com aqueles reportados

por RESIO (1999 e 2000), RADOSAVLJEVIC et al. (1998) e PEREIRA (2004) que
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estudaram sistemas de Amaranthus cruentus contendo 5 - 25% de amido. Estes autores
encontraram os seguintes intervalos de temperatura (T, a Ty) e entalpia de gelatinizac¢ao:
64,77 a 76,15°C e 11,72 J/g amido seco (RESIO, 1999 e 2000), 70,6 a 82,9°C e 15,0 J/g
amido seco (RADOSAVLJEVIC et al.,, 1998) e 67,7 a 69,8°C e 13,76 J/g de amido seco
(PEREIRA, 2004).

A diferenca entre o valor de entalpia reportado por PEREIRA (2004) para suspensoes
com 5 e 10% de amido, que foi de 12,12 e 12,61 J/g de amido seco e o reportado neste
trabalho (10,21 e 12,01 J/g de amido seco) pode ser atribuido as diferentes composi¢des dos
dois amidos, porém, a diferenga mais significativa (Tukey - p<0,05) se deve provavelmente a
quantidade de agua das solugdes, no caso da autora optou-se por variar a quantidade de
agua presente nas suspensées, diminuindo a agua livre do sistema conforme se aumenta a
concentracdo de soluto e neste trabalho a quantidade de agua foi mantida constante em
todas as amostras.

Quando o sistema é acidificado no aquecimento, ndo ha diferenca de AH se a
concentracao de caseinato aumentar de 4 para 8% (Tabela 6.1). Portanto, o caseinato néo
desloca T, (para 10% de amido) e AH em pH &cido. Entretanto, em pH préximo a
neutralidade (sem acidificacdo) existe um aumento de AH com o aumento da concentracao
da caseina, ou seja, nestas condi¢cdes de pH o caseinato exerce efeito sobre a gelatinizacao
do amido.

BERTOLINI et al (2005) trabalhou com pH préximo a 7,0 e verificou uma diminuicao
na entalpia de gelatinizacdo do amido com o acréscimo de caseinato de sodio, porém, o

estudo concluiu que esta variacao nao foi estatisticamente significativa.
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6.3.1.2. Efeito do acticar nos sistemas modelo.

Pelos termogramas abaixo (Figuras 6.8 e 6.9) observa-se o efeito do agucar na

gelatinizagdo do amido. Nota-se pelas Figuras que o agucar influenciou nas T,, Ty, Tr € que

aumentando a concentragdo de agucar (de 5 para 10%) ocorre um aumento nas

temperaturas para as duas concentragdes de amido (5 e 10%).
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Figura 6.8: Termograma das suspensbes de amido

5% comparando o efeito do aglcar na gelatinizagao

do amido. Sendo “A” (amido) e “a” (agucar).

gelatinizagdo do amido. Sendo “A” (amido) e “a

(agucar).

Figura 6.9: Termograma das suspensdes de

amido 10% comparando o efeito do aglcar na

Pelos termogramas abaixo (Figuras 6.10 e 6.11) pode-se observar o efeito do agucar

e da adicdo de GDL nas amostras contendo amido, caseinato e acucar. O aumento da

concentracao de acucar retardou a gelatinizacdo em todas as amostras (Figuras 6.8 a 6.11 e

Tabela 6.2) e a concentragcao de GDL, assim como nas amostras sem sacarose (Figuras 6.4

a 6.7 e Tabela 6.1), também retardaram a gelatinizagdo em algumas amostras.
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Figura 6.10: Termograma das suspensdes de amido
5% comparando as amostras acidificadas com as
amostras “branco” na gelatinizacdo do amido na
Sendo “A” “c”

(caseinato), “b”(branco) e “TJ” (os componentes foram

presenca de agucar. (amido),

gelatinizados todos juntos).

Figura 6.11: Termograma das suspensdes de amido
10% comparando as amostras acidificadas com as
amostras “branco” na gelatinizacdo do amido na
Sendo “A” “C”

(caseinato), “b”(branco) e “TJ” (os componentes foram

presenca de agucar. (amido),

gelatinizados todos juntos).

Pela Tabela 6.2 pode-se observar que, de uma forma geral acrescentando o

caseinato tanto em pH préximos ao pl como ao pH neutro ocorre um aumento nas

temperaturas T,, Tp, Tr. O AH (J/g de suspensdo) ndo apresentou uma variagcdo uniforme,

porém, quando se passou para J/g de amido seco o valor permaneceu relativamente

constante assim como nas amostras que nao continham acucar (Tabela 6.1), no entanto

para confirmar que ndo houve diferencas significativas uma andlise estatistica foi realizada

através de um teste de Tukey.

A Tabela 6.2 apresenta valores de T,, T, T; e AH médios, obtidos das triplicatas dos

ensaios com adigao de agucar.

241




Tabela 6.2: Valores médios To, Tp, Tf e dos ensaios contendo acucar.

Amostras AH (J/g)* AH (J/g)** To (°C) Tp (°C) Tf (°C)
A5a10 0.7651 +0.24 13.48 + 0.572 70.85 + 0.24 2 75.05 + 0.262 81.59 + 0.32?2
A5a5 0.9315+0.25 14.52 + 0.44° 69.36 + 0.52° 73.31 + 0.29° 79.55 + 0.53°
A5C4a10b  0.4539+0.18 10.86 +0.42° 71.69 + 0.21¢° 75.49 + 0.39¢ 83.26 + 0.35°
A5C4a5b 0.6738 +0.11  15.44 + 0.41° 70.75 + 0.45% 74.11 +0.28¢ 81.65 + 0.252
TJA5C4a10 0.4717+0.22 10.91 +0.63° 72.00 + 0.36° 75.60 £ 0.35%°  82.52 +0.35¢
TJA5C4a5 0.5397 +0.28 12.46+ 0.26°  70.89 + 0.39% 74.71 +0.372 80.48 +0.27°
A5C8a10b  0.4722+0.30 11.61+0.54°¢ 72,15+ (.322¢ 76.12 +0.25° 80.84 + 0.39°
A5C8a5b 0.4865+0.28 11.48 +0.52°¢ 70.84 + 0.45% 74.79 +0.162 80.88 + 0.47 ®'
TJA5C8a10 0.5524 +0.25 13.88+0.62° 71.64+0.45* 7547 +0.31*°  82.93 +0.45%
TJA5C8a5 0.5375+0.16 11.15+0.26*° 71.07+0.61*¢  75.33 +0.412° 81.85+0.252
A10a10 1.054 + 0.09 12.64 + 0.35¢ 70.14 + 0.53% 74.78 +0.36%°  80.10 + 0.35°°f
A10a5 1.24 +0.15 14.26 + 0.37*®  68.78 + 0.35° 73.77 +0.53%9  80.14 + 0.35%¢f
A10C4a10b 0.9153+0.15 11.42+0.32>  71.76 £+0.15% 75.59 + 0.25%°¢  82.71 + 0.35°¢
A10C4a5b 1.314 + 0.21 15.74 + 0.11°¢ 71.13 +0.31° 75.01 + 0.632 81.91 +0.212
TJA10C4a10 1.318+0.17 12.02+0.32°¢  70.13+0.14® 75.92+0.34°®  83.12+0.26°
TJA10C4a5 1.426+0.19 1528 +0.25° 69.30+0.25*° 7452+0.58*  83.11+0.45°
A10C8a10b 0.9577+0.21 10.56 +0.32° 72.16+0.36>° 75.61 +0.472*% 80.52 + 0.32°
A10C8a5b 0.8783+0.24 10.92+0.21° 71.20 +0.46%  74.59 + 0.63 3¢ 79.73 +0.34°
TJA10C8a10 0.9185+0.12 12.01 +0.38°¢  71.87 +0.24¢ 76.22 +0.18¢ 82.64 + 0.42°¢
TJA10C8a5 1.047 + 0.31 13.48 +0.38% 70.76 £ 0.24%%  7515+0.25%°  81.85+0.41°

Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si para p<0,05.

* AH em J/g de suspenséao de amido.

** AH em J/g de amido seco na suspenséo.

Torna-se dificil comparar os valores encontrados com aqueles ja reportados por

outros autores, uma vez que foram estudadas concentragdes diferentes de amido e soluto,

sendo possivel apenas uma andlise de tendéncias do comportamento das suspensdes de

amido com adicao de soluto. BAKER & RAYAS-DUARTE (1998a e 1998b) estudaram o

efeito da adicao de sacarose (nas concentracoes de 10, 20 e 30%) em suspensdes contendo

30,5% de amido de amaranto e observaram também um aumento das temperaturas de
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inicio, pico e fim de gelatinizacdo com o aumento da concentragdo de sacarose na
suspensdo. Comportamento semelhante foi encontrado por PEREIRA (2004) que analisou
concentracdes de 2,5 a 22,5% de agucar em suspensodes de 5 a 15% de amido.

Em pH &cido, aumentando a concentracao de agucar de 5 para 10% ha um retardo
na temperatura de gelatinizagéo, isso pode ser verificado analisando a Tabela 6.2, a qual
representa o comportamento das demais amostras, e a Figura 6.12. Além disso, ocorreu
uma queda significativa nos valores de entalpia (J/g de amido seco na suspensao) quando
se aumentou a concentracdo de 5 para 10%, este aumento aparentemente € pequeno,
porém apresentou diferenga significativa pelo teste de Tukey, com excecao das amostras
A5C8a10b e A5C8a5b; A10C8a10b e A10C8a5b que estatisticamente a diferenga de

entalpia ndo foi significativa e das amostras TJA5C8a5 e TJA5C8a10 que ao contrario das

demais sofreram um aumento de AH com a adi¢éo do agucar.
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Figura 6.12: Efeito da concentragéo de acucar nas T,, T, e T; da amostra TJA5CS8.

Pela Figura 6.12, nota-se que os valores de T,, T,, Tr aumenta conforme aumenta a
concentracao de sacarose. O acucar influencia os valores de temperatura de inicio de
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gelatinizacao e a entalpia justamente pela competicdo com a agua o que promove a mesma
tendéncia que ocorreria se aumentasse a concentragao de amido.

Em pH préximos ao pH neutro, a adigao de agucar aumenta T,, T,, Tr, sendo o efeito
mais pronunciado a menores concentragdes de amido (Tabela 6.2).

6.3.2. Ensaios de retrogradacao.

As andlises térmicas realizadas inicialmente, ndo apresentaram entalpia de
gelatinizacao (AH), podendo-se concluir que nao houve retrogradacao neste periodo. Estas
analises foram realizadas até 7 dias (T=2°C) de armazenamento, sendo que neste periodo
n&o ocorreu retrogradagao.

Informagdes da literatura relatam que o amido de amaranto realmente néo retrograda
como os demais amidos (SEOW, 2000; PAREDES-LOPEZ et al, 1994; PAREDES-LOPEZ &
HERNANDEZ-LOPEZ, 1991 e BAKER & RAYAS-DUARTE, 1998a e 1998b; KOHYAMA &
NISHINARI, 1991; ELIASSON, 1992 e ELIASSON & KIM 1992); CHUNGCHAROEN &
LUND, 1987), portanto, decidiu-se estudar um tempo maior de armazenamento (15, 30 e 45
dias) em uma temperatura menor (0°C).

A recristalizacdo ou retrogradacao ocorre quando, apés uma solubilizagdo durante o
processo de gelatinizacado, as cadeias de amilose, mais rapidamente que a da amilopectina,
agregam-se formando duplas-hélices estabilizadas por pontes de hidrogénio. Durante o
resfriamento estas hélices formam estruturas cristalinas tridimensionais altamente estaveis
(SANDHU et al. 2007 e STAHL et al. 2007). Os polimeros da amilopectina retrogradada,
limitados pela sua estrutura ramificada, sdo menos firmemente ligados do que os da amilose
retrogradada, conferindo a esta ultima uma maior resisténcia a hidrélise (LOBO et al., 2003).

A taxa de retrogradacao € afetada pela relagao de amilose e amilopectina, tamanho
molecular, temperatura de armazenamento, pH, lipideos, hidrocolbéides, sacarose e outras

fontes organicas (KOHYAMA et al. 2004).
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Para as andlises de retrogradacao foram escolhidas as amostras contendo 10 % de
amido (retrogradacao maior). Infelizmente nao foi possivel avaliar as amostras onde o amido
€ gelatinizado antes de ser misturado ao caseinato (acidificacdo lenta) devido a auséncia do
AH de gelatinizagdo destas amostras. A Tabela 6.3 apresentam os dados de AH para as
diferentes amostras em 15, 30 e 45 dias de armazenamento.

Isto mostra que os sistemas contendo amido de amaranto nao apresentaram altos
indices de retrogradagédo durante o periodo de armazenamento estudado, o que é bastante
desejavel em termos de qualidade visual. Este resultado pode ser associado a 2 fatores: a
baixa retrogradacdo do amido de amaranto e maior retencdo de agua que ocorre nos

sistemas amido-caseinato de s6dio-GDL como podera ser comprovada no item 6.3.3.
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Tabela 6.3: To, Tp, Tc e AH para as diferentes amostras em 15, 30 e 45 dias de armazenamento.

Armazenados por 15 dias

Armazenados por 30 dias

Armazenados por 45 dias

Amostras
To Tp Tc AH(J/g) To (°C) Tp (°C) Tc (°C) AH (J/g) To (°C) Tp (°C) Tc (°C) AH (J/g)
A10 * * % 1,034#0,12 | 68,84+0,32 73,95+0,32 80,10+0,54  1,23+0,14 | 69,06+0,23 74,32+0,54 80,24+0,13 1,51 +0,2
TJA10C4 . oo * 69,20+0,33% 74,68+0,21° 80,33 +0,43°  1,21+0,16 | 69,48+0,30° 75,21+0,36% 80,52+0,47% 1,37+0,11°
TJA10C4a5 . oo * 69,95+0,43° 76,47+0,22° 83,20 £0,26°  0,99+0,14% | 70,63+0,34° 77,03+0,21° 83,34+0,32° 1,12+0,22°
TJA10C4a10  * * % 0,7540,11 | 70,74+0.45° 77,0240,32° 83,29+0,53°  0,97+0,15° | 71,04+0,25° 77,12+0,42° 83,49+0,25° 1,01 +0,1°
TJ10C8 . oo * 69,65+0,38Y 75,45+0,31° 81,17 +0,24° 1,13+0,22° | 69,97+0,16° 75,69+0,33° 81,26+0,23° 1,35+0,18°
TJ10C8a5 * o * 70,940.21° 76,12+0,45° 81,89 +0,24°  1,01+0,15° | 71,8940,24° 76,92+0,28° 81,92+0,42° 1,13+0,13°
TJ10C8a10 * o * 71,9620,24' 76,73+0,32° 82,63 +0,43°  0,85+0,21% | 72,09+0,21° 77,15+0,15° 82,78+0,21° 0,8620,12'

*Nao foi possivel determinar.
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KOHYAMA & NISHINARI (1991), KARIM et al. (2007), AEE et al., (1998), BEKER & RAYAS-
DUARTE (1998a) observaram que ocorre, durante a retrogradacao, uma temperatura de re-
gelatinizacdo mais alta, sendo que a profundidade e area da curva aumentam com o tempo
de armazenamento.

Pela Tabela 6.3 nota-se que os valores de AH foram menores, conforme se aumentou a
concentracdo de caseinato, e os valores de To, Tp e Tf ndo apresentaram uma tendéncia
estatisticamente significativa (teste de Tukey - p<0,05). Pode-se verificar, também, que a To,
Tp, Tf tiveram valores maiores conforme se aumentou a concentracdo de sacarose. Isto
ocorre porque a sacarose altera a estrutura, imobilizando moléculas de agua, a conformacao
da molécula da sacarose em agua ¢€ tridimensional e o grupo hidroxila equatorial em uma
molécula de sacarose pode ser substituida por uma molécula de agua, tornando-se mais
estavel. Neste caso, a gelatinizacao e/ou a re-gelatinizacdo (retrogradacao) dos granulos de
amido em solu¢do de sacarose ocorre em temperaturas mais altas e requer mais energia.

Os termogramas das andlises de re-gelatinizagdo ndo sao tdo definidos como os
termogramas da gelatinizacdo, a amostra A10, dentre as demais, foi a que apresentou o
melhor termograma, o qual pode ser visualizado no apéndice I.

A Tabela 6.4 apresenta os valores de entalpia de re-gelatinizacdo e a porcentagem de

retrogradacao dos géis durante o armazenamento.
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Tabela 6.4: Valores de entalpia e porcentagem de retrogradagéo de sistemas

amido-caseinato e sacarose durante armazenamento.

Amostras Armazenados por 30 dias Armazenados por 45 dias
AH (J/g) %R AH (J/g) %R

A10 1,2310,14**  10,242%  1,51£0,2*° 12,572°
TJA10C4 1,2120,16**  10,03#*  1,37£0,11°° 12,052°
TJA10C4a5  0,990,14°" 648>  1,1240,32°° 7,33°¢
TJA10C4al0  0,970,15°*  8,07**  1,01%0,18"" 8,40°4
TJA10C8 1,130,22*"  9,65*"  1,35:0,38%°" 11,53%F
TJA10C8a5  1,01:0,15°"  749%%  1,13£0,23"° 8,38°°
TJA10C8a10  0,85#0,21**  7,08°"  0,86+0,12°" 7,16°"

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre

si para p<0,05.

As entalpias de re-gelatinizacdo, nos ensaios de retrogradagao, aumentaram com o
tempo de armazenamento e decresceram com a adigdo de caseinato de sodio e sacarose
(Tabela 6.3, Figuras 6.13 e 6.14). A retrogradacado possui uma dependéncia exponencial
com o tempo (KOO et al., 2005).

Na Tabela 6.4 pode-se verificar que os valores de AH e % R diminuem com a
adigao de caseinato, indicando que retrogradagédo reduz com o aumento da concentragao
da proteina e sacarose. No entanto a %R foi menor conforme se aumentou a concentragao
de sacarose (Figura 6.14), com excecao da amostra TUJA10C4a5 (quando comparada com
TJA10C4a10), devida a sua entalpia de gelatinizagao ser elevada (15,28 J/g) (Tabela 6.2).
Estes resultados estdo de acordo com os estudos de diversos autores (TESTER &
MORRISON, 1990; SEOW et al., 2000; SANDHU et al., 2007; KOHYAMA & NISHINARI,

1991;, KARIM et al., 2000).
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Figura 6.13: Valores de entalpia de gelatinizagdo e retrogradacao dos géis
amido/caseinato/sacarose.
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Figura 6.14: Valores de %R das amostras durante 30 e 45 dias.
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Na Figura 6.14 pode-se observar que o caseinato de sédio atua como um reagente
anti-envelhecimento, conseqlientemente, retardando a retrogradagéo.

Como ja foi dito anteriormente, a retrogradagdo consiste de dois processos
separaveis. A primeira fase (algumas horas) € governada pela gelificacdo da amilose
solubilizada durante a gelatinizagdo, sendo um processo desejavel ja que forma-se um gel,
entretanto, numa segunda fase as dupla hélices formadas continuam se reagrupando em
estruturas cristalinas que resultam na eliminagdo da agua retida no gel. Também em um
processo mais lento ocorre a recristalizacdo. da amilopectina dentro dos granulos
gelatinizados.

Aos 15 dias de armazenamento (Tabela 6.3), somente foi detectada retrogradacao
em duas amostras: de amido puro (10%) e na amostra de 10% amido, 4% de caseinato e
10% de sacarose (TJA10C4a10). A partir de 30 e 45 dias, a retrogradagao se torna
mensuravel e é da ordem de 7-12% (Tabela 6.4).

Como a entalpia de re-gelatinizacdo e %R nao foi tdo dependente da concentracao
de sacarose nas amostras armazenadas por 15 dias e mais dependentes nas amostras
armazenadas por 30 e 45 dias (Tabela 6.4), pode-se afirmar que o efeito anti-
envelhecimento da sacarose deve ser mais importante para a interagdo sacarose-
amilopectina do que para a interacdo sacarose-amilose, isso porque a primeira fase da
retrogradacdo, governada pela amilose, ocorre nas primeiras horas. Nao foi possivel
comparar os resultados com o trabalho de BEKER & RAYAS-DUARTE (1998) que estudou a
retrogradacdo e sinerese em sistemas contendo amido de amaranto-sacarose devido alta
concentracdo de amido utilizado nas suas analises, no entanto, pode-se dizer que os

resultados seguiram a mesma tendéncia.
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6.3.3 Influéncia da interacao dos biopolimeros na capacidade de
retencao de agua (WHC) e sinerese

6.3.3.1. Ensaios de Capacidade de Retencio de Agua.

A andlise de capacidade de retencdo de agua é uma ferramenta poderosa na
tentativa de resolver problemas praticos como sinerese, textura sensorialmente arenosa,
aumento de rendimento e automacao dos processos (HINRICHS, 2003). A Tabela 6.5 mostra
os valores de capacidade de retencdo de agua e sinerese das diversas amostras, pela
Tabela podemos analisar a influéncia das concentragdes dos biopolimeros, da sacarose e da
temperatura de acidificagao.

Nota-se que houve grande diferenga nos valores de capacidade de retencao de
agua, indicando a grande variagao que ocorre nos géis dependendo das concentragdes dos

polimeros e do processamento.
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Tabela 6.5: Média da capacidade de retencédo de 4gua e da sinerese.

Capacidade de

Amostras retencéo de agua Sinerese
Caseinato acidificado 42,6+1,6° 42,11+0,64°
A5 . .
Ag5Ca4d 61,2+1,36° 22,24+0,98°
Ag5Cada5 58,23+0,53° 25,23+1,09°
Ag5Cadal0 52,12+1,1° 26,21+1,13°
Ag5Ca8 72,36+0,64° 13,43+0,17°
Ag5Ca8a5 69,23+1,27" 15,65+0,22 ¢
Ag5Ca8a10 63,86+0,79° 16,530,31°
TJA5C4 * *
TJA5C4a5 * *
TJA5C4a10 * *
TJA5C8 55,3+0,85" 27,25+1,13"
TJA5C8a5 52,12+0,96" 31,34+1,47°9
TJA5C8a10 47,21+0,83' *
A10 * *
Ag10Ca4d 70,460,93' 20,76+1,03"
Ag10Cada5 63,98+0,53'9 21,56+1,25"
Ag10Cada10 51,23+0,48"¢ 27,48+0,40 ¢
Ag10Ca8 71,68+0,68 ' 18,64+0,55'
Ag10Ca8a5 64,24+1,26 ™9 19,75+0,85!
Ag10Ca8a10 53,84+0,57"¢ 24,54+0,87
TJA10C4 54,12+0,74°° 39,59+1,29'
TJA10C4a5 48,84+1,86" 47,84+1,13™
TJA10C4a10 * *
TJA10C8 55,33+1,74%" 37,75+1,26"
TJA10C8a5 44,32+1 59" *
TJA10C8a10 * *

Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si para p<0,05. Teste de
Tukey foi realizado nos pares de interesse.
* Nao foi possivel analisar estes géis, por ndo ser auto-sustentaveis ocorreram

perdas durante os ensaios.
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O amido de amaranto, por conter uma grande quantidade de amilopectina, possui
uma maior capacidade de retencdo de agua que os demais amidos, no entanto, deve-se
lembrar que o pH do meio esta ao redor de 4,6-4,7, o que pode promover uma hidrélise nao
desejada do amido. De uma forma geral, pode-se observar pela Tabela 6.5 que a amilose
que foi lixiviada para o exterior do granulo interagiu com a proteina, formando uma estrutura
capaz de reter mais agua, no entanto, a sacarose desordenou o sistema.

Os géis onde a acidificagao foi realizada a 90°C, apresentaram menores valores de
capacidade de retengéo de agua, isso se deve a sua rapida acidificacao (Tabela 6.5). Tempo
e temperatura constituem um binémio importante no processo de gelificacdo de proteinas,
quando as condicdes de aquecimento sdo extremas, as moléculas de proteina ndo tem
tempo habil para se alinhar de forma organizada, resultando em agregados ou precipitados
com baixa hidratacéo, levando a uma menor capacidade de retencao de agua (ANTUNES et
al., 2003 e LORENZEN, 2002).

Pela Tabela 6.5, pode-se verificar o efeito positivo que 0 aumento da concentracao de
proteina apresentou nas amostras contendo amido e amido/sacarose. A reticulagdo das
estruturas do caseinato de sédio aumenta a firmeza do gel, promove significante aumento na
capacidade de retengao de agua e diminui a sinerese (LORENZEN, 2007).

Provavelmente, durante a acidificacao do caseinato de sddio (nas amostras onde a
gelificagdo ocorreu lentamente) as redes do caseinato foram se estruturando prendendo as
moléculas de amido no seu interior, promovendo a formagao de géis mais fortes e com uma
maior capacidade de retencdo de agua do que os géis contendo somente amido.
LORENZEN etal. (2005) estudaram sistemas contendo proteinas do leite/polissacarideos e
proteinas do leite/enzimas e observaram resultados semelhantes durante a sua reticulacao.
Ou seja, o sinergismo entre o caseinato de sddio e o amido fez com que géis formados por
estes sistemas apresentassem maior capacidade de retencao de agua do que géis puros de

caseinato e amido (Tabela 6.5).
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Nas amostras onde o caseinato foi acidificado a 90°C, a gelificacdo do caseinato é
muito rapida, desta forma as moléculas de caseina se agregam expulsando a agua e
formando um gel mais fraco, impossibilitando a analise de WHC por centrifugacdo em
algumas amostras. A influéncia da sacarose e da concentracao dos biopolimeros podem ser

verificados nas Figuras 6.14 e 6.15.
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Figura 6.15: Capacidade de retengao de agua de amostras contendo 5% de amido.
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Figura 6.16: Capacidade de retengéao de agua de amostras contendo 10% de amido.
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Pelas Figuras 6.15 e 6.16 pode-se observar que a capacidade de retencao de agua
(WHC) diminuiu com a adigao de sacarose. Alguns autores estudaram a WHC em sistemas
biopolimeros/sacarose, no entanto, o poder do agucar nas interagcoes dos biopolimeros nao
foi unanime em todos os trabalhos. A sacarose promoveu efeitos positivos e negativos na
capacidade de retengdo destes estudos, ndo seguindo uma tendéncia. Porém, neste
trabalho, a sacarose desfavoreceu a capacidade de retencao de agua em todas as amostras,
provavelmente devido a desordem que promove na rede dos sistemas que se torna menos
intensa retendo menores quantidade de agua

6.3.3.2. Ensaios de sinerese.

A sinerese, em sistemas acidificados de caseinato de sédio, ocorre devido as
caracteristicas dindmicas da rede e principalmente devido as contragcdes do gel (BRAGA &
CUNHA, 2005 e MERINO et al., 2004), que pode ocorrer mesmo sem a aplicacao de forcas
externas (LUCEY et al., 1997, LUCEY & SINGH, 1997 e LUCEY et al., 1998). Durante a
acidificacdo da proteina ocorre um rearranjo na sua rede contribuindo para o processo de
encolhimento, principalmente durante a acidificacao lenta.

Quando se aumenta a quantidade de polissacarideos em sistemas contendo
proteina, podem ocorrer variagdes nos valores de agua expelida espontaneamente
(sinerese) devido a ligagdes que estes polimeros realizam diretamente com a proteina ou por
mudancgas nas suas conformacdes, devido a modificagdo no ambiente.

A Tabela 6.5 mostra os valores de sinerese dos géis, os resultados obtidos
evidenciam que a presenga de polissacarideo diminui significativamente a quantidade de
agua excluida nos géis de caseinato de sddio. Apesar dos amidos, durante a gelificacéo e/ou
armazenamento (sob refrigeragdo ou congelamento), apresentarem sinerese devido a
interacdo das cadeias de amilose e amilopectina (FUNAMI et al., 2007), o sinergismo entre
este polissacarideo e a proteina modifica suas propriedades funcionais e estruturais
reduzindo a sua sinerese (BRAGA & CUNHA et al. 2005).
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A menor sinerese ocorreu com as concentracbes mais altas de proteina e
polissacarideo, sistemas com altas concentragbes de proteina possuem uma mobilidade
molecular menor, limitando a formacéo e quebra de novas jungdes, isso conduziria a uma
menor liberacdo de agua. Além disso, a proteina tem muitos grupos hidrofilicos (que
dependem da quantidade e tipos de aminoacidos que a formam) que podem se ligar com o
solvente, portanto, um aumento na concentragdo destas proteinas leva, consequentemente,
a um aumento na capacidade de retencdo de agua. BERTOLINI (2005) verificou que o
caseinato de sédio também reduziu a sinerese do amido durante o armazenamento. Pela
Tabela 6.5, pode-se verificar que resultado semelhante foi observado, a sinerese diminuiu
conforme se aumentou a concentracao dos biopolimeros, com exce¢ao da amostra Ag10Ca8
gue apresentou maior sinerese que a amostra contendo 5% de amido (Ag5Ca8). No entanto,
para afirmar com maior convicgao seriam necessarios maiores valores de concentracao, ja
qgue a diferenca nao foi estatisticamente significativa.

Comportamento semelhante foi encontrado nos géis onde caseinato e o amido foram
aquecidos juntos (acidificagao rapida), porém, o aquecimento de proteinas proximo ao seu
ponto isoelétrico, leva a formacao de géis turbidos, resultando em géis mais frageis e com
menor elasticidade. Essas interagbes promovem a sinerese devido as forgas atrativas
intensas entre as moléculas protéicas. Mas por se tratar de géis ndo auto-sustentaveis, uma
parte da amostra pode ter aderido ao papel de seda, promovendo um erro. Portanto, devido
a nado confiabilidade dos resultados, estes foram parcialmente apresentados. Tragos de
amido foram encontrados na agua expelida espontaneamente (sinerese) e por centrifugacao
(retencdo de agua) dos géis formados por acidificagdo rapida, esta analise foi qualitativa
utilizando uma solugéo de lugol.

As Figuras 6.17 e 6.18 apresentam a sinerese para os géis acidificados lentamente,
pode se observar que as amostras contendo 5 % de amido e 4 % de caseinato tiveram um

aumento maior de sinerese quando a concentragdo de sacarose passou de 5 para 10%. No
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entanto, nas amostras contendo 5% de amido e 8 % de caseinato esse aumento foi

pequeno. Isto leva a concluir que a sacarose atuou mais nas baixas concentragbes de

proteina .
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Figura 6.17: Porcentagem de sinerese de amostras contendo 5% de amido.
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Figura 6.18: Porcentagem de sinerese de amostras contendo 10% de amido.
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Apesar da sacarose influenciar na quantidade de agua expelida espontaneamente
conforme se aumenta a concentragdo de proteina, de uma forma geral, neste trabalho, o
acucar nao influenciou fortemente a sinerese para todas as amostras, este efeito da
sacarose diferenciou dos estudos de outros autores (BRAGA & CUNHA, 2005; SANCHEZ et
al., 2000) que encontraram uma grande variacao na saida espontanea da agua quando se
modifica a concentragdo de acucar. Esta menor influéncia encontrada pode ser devido a
baixa concentragdo de sacarose, e principalmente, por se trabalhar no pH = 4,7+0,1 (pH=pl)
enquanto os demais autores analisaram pH’s neutros ou pH’s abaixo do pl, o que promove
um enfraquecimento nas moléculas de hidrogénio que unem a sacarose e caseinato,
modificando a mobilidade das ligagdes, as quebras e rearranjos e alterando, deste modo, a
sinerese.

Valores maiores de sinerese foram encontrados utilizando uma maior concentragao
de sacarose (Figuras 6.17 e 6.18). BRAGA & CUNHA (2005) verificaram que géis de
caseinato apresentam ligagdes fisicas mais fracas e com maior mobilidade em sistemas
contendo sacarose, facilitando as quebras destas estruturas, deste modo, quanto maior a
quebra e posterior rearranjo das ligagcées, maior sera a sinerese.

Outros trabalhos (DICKINSON & MERINO, 2002) também verificaram que a adi¢ao
de sacarose aumenta a sinerese, sendo que o aumento foi maior em concentra¢cdes mais
baixas de polissacarideo e proteina. Esta afirmagao difere dos resultados encontrados neste
trabalho, onde o efeito da sacarose foi maior nas amostras contendo altas concentracdes de
biopolimeros e, mesmo assim, este aumento nao foi significativo.

Apesar da pouca influéncia do agucar, na literatura fica claro que a sacarose afeta a
dindmica da rede dos géis devido as interagdes co-soluto/biopolimero. O agucar se une a
sitios polares especificos através de pontes de hidrogénio, alterando desta forma suas

propriedades de ligagdo com o solvente. Portanto, para se verificar a agdo da sacarose na

260



Capitulo 6

sinerese e na capacidade de retencdo de agua de sistemas amido/caseinato deveria ser

estudado concentracdes maiores deste co-soluto.

6.4. CONCLUSAO

Nos sistemas contendo amido, acucar e caseinato mais GDL comportou-se de
maneira semelhante ao amido puro, pelo termograma notou-se que a adigdo de soluto e de
caseinato retardou levemente o fendmeno de gelatinizagdo do amido.

O sistema amido/caseinato de sodio acidificado nao apresentou uma retrogradagéao
elevada, no entanto, valores de AH (re-gelatinizacdo) aumentaram com a concentragédo de
sacarose e tempo de armazenamento (apds 30 dias) e decresceram com a adigcdo de
caseinato de sodio. A sacarose atuou como um agente anti-envelhecimento e em tempos
maiores de 30 dias favorecem a retrogradacao do amido de amaranto.

A capacidade de retengdo de agua foi influenciada fortemente pela concentragao
dos biopolimeros e pelo processamento. Amostras contendo maiores concentragdes de
amido/caseinato apresentaram maior WHC e géis onde o caseinato foi acidificado a 90°C
(acidificacdo rapida) as moléculas de caseina se agregam expulsando a agua e formando
um gel mais fraco, impossibilitando a analise de WHC por centrifugagdo em algumas
amostras.

Em sistemas de biopolimeros, alguns parametros modificam a rede estrutural da
proteina promovendo ou diminuindo a sinerese, como a adi¢cdo de outros polimeros (ex:
amido), de co-solutos (ex: sacarose), a acidificagdo (quantidade de GDL) e processamento
(temperatura de acidificacao), isto explicou as diferencas ocorridas nos valores de sinerese
observados no gel de caseinato acidificado conforme se adicionou amido e sacarose ou se
aumentou a temperatura de acidificacao.

Devido a sua baixa retrogradacao e sua tendéncia a elevar a capacidade de

retengdo de agua e reduzir a sinerese, o gel de amido de amaranto/caseinato de sédio
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podera ser utilizado em produtos congelados de alta qualidade, que necessitam de textura
macia € uma maior vida de prateleira, sendo uma alternativa tecnolégica em algumas

aplicacdes industriais.
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7.1. CONCLUSAO GERAL

O aumento da concentracao de amido em misturas caseinato de sodio-polissacarideo
conduziu a uma aceleragdo na velocidade de gelatinizacdo e, de uma forma geral, os
sistemas estudados apresentaram maiores valores de G’ e G” conforme se elevou a
concentracdo de biopolimeros, sendo este comportamento conduzido principalmente pela
proteina. A adicdo de sacarose a suspensao retardou levemente a gelatinizagdo do amido
porém, levou a um aumento na velocidade de formacdo da rede. Além de atuar sobre o
polissacarideo, o co-soluto mostrou uma forte interacdo com a proteina favorecendo a
caracteristica elastica dos sistemas. Entretanto, a sacarose ndo atuou de uma forma
importante na retrogradacao do amido, na sinerese e capacidade de retencdo de agua
(WHC) dos sistemas, sendo que estas caracteristicas foram mais dependentes das
concentracdes dos biopolimeros (principalmente de proteinas) e do processo de acidificacao,
especialmente a taxa e pH final.

Em sistemas com pH neutro, a adicdo de proteina promoveu um efeito negativo na
viscosidade e microestrutura das suspensbées de amido. Nestes sistemas ocorreu uma
incompatibilidade termodinédmica entre o caseinato e o amido, que se intensifica com o
aumento da concentragcao das macromoléculas, pois nestas condi¢cdes os dois biopolimeros
nao interagem e apresentam uma micro-separagao de fases.

No entanto, em condicbes de pH préximo ao ponto isoelétrico houve um aumento da
complexidade da rede, principalmente nos sistemas acidificados lentamente. Neste
processo, a proteina e o amido formaram estruturas com cadeias ramificadas contendo
poros uniformemente distribuidos. Em pH proximo ao pl, principalmente nos sistemas
acidificados lentamente, ndo se observou predominio da separagao de fases através dos

resultados de reologia e microestrutura, dado que as interacdes eletrostaticas dificultaram a
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separacao dos biopolimeros e promoveram a formagéo de géis mais fortes e com menor
sinerese.

Entretanto, quando os géis mistos foram formados a partir de uma rapida queda do
pH, a auto-associacdo da proteina foi potencializada expulsando agua e dificultando a
associagao proteina-amido. Isto promoveu a formagado de um gel mais fraco, cuja estrutura
era mais desordenada e particulada, pois ndo houve tempo para a formacao de uma rede
mais forte e nessa condi¢do de acidificagao rapida os granulos de amido nao gelatinizaram
completamente, o que foi demostrado na microestrutura.

Entre os trés métodos de preparacdo nota-se que suas caracteristicas quanto a cor,
textura e viscosidade foram muito amplas, sendo peculiares a um grande numero de
produtos encontrados no mercado. Em sistemas formados a pH neutro, situacao que ocorre
em sobremesas lacteas, pudins, achocolatados e sorvetes a utilizacao do caseinato de sédio
e amido poderia promover uma diminuicao da sinerese e formagao de géis mais macios.

Os géis formados por acidificacao lenta e contendo maior concentracdo de proteina
apresentaram-se mais firmes, compactos, opacos e levemente quebradigos, com aspecto de
produtos lacteos gelificados, ao contrario dos sistemas com concentracéo elevada de amido
que, apesar de apresentarem caracteristicas similares foram mais elasticos, gomosos e nao
alto sustentaveis como pastas. Os sistemas acidificados rapidamente, apesar de
apresentarem uma menor capacidade de retencdo de agua e maior sinerese que 0s géis
acidificados de uma forma mais lenta, seriam uma alternativa para diminuir o tempo de
processo em combinacdo com a tecnologia de acidificagdo lenta, de maneira a obter-se um
balanco otimizado entre velocidade de processo e propriedades do gel formado.

Assim, devido a sua baixa retrogradacgéo, sua tendéncia a elevar a capacidade de
retengdo de agua reduzindo a sinerese e fortalecendo a rede do gel, sistemas de amido de

amaranto/caseinato de sédio poderdo ser utilizados, principalmente, em produtos
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congelados de alta qualidade, que necessitam de textura macia e uma maior vida de

prateleira, sendo uma alternativa tecnolégica em algumas aplicagdes industriais.

TRABALHOS FUTUROS:
1. Analisar maiores variagdes de concentracdo de biopolimeros.
2. Realizar ensaios de retrogradacédo com tempos maiores de armazenamento

em temperaturas mais baixas. Variagdes no tempo e na temperatura poderdao proporcionar
picos de re-gelatinizagdo mais definidos.

3. Analisar a retrogradagéo por andlises de DSC, microscopia, sinerese e
retencao de agua de géis de amido-caseinato, com um tempo maior de armazenamento.

4, Estudar a relacdo da concentragdo de sacarose com géis contendo amidos
com diferentes quantidades de amilose e amilopectina, verificando o comportamento durante
a retrogradacao.

5. Reavaliar as matéria primas e métodos utilizados, de tal forma que seja

possivel a analise sensorial dos trés processos estudados.
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CURVAS DE ESCOAMENTO
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Curvas de escoamento de géis de amido (5%) com sacarose (5 e 10%),

avaliados a 10 °C. Sendo “A” (amido), “a” (agucar).
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Comparativo das viscosidades de géis de amido (5%) com sacarose (5 e 10%),

avaliados a 10 °C. Sendo “A” (amido), “a” (acucar).
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°C. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), “a” (agucar) e “TJ” (gelatinizados todos juntos).
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Comparativo das viscosidades de géis contendo 5% de amido, 4% de caseinato e agucar (5 e 10%),

medida a 10 °C. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), “a” (agucar) e “TJ” (gelatinizados todos juntos).
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Taxa de deformacao(1/s)

Comparativo das viscosidades de géis contendo 5% de amido, 8% de caseinato e agucar (5 e 10%),

medida a 10 °C. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), “a” (agucar) e “TJ” (gelatinizados todos juntos).

284



APENDICE

600 - ATJA10C4ES5
HXTJAT0CE
oT JA10C4a10
500 - .
—_ s °*
] [ ]
[ ]
S400 - Lo
§ P ® A A A
g o* A ot X
=300 o’ P o X X X
.w ‘ ><
3 o'. Al x X 8
=i [ ] A
ps ) A x X
£200 | o A « X
5 L ] .“ XXX
B P A‘Xxx
100 25
0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250
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Curva de escoamento de géis contendo 10% de amido, 4% de caseinato e acgucar (5 e 10%), medida a 10

°C. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), “a” (agucar) e “TJ” (gelatinizados todos juntos).
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Comparativo das viscosidades de géis contendo 10% de amido, 4% de caseinato e agucar (5 e 10%),

medida a 10 °C. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), “a” (agucar) e “TJ” (gelatinizados todos juntos).
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Comparativo das viscosidades de géis contendo 10% de amido, 8% de caseinato e agucar (5 e 10%),

medida a 10 °C. Sendo “A” (amido), “C” (caseinato), “a” (agucar) e “TJ” (gelatinizados todos juntos).
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Termogramas de re-gelatinizacao da amostra A10
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Termograma da re-gelatinizacdo da amostra contendo 10% de amido (A10).
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APENDICE I

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
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MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (SEM)

‘;”n[lll[IX 10 W_\ -

Microscopia eletronica de varredura de Microscopia eletrénica de varredura de
amostras de amido antes da gelatinizagdo  amostras de amido ap6és a gelatinizacao

com aumento de 3500 x a 90°C com aumento de 3500 x
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Microscopia eletrénica de varredura de Microscopia eletrdnica de varredura de
amostras de amido antes da gelatinizacdo amostras de amido apds a gelatinizacao a

com aumento de 6000 x 90°C com aumento de 6000 x
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Microscopia eletrénica de varredura de Microscopia eletronica de varredura de
amostras de caseinato acidificado sem caseinato acidificado com aquecimento
aquecimento (aumento de 350 x) (aumento de 350x)

Microscopia eletrdnica de varredura de Microscopia eletrénica de varredura de
amostras de caseinato acidificado sem caseinato acidificado com aquecimento
aquecimento (aumento de 1500 x) (aumento de 1500x)
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Microscopia eletrénica de varredura de Microscopia eletronica de varredura de
amostras de caseinato acidificado sem caseinato acidificado com aquecimento
aquecimento (aumento de 3000 x) (aumento de 3000x)

B000X 10kY

-
4

Microscopia eletrénica de varredura de Microscopia eletrénica de varredura de
amostras de caseinato acidificado sem caseinato acidificado com aquecimento
aquecimento (aumento de 6000 x) (aumento de 6000x)
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Microscopia eletronica de varredura de amostras Microscopia eletronica de varredura de
de caseinato acidificado sem aquecimento caseinato acidificado com aquecimento
(aumento de 8000 x) (aumento de 8000x)

Microscopia eletronica de varredura de Microscopia eletrénica de varredura de
amostras de A10C4 (aumento de 350 x) amostras de TJUA10C4 (aumento de 350x)

297



298



APENDICE III

Microscopia eletronica de varredura de Microscopia eletronica de varredura de
amostras de A10C4 (aumento de 1500 x) amostras de TUA10C4 (aumento de
1500x)

3[|I1[E( 1%?,% s
Microscopia eletrénica de varredura de Microscopia eletrénica de varredura de
amostras de A10C4 (aumento de 3000 x) amostras de TJA10C4 (aumento de
3000x)
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0019 6000%" 15 KV 0034 bOanX 10 kY
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Microscopia eletrdnica de varredura de Microscopia eletrbnica de varredura de
amostras de A10C4 (aumento de 6000 x) amostras de TJA10C4 (aumento de 6000x)
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0032 8000X 10KV

Microscopia eletrdnica de varredura de Microscopia eletrdnica de varredura de amostras
amostras de A10C4 (aumento de 8000 x) de TJA10C4 (aumento de 8000x)

 Ead h [ 5

Microscopia eletrbnica de varredura de amostras Microscopia eletrdnica de varredura de
de A5C8 (aumento de 350 x) amostras de TJA5C8 (aumento de 350x)
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Microscopia eletrénica de varredura de Microscopia eletrbnica de varredura de
amostras de A5C8 (aumento de 1500 x) amostras de TJA5C8 (aumento de 1500x)

A

Microscopia eletronica de varredura de Microscopia eletrénica de varredura de
amostras de A5C8 (aumento de 3000 x) amostras de TJA5C8 (aumento de 3000x)

e &

Microscopia eletrdnica de varredura de Microscopia eletrdnica de varredura de
amostras de A5C8 (aumento de 6000 x) amostras de TJA5C8 (aumento de
6000x)
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Microscopia eletronica de varredura de Microscopia eletronica de varredura de
amostras de A5C8 (aumento de 8000 x)  amostras de TJA5C8 (aumento de 8000x)

d e em kg Wil S

Microscopia eletrdnica de varredura de Microscopia eletrénica de varredura de
10C8 (aumento de 350x)

amostras de A10C8 (aumento de 350 x) amostras de TJA

0067 1500% 10k

&

D005 *2a, 3500

Microscopia eletronica de varredura de Microscopia eletrénica de varredura de
amostras de A10C8 (aumento de 1500 x) amostras de TJA10C8 (aumento de
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1500x)
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Microscopia eletrénica de varredura de Microscopia eletrdnica de varredura de amostras
amostras de A10C8 (aumento de 3000 x) de TJA10C8 (aumento de 3000x)
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Microscopia eletrénica de varredura de Microscopia eletrdnica de varredura de amostras
amostras de A10C8 (aumento de 6000 x) de TJA10C8 (aumento de 6000x)
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Microscopia eletrénica de varredura de licroscopia eletrénica de varredura de amostras
amostras de A10C8 (aumento de 8000 x) de TJA10C8 (aumento de 8000x)
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Microscopia eletrdnica de varredura de Microscopia eletrénica de varredura de
amostras de A5C4 (aumento de 350 x) amostras de TJA5C4 (aumento de 350x)
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Microscopia eletrdnica de varredura de Microscopia eletrdnica de varredura de
amostras de A5C4 (aumento de 1500 x) amostras de TUA5C4 (aumento de 1500x)
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Microscopia eletrbnica de varredura de Microscopia eletrénica de varredura de
amostras de A5C4 (aumento de 3000 x) amostras de TUA5C4 (aumento de 3000x)
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Microscopia eletrdnica de varredura de Microscopia eletrénica de varredura de
amostras de A5C4 (aumento de 6000 x) amostras de TJA5C4 (aumento de 6000x)

Microscopia eletronica de varredura de amostras de TJA5C4 (aumento de 8000x)
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Microscopia eletrénica de varredura de
amostras de BA10C4 (aumento de 1500 x) amostras de BA10C4 (aumento de 3000x)
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Microscopia eletrénica de varredura de Microscopia eletrénica de varredura de
amostras de BA10C4 (aumento de amostras de BA10C4 (aumento de 8000x)
6000x)
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APENDICE III

APENDICE I

Preparacéo da Solucdo lodo e Preparo das Amostras para as

Andlises de Microscopia
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Preparacéo da Solucdo lodo e Preparo das Amostras para as

Andlises de Microscopia

1. Preparo da Solucao de Iodo PA determinacao do teor de amilose:

Em um béquer, pesou-se 0,2g de iodo metélico (macerado com algumas gotas de
agua) mais 2 g de iodeto de potassio (Kl). Adicionou-se, entdo, agua destilada, cobriu-se
com papel aluminio e deixou-se em repouso, durante 3 horas, em ambiente protegido da luz.
Apds o que, transferiu-se para um baldo volumétrico e completou-se o volume até 100ml
com agua destilada, seguindo-se agitacdo até a uniformizagéo. Esta solugéo foi utilizada no

mesmo dia do preparo.

Preparo da Curva Padrao:

Pesaram-se 40mg de amilose pura de batata, que foram colocadas em um balédo
volumétrico de 100ml. Adicionaram-se entdo 1ml de etanol (95%) e 9ml de hidroxido de
sédio 1N. Aqueceu-se em banho térmico a 100°C por 10 minutos, para gelatinizar o amido,
deixando esfriar por 30 minutos. Lavaram-se entdo as paredes do baldao e completou-se o

volume com agua destilada seguindo-se suave agitagao.

Para a preparagdo da curva padrdo utilizaram-se 10 baldes volumétricos de 100ml, cujas
solugdes foram preparadas utilizando os volumes de reativos indicados na Tabela 1.
Posteriormente completou-se o volume com agua destilada, agitou-se e deixou-se em

repouso por 30 minutos antes de medir a absorbancia no espectrofotébmetro.
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Tabela 1: Volumes utilizados para a preparagao da curva padréo.

Solucao de Amilose de  Acido acético Solugao de iodo

Balao
Batata 0,04 % (ml) 1 N (ml) 0,0001 N (ml)
1 1 0,2 0,4
2 2 0,4 0,8
3 3 0,6 1,2
4 4 0,8 1,6
5 5 1,0 2,0
6 6 1,2 2,4
7 7 1,4 2,8
8 8 1,6 3,2
9 9 1,8 3,6
10 10 2,0 4.0

Preparo do branco:

Tomou-se um baldao de 100mL e adicionou-se 1ml de etanol (96 %) e 9ml de NaOH
(1N) e 2ml de iodo. Completou-se o volume com agua destilada e deixou-se repousar por 30

minutos

Preparo da Amostra:

A amostra de amido de amaranto foi embrulhada em papel de filtro e mergulhada em
solugcdo de hexano por 3 dias na geladeira, para que se desengordurasse. Da amostra
desengordurada de amido pesou-se 0,1g, em ftriplicata, que foi colocado em balao

volumétrico de 100ml.

Adicionou-se lentamente (para evitar a formacao de grumos) 1ml de etanol (95%),
agitando-se o balado para que ele entrasse em contato com todos os granulos das amostras e
entdo se adicionou 9ml de hidréxido de sodio (1N). Aqueceu-se em banho térmico a 100°C,

durante 10 minutos, para gelatinizar o amido. Da mesma forma que a maostra padréo,
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deixou-se esfriar por 30 minutos, lavou-se as paredes dos baldes e completou-se até o

volume de 100ml com agua destilada.

Pipetou-se 5ml da solugéo obtida para um outro baldo volumétrico, adicionou-se 1ml
de acido acético e agitou-se. Juntou-se entdo 2ml de solucdo de iodo e completou-se o
volume de 100ml com agua destilada. Homogeneizou-se a suspensao e deixou-se em

repouso por 30 minutos.

2. Preparo das amostras para visualizacdo no SEM.

Ap6s o preparo, as amostras foram cortadas em pequenos pedacos de 2mm? e fixados
em glutaraldeido GTA 2% em tampao cacodilato de Na 0.1 M (pH=7,2) por 2 horas. Depois
de decorrido o tempo de fixacdo, as amostras foram lavadas por 3 vezes consecutivas em
tampé&o cacodilato Na 0,1M por 10 minutos. Sendo entdo colocadas no fixador tetréxido de
6smio 2% com tampao cacodilato de Na 0,2M (ph=7,2) por 2 horas. As amostras foram
lavadas novamente, por 3 vezes consecutivas em tampao cacodilato Na 0,1M por 10
minutos. Apés, os géis foram deixados em “overnight” no tampéao cacodilato Na 0,1M (pH

=7.2).

No dia seguinte, foram feitas as etapas de desidrata¢io:

. Desidratagdo em etanol 30% por 15 min.
. Desidratacdo em etanol 50% por 15 min.
. Desidratagdo em etanol 70% por 15 min.
. Desidratagdo em etanol 90% por 15 min.
. Desidratacao em etanol 100% por 15 min (3 vezes).

Ao final da desidratacdo, a amostra € levada a condicdo de ponto critico do etanol
(temperatura de 37 °C e pressao de aproximadamente 70 bar), esta etapa é realizada no
equipamento “Critical Point Dehydration” CPD modelo 030 marca Balzers para evitar o
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colapso da superficie. Como os géis eram muito delicados, antes de introduzi-los no cesto do
equipamento, as amostras foram armazenadas em bolsas produzidas com papel utilizado na
limpeza de lentes de microscépio que ndo soltam fibras e ndo interferem nas imagens finais

(KITAJIMA, et al.,1999).

Apdés o ponto critico, as amostras foram fraturadas e montadas nos “stubs” com
carbono e esmalte sob o calor de uma placa de aquecimento por 30 min e pulverizadas com
ouro no “Sputter Coater”, marca BALZERS, modelo SCD050 pro 200 s/ 40 mA. Apoés, as
imagens foram visualizadas no microscépio eletrénico de varredura JEOL JSM-5800LV -

Japan.

Esta técnica foi eficiente para as amostras auto-sustentaveis , as restantes se
perdiam durante as etapas, sendo necessario desenvolver outras técnicas. Varias tentativas
foram realizadas variando tempo de fixagdo e a concentragdo dos reagentes, ndo obtendo,
novamente, resultados satisfatérios. Optou-se por usar a microfiltracdo apdés cada etapa,
sedimentando as amostras no fundo do “eppendorf’. Este método foi o mais eficiente,
tomando se o cuidado de nao centrifugar nas etapas de fixacao, na tentativa de diminuir, ao

maximo, a interferéncia da centrifugacao nas interacdes da rede.

3. Preparo das amostras para visualizacdo no TEM.

As etapas de preparacao para a microscopia de eletrdnica de transmissédo € idéntica a
da microscopia eletrbnica de varredura até a etapa de desidratagdo, apés, as amostras
desidratadas foram imersas em Oxido de propileno e etanol 100% por 20 minutos e

posteriormente imersas em éxido de propileno puro por 20 minutos.
Em seguida, foi feita a inclusdo em:

. Oxido de propilano + resina (2:1) por uma hora.
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. Oxido de propilano + resina (1:1) por uma hora.
. Oxido de propilano + resina (1:2) por uma hora.
. Resina pura
Ap6s a inclusdo em resina pura, as amostras sao deixadas durante aproximadamente
12 horas com mistura suave (em rotor) a temperatura ambiente. No dia seguinte, foi

realizada a inclusdo em molde com resina pura por 72 horas em estufa a 60°C.

ApGs as 72 horas, verificou-se a eficiente polarizacdo da resina, iniciando a etapa de

trimagem (preparacao de amostras para corte) e realizando os cortes semi finos e finos.

Foi realizado, posteriormente, a coloragdo dos cortes, onde cada grade foi imersa em
acetato de uranila por 10 minutos, sofrendo posterior lavagem com agua ultra filtrada por 60

segundos e secas em papel filtro.

Apds, as grades foram imersas em citrato de chumbo (feitas em camara com NaOH)
por mais 10 minutos e lavadas com agua destilada por 60 segundos cada uma e secas no

papel filtro.

As imagens foram realizadas em microscépio eletrénico de varredura, marca LEO

(Eletronical Microscopy Ltda — Inglaterra) modelo 906 (40 100KV).
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