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RESUMOC

A industria de alimentos modemna tem utilizado concentrados protéicos de soro de leite
bovino como ingrediente em sistemas de alimentos ( sobremesas, bebidas, salsichas,
como substitutc do ovo, leite e came). A falla de informacgbes sobre concentrados
protéicos de soro de leite de cabras motivou nosso trabalho, cujos principais objetivos
foram a produgio de concentrados protéicos obtidos por ultrafiltrac@o e diafiltracao, e
a agvaliacdo de algumas de suas propriedades funcionais como solubilidade e
gelatinizacao. Trés concentrados diferentes foram produzidos, 08 quais apresentaram
a seguints faixa de composicdo guimica - proteina; 55.87 - 72.01%; umidade: 3.45 -
3.84%; gordura: 9.45 - 14.14; lactose: 14.23 - 26.73%; cinzas: 2.09 - 3.38; calcio: 0.07
- 0.39%,; nitrogénio ndo protéico: 0.50 - 1.31%; SHrora, (WM/g): 10.48 - 15.96; SHgearvo
{(uig): 8.53 - 14.31; teor caldrico (Kecal) 543.35 - 634.80. A composicdo de
aminoacidos foi comparada favoravelmente com o padrdo da FAQ. Os concentrados
foram soldveis na faixa de pH de 2.0 - 8.0, com pequenas diferencas enire eles. A
menor solubilidade foi observada a pH 5.0 e a maior a pH 8.0. A minima concentracéo
de proteina requerida para a formagao de gel foi de 3% a pH 7.0. A analise do perfil de
textura (TPA) foi realizada para o estudo das caracteristicas reoldgicas dos géis. A
influéncia da concentragdo de proteina foi investigada durante a formacgéo do gel e
pode ser detectada uma correlagéo positiva entre concentragéo de proteina e dureza
do gel. As caracteristicas elasticidade, coesividade, adesividade, gomosidade e
mastigabilidade seguiram ¢ mesmo padrao obtido para dureza. Detectou-se ainds,
forte interacdo dos parametros concentragdo de proteina e pH nas caracteristicas de
textura dos géis. O efeito da hidrolise da proteina com tripsina foi avaliado em relacdo

a propriedade gelatinizante dos concentrados.



SUMMARY

The modern food industry has utilized whey protein concentrates (WPC) from bovine
milk as an useful ingredient in many food systems (desserts, beverages, sausages, egg
substitute, dairy and meat products). The lack of information on WPC from goat's milk
has motivated our work in which the main objectives were the production of whey
protein concentrates obtained by uitrafiltration and diafiltration and the evaluation of
some of their functional properties such as solubility and gelation. Three different
WPCs were produced which showed the following chemical composition - protein:
58.87 - 72.01%; moisture: 3.45 - 3.64%,; fat. 9.45 ~ 14.14; lactose: 14.23 - 26.73%; ash:
2.09 - 3.38; calcium: 0.07 - 0.39%; non-protein-nitrogen: 0.50 ~ 1.31%; SHyora (uM/g):
10.48 - 15.96; SHreactve (UMIg): 8.53 - 14.31; calories (Keal): 543.35 - 634.80. The
amino acid composition compares favorably with FAQ standards. All three concentrates
were soluble in the range from 2.0 - 8.0, with minor differences among them. The
lowest solubility was observed at pH 5.0 and the highest at pH 8.0. Texture Profile
Analysis (TPA) was carried out fo study the rheological properties of the geis. The
influence of protein concentration was investigated during gel formation and could be
observed a positive correlation between protein concentration and gel hardness. it was
observed strong correlation bebtween protein concentration and pH to textural
characteristics of the gels. The effect of protein hydrolysis by trypsin was investigated

in relation o gelation properties of the concentrates.



1 INTRODUGCAO

A Tecnologia de Alimentos modema requer uma gama de ingredientes, que uma vez
adicionados a um sistema alimentar, conferem-the propriedades funcionais

nutricionais, organclépticas e superiores.

Produtos protéicos oriundos do leite de vaca tém sido usados devido a propriedades
funcionais tais como: emulsificacdo, formago de espuma, absorgdo e retencdo de
agua, gelatinizaco e viscosidade, que resultam da interacdo da proteina com outros
constituintes como a agua, carboidratos, gordura e o proprio ar. Dentre essas
propriedades a habilidade dos concentrados protéicos de soro em formar géis tem
levado o produto a ser aplicado como ingrediente na indistria de alimentos,

principalmente na de carmne.

A necessidade da redug&o da poluicdo ambiental e o aspecto econdmice e nutricional,
contribuiram para o surgimento de inGmeras pesquisas que visam 0 aproveitamento
do soro resultante do processamento do queijo. Véarias técnicas como a eletrodidlisa,
filtrag&c em gel, formacao de complexos, precipitacdo com etanol, osmose reversa e

ultrafiltracio tem sido ufilizadas visando recuperar a proteina do soro,

A aplicagdo funcional de concentrados protéicos de soro de leite requer o
conhecimento de suas propriedades quando submetidos a diferentes condicGes
fisicas, quimicas e térmicas. Estudos tém sido realizados visando a caracterizacdo de
concentrados protéicos do soro de leite de vacas e a determinacdo de sua
funcionalidade, por outro lade, poucas pesquisas foram feitas utilizando o leite de

cabras.

Como o Brasil apresenta grande potencial para o aumento da producdo de cabras
teifeiras, possuindo um rebanho caprino de 10.618.531 cabecas segundo dados do
IBGE (1995}, direcionamos © nosso frabalho para o estudo da obtencéo,
caracterizacéo e determinagao da funcionalidade de concentrados protéicos de soro

de leite de cabras.



2 REVISAQ DE LITERATURA

2.1 Composicdo e caracteristicas do leite de cabras

A composigao do leite de cabras sofre a influéncia de fatores como raga, estéagio de
lactacfo, ciima, estacdo do anc e alimentagdc { FIL-IDF 1981; RAMOS e JUAREZ |
1981, GRAPPIN, 1886 ¢ HEAPE, 1990). Considerando os dados de diversos paises a
FIL-IDF {1981) apresentou a seguinte faixa para a composicdo guimica meédia para o
leite de cabras: gordura - 3.27 a 6.8 (%), proteina - 3.1 @ 5.84 (%), cinzas - 051 a
2.76 (%) e laciose - 3.91 a 4.72 (%).

Os gldbulos de gordura no leite de cabras s&8o menores que no de vacas, mas a
composicio lipidica e as propriedades da membrana dos gldbulos séo semelhantes
em ambas as espécies. A composicao e distribuicdo dos lipideos no leite de cabras é
parecida com a das vacas, mas apresenta valores para Csg, Cioo € Cipe duas vezes
maiores. Com respeito as fragbes nitrogenadas, o conteudo de caseina € mais baixo,
com baixa proporgfic ou auséncia de o-~-Caseina e alta proporgédo de B-Caseina. ©
contetide de nitrogénio ndo protéico & maior do gue no Ieite de vacas. E também mais
sensivel a lipdlise espontanea, provavelmente devido a diferente distribuicso da lipase
(JUAREZ e RAMOS, 1986). |

O guadro 1 traz a composicdo em aminoacidos do leite de cabras elaborado por
OLMEDO et al. (1980) baseados em dados referenciados por PARKASH e JENESS

(1968):



Quadro 1: Composicéo aminoacidica do leite de cabras

'.'Argmma 22
Histidina 2.0
isoleucina 50
Leucina 8.7
Cisteina 07
Lisina 6.3
Metionina 22
Fenilalanina 44
Tirosina -
Treonina 4.3
Triptofano 1.3
Valina 58

Na regi@o nordeste do Brasil 0 consumo de leite de cabras faz parte da rofina
alimentar mas nas demais regides & consumido pela populacdo de baixa renda e por
criancas alérgicas ao leite de vacas, ou ainda no caso da auséncia do leite materno,
mas inumeros estudos vém comprovando a importancia da cabra como produtora de
leite e came para alimentagéo humana (STEHLING e SQUZA, 1987).

Para HEAPE (1990) alguns fatores contribuiram para o aumento do interesse pela
produgdo de leite de cabras no Reino Unido: (1) o fato de que cotas de leite de vacas
tem liderado a escassez de leite para processar certos produtos lacteos; (2) o aumento
da popularidade do ieite de cabras entre um maior nimero de pessoas que passam as
férias em lugares onde esses produtos $80 consumidos diariamente; (3) por razbes de
satde: um importante setor do mercado do leite de cabras é para criangas e outras
pessoas alérgicas ao leite de vacas. Tem sido demonstrado que 60-70% destas
criangas que apresentam sintomas alérgicos ao leite de vacas néo séo alérgicas ao de

cabras.

RENEUF (1992), citando diversos pesquisadores, menciona a baixa capacidade do

leite de cabra para a produgéo de queijo quando comparada a do leite de vacs, e

demonstra que os principais parametros fisico-quimicos que explicam esta variacdo

seriam: o confelido de caseina, a concentragio de célcio total e coloidal, o tamanho
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medio das micelas de caseina e a relagdo o,-CN /8-CN. Recomenda ainda, que a
transposicao de tecnologias do leite de vaca para o de cabra, deve ser adaptada a
suas particularidades, buscando desenvolver produtos efou tecnologias préprios para
produtos do leite caprino.

2.2 Proteinas do soro

O soro do leite de vacas é um liquido que contem de 4 a 6 g de proteinas por litro.
Estas proteinas possuem excelente propriedades funcionais e um alto valor nutricional
devido ao seu conteudo em aminodcidos sulfurados, em lisina e em triptofano.
COSSEDU e PISANU (1979) estudando ¢ teor protéico do soro de leite de cabras
mencionam valores entre 0,86 e 1,13g de proteina/100mL.

Para EVANS (1989) as proteinas do soro séo soldveis em dgua, sua concentracdo
varia com a raga e estagio de lactacBo. Sdo moléculas globulares compactas com
substancial contetdo helicoidal, aminoacidos acidos/basicos e hidrofébicos/hidrofilicos
distribuidos igualmente ac longo da cadeia polipeptidica. Os grupos sulfidrilas e
dissulfidicos do interior da moléculas s&o expostos com a desnaturacéo.

A mais abundante das proteinas do soro (564%) a B-Lactoglobulina {B-Lg) é, segundo
LEMAN e KINSELLA (1989), em pH entre 5 e 7, um dimero formado de duas
subunidades idénticas, cada uma com pesc molecular de 18.400 Da. Em temperaturas
acima de 40°C este dimero se dissocia em mondmeros. A principal fragéo da f-L.g em
sistemas aquecidos contem duas ligacbes disulfidicas e um grupo tiol, sendc este
aitimoe capaz de interagir para formar novas ligactes disulfidicas a uma velocidade de
reacao que em pH acima de 6.8 aumenta repentinamente por causa das mudancas de
conformagao da molécula, que expde 0s grupos tiol livres. Durante os tratamenios
térmicos isso resulta em reagdes de troca intra e intermoleculares da prépria g-l.g ou
com outras proteinas (K & a-caseinas). Isso pode ter um efeito adverso sobre a
solubilidade e funcionalidade destas proteinas. JENESS (1980), em revisao feita sobre
as caracteristicas e composicéo do leite de cabras, descreve a p-Lactoglobulina como
tendo uma cadeia com 162 residuos de aminodcidos, sendo diferente da homéloga
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bovina em seis posigbes incluindo os residuos terminais. O N-terminal Leu da B~
Lactoglobulina bovina é substituido pela lle, o Asp 53 — Asn, Asp 130 — Lys, Ser 150
-> Ala, Glu 158 -»Gly e lle 162 — Val. Assim, a -Lactogiobulina caprina tem menos
trés grupos carregados negativamente e mais um grupo carregado positivamente que
a bovina, o que explica a diferenca que tem sido notada na curva de titulacdo das duas
proteinas e a menor mobilidade eletroforética da B-Lactogiobulina caprina em géis

alcalinos.

A segunda frag&o mais importante das proteinas do soro (21%) a a-Lactalbumina (a-
La) é uma proteina globular compacta, estavel a pH entre 54 e 9, contem quatro
ligagbes dissulfidicas intramoleculares, e possui peso molecular em tormo de 14.000
Da. Segunde FOX (1989) seu ponto isoelétrico é =4.8 e néo se trata de uma albumina
verdadeira. Trés variantes genéticas foram identificadas: A, B e C. A a-lactalbuminag é
uma metaloproteina ligadora de célcio, que também é capaz de ligar zinco e outros
metais. Por muitos anos foi considerada a mais estavel das proteinas do soro mas,
segundo MORR e HA (1993), evidéncias recentes indicam gque € susceptivel 2
desnafuracdo pelo calor e que, provalvelmente, a sua capacidde de readquirir a
estrutura nativa pelo resfriamento, seja responsavel pela sua aparente alia resisténcia
ao calor. Para FOX (1989) sua estabilidade ao calor & reduzida pela remog8o do caicio
e a apo-a-lactalbumina ndo é renaturada depois da desnaturacdo térmica. Ela pode
também sofrer desnaturagdo irreversivel devido a formagdo de ligaches dissulfidicas
intermoleculares. A o-La caprina, semelhante a de origem ovina, & isenta de
metionina sendo diferente de todas as demais, que contém de um a trés residuos de
metionina. A sua sequéncia de aminogcidos completa revela doze diferencas, em
retacao a bovina, na cadeia de 123 residuos. Uma delas, na posicio 10, o-La caprina

possul Gin enguanto que a bovina apresenta Arg (JENESS, 1980).

As demais fragbes protéicas componentes do soro (sorcalbumina {SA),
imunoglobulinas (lg), lactotransferrina, etc) n&o serfio abordadas, uma vez que ndo
exercem efeitos significativos sobre as propriedades funcionais das preparagdes com

proteinas do soro.



2.3 Concentrados protéicos de soro

Existem dois tipos principais de soro disponiveis como fontes de proteina, os soros
acido e doce resultantes da fabricagsic de caseina e queijo, respectivamente. Nos
uitimos anos com o desenvolvimento das membranas de ultrafittragéio, uma nova
industria surgiu para preparar diversos produtos de proteina de soro (MAUBOIS,
1584).

De acordo com KINSELLA (1984) ¢ EVANS (1989) os processos com membranas
como a ultrafiltracdo ou a osmose reversa séo usados para reducdo da concentracao
de sais e lactose, fornecendo proteinas com boa solubilidade ¢ propriedades

funcionais.

O processo de ultrafiltracdo utiliza membranas para promover a separacdo de
componente de um liquido, que pode ser seletiva com base no peso e tamanho
moleculares, Sua utilizagdo na obtencio de concentrados protéicos de soro de leite de
vacas tem sido muito estudada (McDONOUGH et al,, 1871, McDONOUGH et al. 1974,
MATTHEWS, 1979, MAUBOIS, 1984 , MORR, 1882).

A composigao dos concentrados protéicos obtides dependera do nivel de extracio de
permeado, que afeta diretamente a relagdo proteina/lactose. Valores tedricos para
reducdo de volume de 80, 90 & 95%, prevéem concentrados com 36, 53 e 68% de
proteina. McCDONOUGH et al. (1974) relatam para concentragdio de proteinas nos
niveis de extracio do permeado mencionados, valores experimertais de 30, 42 e 55%.

A diafiltracao que envolve adigéo de agua e ultrafiltrag8o simultaneas, remove dgua e
solutos de baixo peso molecular e, € empregada para produzir concentrados protéicos
de soro com concentracio de proteina 250%, evitande também o aumento excessivo
da viscosidade do retentado, que resulta na redugéo do fluxc da membrana (MORR,
1989).

O autor menciona ainda, que os concentrados protéicos do soro fabricados a partir de
uma grande vanedade de fontes de soro, usando diferentes processos e condicSes de
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fabricagBo, possuem diferente composicdo o que influencia suas propriedades
funcionais. Eles devem apresentar uma série de requisitos para seu sucesso como
fonte alternativa de proteinas, como ingredientes para a industria de alimentos, entre
eles: composi¢&o uniforme e consistente, cor e sabor, livre de agentes guimicos e
microbioldgicos téxicos, alta qualidade nutricional, disponivel a um preco acessivel, e
ser compativel com os outros ingredientes nas condicBes de processamento dos
produios alimenticios. Dentre os fatores de funcionalidade devem apresentar;
dispersibilidade; reidratacéo e solvatacdo; solubilidade a determinadas temperaturas,
pH e forga idnica; habilidade de sofrer interagbes controladas para proporcionar
viscosidade, estabilidade e estrutura de gel; habilidade de coagular, assim como
fornecer estrutura e textura a produtes de padaria e bolos; funges como surfactantes
para estabilizar emulsbes e espuma; fornecer elasticidade, coesdo e adesdc a
alimentos; possuir estabilidade ac calor para uso em produtos alimenticios

pasteurizados ¢ esterilizados.

2.4 Propriedades funcionais dos concentrados protéicos de soro

A maneira como a proteina interage com os outros componentes do alimento e com ela
mesma é que determina sua funcionalidade. Estas interagfes requerem gue a proteina
esteja livre para mover-se através do sistema ou para alterar sua estrutura, de maneirs
tal que permita sua interagdo com 0s outros componentes. Geralmente, para que isto
aconteca, & necessario que uma dada energia seja fornecida ao sistema, para garantir
uma mistura adequada. Esta energia pode aiterar a natureza fisica da molécula da
mistura, por exemplo, a diminuicio do tamanho dos gidbulos de gordura, e também
mudar a conformagéo molecular da proteina (MANGINQ, 1884,

WIT (1989) e MORR e HA (1993} definem as propriedades funcicnais das proteinas do
soro como manifestagbes de suas propriedades fisico-quimicas, as quais contribuem
para caraclteristicas especificas em produtos alimenticios, relacionadas com susg
superficie ativa como ligagio de agua, sclubilidade, dispersibilidade, viscosidade,
gelatinizacdo, e com suas propriedades hidrodinamicas, afetadas pela forma e
tamanho das macromoléculas e de seus complexos macromoleculares. Ao contrério |



as propriedades de superficie ativa sdo influenciadas pela proporgio & sequéncia dos
residuos de aminoacidos hidrofobicos e hidrofilicos e pela flexibilidade da cadeia.

Ja, PANYAM e KILARA (1896) chamam de propriedades funcionais das proteinas as
propriedades fisico-quimicas que governam sua performance e comportamento em
sistemas de alimentos durante a preparacdo, processamento, armazenamento e
consumo, sendo influenciadas pela natureza e extensao das interagbes das proteinas
entre si, com Quirps componentes & com a agua no sistema de alimentos. Citando
como fatores que afetam estas propriedades fatores intrinsecos { composicéo da
proteina, mistura de proteinas, rigidez e flexibilidade, hidrofobicidade ou
hidrofilicidade, carga superficial, concentracic de proteina, ponic isoelétrico da
proteina), fatores extrinsecos ( temperatura, pH, estado de oxidac&o ou reducéo, sais,
fons, agua, carboidratos, lipidecs, gomas, surfactantes, tanino), condigbes de

estocagem e modificaces fisicas, quimicas e enzimaticas.

2.5 Modificacdes das proteinas do soro

Modificagbes das proteinas do sorc que melhoram ou alteram suas propriedades
funcionais, podem ampliar suas aplicactes em alimentos. Estas modificacbes podem
ser realizadas por técnicas quimicas (acetilagéo, succinilagéo, esterificagdo, amidagdo,
fosforilacdo e tiolacio), enzimdticas ou fisicas. As modificagfes quimicas podem
induzir a alteracbes significativas de estrutura e comportamento funcional das
proteinas, as enzimaticas ocasionam hidrolise proteoliticas parciais, incorporagéo de
ligaches cruzadas dentro da conformacéo da proteina, ou uniéo de grupos funcionais
especificos & proteina. Entre as técnicas fisicas que alteram as proteinas do soro
estéo incluidos o tratamento térmico, a complexagdo de biopolimeros, a texturizacio
(KESTER e RICHARDSON, 1984), ¢ a aplicagdo de tecnologia de alta presséo
(IAMETTI et al , 1997; GEZIMAT] et al. | 1997).

2.5.1 Tratamento térmico

0O tratamento térmico do sore ao qual e submetido durante seu processamento, ou ne
curso de sua aplicagdo como ingredienteé o fator mais avaliado schre a
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funcionalidade das proteinas do soro. Tratamentos térmicos moderados resultam em
desenrolamento da estrutura das proteinas (NIELSEN et al. 1873, MORR, 1975
RUEG et al, 1977) . A altas temperaturas, dependendo da composigdo ocorre
agregacao (SAWYER, 1968; MORR, 1975; BERNAL e JELEN, 1985). Processamento
térmico de proteinas do soro podem levar a uma variedade de ingredientes
modificados, dependendo das condicbes usadas durante o tratamento (BRITTEN e
GIROUX, 1994).

Estudando o efeiic dos tratamentos térmicos nas proteinas do soro de  leite de
vacas WIT e KLARENBEEK (1983} concluiram que a estrutura e solubilidade das
proteinas sdo governadas por efeitos de temperatura, pH e composicdo. Abaixo de
150°C distinguiram trés faixas de temperatura para o comportamento das proteinas: (1)
entre 40-60°C causam mudangas fisico-quimicas como associagbes hidrofébicas e
desdobramentos parciais observados principalmente por alteracdes de solubilidade e
formagdo de espuma; (2) entre 60-100°C provocam modificagbes fisico-quimicas
irreversiveis induzidas pela desnaturagéo das proteinas, resultando na mudanca de
propriedades durante o tratamento térmico, depois de pequenas variagbes de pH; (3)
entre 100-150°C levando a alteracbes quimicas irreversiveis como a reacio de
Maillard e a quebra de cisteing, com conseqiigncias funcionais desconhecidas.

A ordem de susceptibilidade das proteinas do soro do leite de vacas a desnaturacio
térmica tem sido reportada como sendo Ig>BSA>f-Lg>a-la. Comparativamente,
poucas informaghes estdo disponivels sobre o nivel de sensibilidade térmica das
proteinas do soro de leite de cabras. LAW (1995) utilizou permeagdo em gel (FPLC)
para estudar o contetido e composicdo das proteinas do soro de leite de vacas, cabras
e ovelhas, e para determinar a velocidade de desnatura{:éc das proteinas do soro
individuaimente, nas trés espécies, e verificou gue o contetdo das proteinas do soro
de leite de cabras foi de 11.5% para lg, 12.8% para SA/Lactoferrina, 54.2% para 8-Lg
e 21.4% para «-La, e que independénte do maior ou menor nivel de desnaturacio,
elas apresentaram a mesma ordem de sensibilidade & desnaturacdo térmica que as
proteinas bovinas. Entretanto, diferencas foram observadas com relag@o a velocidade
de desnaturagéio das proteinas do soro das trés espécies. A 70°C, para tempos entre

0.25-30 minutos, a velocidade de desnaturacéo das proteinas do soro de leite de
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vacas e ovelhas foi semelhante e maior que a de cabras. A 80°C, por peguenos
periodos, a velocidade apresentou a seguinte ordem: ovina>caprina>bovina. A 80°C as
diferencas entre as espécies foram pequenas.

MANGINO et al. (1987) ¢ MORR (1987) estudando o efeito do calor durante o
processamento dos concentrados protéicos de soro sobre a sua funcionalidade,
constataram que a pasteurizacdo do soro (HTST) n&o correlacionou-se
significativamente com as propriedades funcionais como sclubilidade, formacédo e

estabilidade de espuma, emulsificacdo e geiatinizag;éo.

2.5.2 Tratamento enzimatico

Enzimas proteoiiticas t&m sido muito utilizadas para melthorar a funcionalidade de uma
série de proteinas em alimentos. A hidrolise das ligagbes peptidicas pode resultar no
aumento do nimero de grupos carregados e hidrofilicidade, decréscimo no peso
molecular e alteracdo na configuracéo melecufar. Geralmente, com o aumento do
grau de hidrolise um aumento da solubilidade e decrescimo na viscosidade sdo
constatados. Outros fatores s&o fregllentemente observados e incluem alteraces na
propriedade gelatinizante, aumento da estabilidade térmica, aumento na habilidade de
formacao de espumas e capacidade emulsificante e decréscimo na estabilidade das
espumas e emulsGes formadas (NAKAI e LI-CHAN, 1989). As propriedades dos
hidrolisados séo dependentes do tipo de enzima usado, do grau de hidrélise (GH), das
condicdes do meio ¢ do tratamento do substrato (BRITTEN e GIROUX, 1994).

As proteinas globulares sao caracterizadas pelas esiruturas secundaria e terciaria
envolvendo ligagbes disulfidicas e interagdes hidrofdbicas enfre residucs de
aminodcidos dentro de uma molécida ou enfre moleculas. A hidrdlise enzimatica das
proteinas ¢ acompanhada por frés efeitos distintos: diminuicdo do peso molecular,
aumento do ndmero de grupos ionizaveis & exposicdo de grupos hidrofGbicos até
entéo ocultos (PANYAN e KILARA, 1996).

JOST e MONTI (1977) verificaram que a hidrolise enzimatica parcial das proteinas do
soro com tripsina aumenta a solubilidade da proteina em agua e torma as proteinas
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insclubilizadas pelo calor completamente solubilizadas pela agéo da fripsina.
Concentrados protéicos de soro hidrolisados com tripsina foram estaveis ao
aquecimento a 1 34°C por cinco minutos, tendo boa propriedade emulsificante
(MODLER, 1985).

SCHMIDT e POLL (1991} hidrolisaram as principais proteinas do soro de leite de
vacas, a a-La e a §-Lg, com diferentes enzimas (serina proteases, cisteina proteases e
metaloproteases) e observaram que a acdo das mesmas enzimas em ambas as
protefnas diferiu e foi demonstrado ser dependente da composicde do meio (por
exemplo a presenca de cdlcio), temperatura de incubacao e grau de desnaturaglo da
proteina. A a-La é rapida e parciaimente hidrolisada pela tripsina enquanto a §-Lg
ndo. A PB-Lg diminui com o aumento do tempo de hidrdlise mas os peptideos

resultantes s&o aparentemente pequenos para permanecerem no gel.

De acordo com SATO et al. (1995 e 1996) as solugbes de isolados protéicos de soro
desnaturadas pelo calor podem formar gel depois da digestdo proteolitica a 37°C com
tripsina, pronase , papaina e protease. A gelatinizacdio induzida pela digestao
proteolitica foi considerada resultante da hidrdlise de agregados sollveis e da
interacéo entre eles. Descobriram também que ocorre agregacao preferencial da B-Lg
durante o aguecimento a 90°C por 10 minutos de hidrolisados tripticos de isolados
protéicos de soro, e que embora n&o tenha ficado claro nesses estudos, assumiram
que as ligagbes disulfidicas e os grupos tiol exercem importante papel na agregagéo.

No estudo do efeito da hidrélise enzimatica sobre a microestrutura de geéis formados
de solucBes de isolado protéico de soro com 12% de proteina a pH 7, OTTE et al.
(1996) verificaram que , como esperado, os géis formados das solugBes protéicas ndo
hidrolisadas quando a pH 3 e 7 e, particularmente a pH 5,2, apresentaram-se Como
finas estruturas , e que 0s tratamentos enziméticos (tripsina, neutrase, protease de
Bacillus licheniformes) causaram alteragbes na microestrutura, pequenas a pH 3,
marcantes a pH 5,2 e fortes a pH 7. Sendo, portante, a hidrélise limitada uma maneira
de mudar a microestrutura dos géis a pH fracamente acido e neutro, mudangas estas

necessarias para a producio de muitos alimentos.

H



2.6 Solubilidade dos concentrados protéicos de soro

As moléculas de agua tendem a associar-se através de redes de ligacbes tipo ponte
de hidrogénio. Quandc as moléculas do soluto sdo dispersas em &agua sua
solubilidade dependera de que a energia livre de interagdo soluto-solvente seja menor
do que a necessaria para separar soluto-soluto e solvente-solvente (MANGINQ, 1984).

A determinac@o da solubilidade das proteinas € usada, segundo KINSELLA (1976),
para selecionar as condigbes Otimas para exiracdo de proteinas de fontes naturais,
servindo também como indice para aplicacdo e limitagdo do potencial dessas
proteinas, oferecendo ainda informagbes para o estudo dos efeifos dos tratamentos
térmicos que podem afefar as aplicaghes reais e potenciais das mesmas,

Para CHEFTEL et al. (1989), a sclubilidade das proteinas em agua depende de
varios fatores como o pH, forga idnica, tipo de solvente e temperatura. Como as
proteinas em pH outro que ndo o iscelélrico, apresentam carga positiva ou negativa,
as moléculas reagem com essas cargas aumentando a solubilidade das mesmas. Com
relacdo a forga idnica, sabe-se que a solubilidade das proteinas € aumentada na
presenca de solugbes salinas neutras em concentragdes de 0.5 ¢ 1 M, fendmeno
conhecido como “salting . Em concentragdes salinas acima de 1M o fendmeno &
inverso e ocorre a precipitacdo das proteinas (“salting out”).

Dentre os varios termos ufilizados para designar a solubilidade das proteinas
encontramos: proteinas soliveis em agua (WPS), proteinas dispersas em Agua
{WDP), indice de dispersibilidade da proteina (PDl) e indice de solubilidade do
nitrogénic (NS!). MORR et al. (1985 a) padronizaram uma melodologia para
detarminagao da solubilidade protéica pela modificacfo do NS, visando sua aplicacdo
a intumeros produtos protéicos e a eliminacdo dos erros quando o metodo € usado por

diferentes laboratbrios.

MUTILANGI e KILARA (1985) estudando a solubilidade de um concentrado de soro de
leite de vaca tratado termicamente, obtiveram solubilidade minma de 40% apH 46 e
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maxima de 91% a pH 7, relatando valores de solubilidade relativamente altos am toda
a faixa de pH estudada.

RINN et al. (1990} produziram nove concentrados protéicos de soro e os submeteram
a diferentes pré-tratamentos, obtendo valores de solubilidade que oscilaram entre 91.3
a101.86% apH 3 eentre 96-100.3% apH 7.

A solubilidade das proteinas do soro tratadas termicamente foi estudada por diferentes
pesquisadores (HIDALGO e GAMPER, 1977, LI-CHAN, 1983, WIT ¢ KLARENBEEK,
1984; BEUSCHELL et al. 1992a), que concluiram que o aumento da temperatura e pH,
diminuem a solubilidade destas proteinas.

2.7 Capacidade gelatinizante dos concentrados protéicos de soro

0O mecanismo de gelatinizagdo de proteinas globulares proposto por FERRY (1948) é,
segundo CLARK e LEE-TUFFNELL (1988), pioneiro e envolve dois estagios: proteina
nativa — protéina desnaturada — associagfo, sendo esses géis redes formadas pela
associacdo que ocorre em partes ao longo da molécula, em vez de pontos de atracéo
fortemente separados, sendo essencial um balango entre forgas atrativas & repulsivas

para a formacao de géis estaveis.

Os concentrados protéicos de soro de leite tém despertado 0 interesse de indusirias
de alimentos pelo valor nutritivo e pelas propriedade funcionais e principaimente pela
sua habilidade, sob condiches adequadas, de formar géis induzidos pelo calor { LEE et
al. {1980), KORNHORST e MANGINO (1985), MULVIHILL e KINSELLA (1988), KUHN
e FOEGEDING (1991a e 1891b), TANG et al. (1993}, TAYLOR et al. (1994) e SATO
et al. (1995).

BEVERIDGE et al. (1984) dividiram em trés as fases do processo de gelatinizaco dos

concentrados protéicos de soro: 1° fase - desenvolvimento de turbidez nos primeiros 3-

10 minutos de aquecimento, resultando na formacgdo de agregados esféricos

provavelimente decorrentes de interagBes hidrofébicas modificadas pelas cargas da

molécula protéica;, 27 fase - onde ocormem mudancas nos  grupos
13



suifidrilas/disulfidicos e oxidacac de sulfidrilas, fortalecendo os agregados e taivez
aumentando a aderéncia entre eles; 3° fase - subito aumento da elasticidade que
ocorre com © resfriamento devide a rapida formacdo de pontes de hidrogénio,
causando acentuado aumento da rigidez dos agregados.

Géis protéicos sdo compostos por uma rede tridimensional na qual ocorrem
associagbes proteina-proteina ordenadas e formando uma matriz que efetivamente
retém um grande volume de agua KORNHORST & MANGING (1985), ZIRBEL e
KINSELLA {1968) e MANGINQ (1992). Se a rede & fraca, a viscosidade aumentara
mas o fluxo do fiuido sera possivel e 0 gel ndo se forma. Por outro lado, se as
interagbes proteina-proteina sdo muito fortes, a rede colapsard e a agua sera expelida
da estrutura. Um balanco entre as forgas atrativas necessarias para manter a rede e
repulsivas para prevenir o colapso é requerido para a formagdo do gel (MANGING,
1892).

Segundo AGUILERA (1985) as proteinas globulares possuem urma Unica conformacao
no estado nativo (N) e sdo transformadas sob certas condicfes (por exemplo o uso do
calor) para o estado desnaturado (D) ou aberto. A cbtengio de um estado de gel (G}
nas proteinas globulares parece envolver transigdes (T) entre o estado nativo e um
estado agregado (A). A segléncia de eventos da origem as seguintes reacbes para a
formagao de gel induzido pelo calor: Fase | :N > D, Fase l: D - A Fase I A — T

(cachos ou fios de agregados); Fase V. T — G.

As propriedades gelatinizantes das proteinas do soro dependem de intmeros fatores
fais como concentracdo da proteina, temperatura, método de isolamento da proteina,
pH, concentragdo de sais, presenca de lipideos e lactose (MULVIHILL e KINSELLA,
1987: MORR, 1992). Estudando suspensbes de concentrados e isolados protéicos de
soro tratadas com didlise efou acido etilenoglicol-bis/(beta-aminoetileter)N,N.N° N'-
tetraacético (EGTA), KUHL e FOEGEDING (1991b) observaram que ¢ tratamento
removeu a diferenca de forca do gel entre os produtos analisados. A remogdo de
célcio livre pela didlise ou a redugdc na sua disponibilidade pela quelagio (EGTA),
pode ter sido responsével. Existe provavelmente um nivel otime de calcio para a

formagao do gel, mas isto depende do sistema. BEUSCHEL et al. (1992b) verificaram
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que o calor utilizado durante a preparagéo de concentrados protéicos de soro
influencia sua propricdade gelatinizante, e pode levar ao aumento da textura e
rendimento, quando utifizados em produtos cameos processados proximos a 65°C.

Nos concentrados protéicos de soro, a f-Lg € a principal fonte de grupos sulfidrilas e &
logico que a concentracio desta proteina deve ser relacionada com a capacidade
gelatinizante destes concentrados (ZIEGLER e FOEGEDING, 1890) e com aforca do
gel { MANGINO, 1992).

i ANGLEY e GREEN (1989) estudaram o efeito das forgas de compressdo e impacto
em géis de proteina fracionada de soro em relacio & composigéo e microestrutura, e
verificaram que com o decréscimo do contetdo de B-L.g, a estrutura dos géis muda de
uma fina rede para uma grossa rede de grandes agregados. Essa fina rede resultando
de um allo grau de interligages entre moléculas, gue por sua vez, determina a
elasticidade e forca do gel. Em geral, a rede se rompe pela quebra de fios nos pontos
fracos, pontos estes que foram evidentes entre 08 agregados protéicos fracos, mas
que ocorrem aleatoriamente nos géis fortes. Por iss0, 03 géis fracos apresentaram-se

mais quebradicos.

A menor concentracdo de proteina necessaria para a formagéo de um gel pode ser
usada como uma medida da sua capacidade gelatinizante, tendo na concentragéo da
proteina e nas condigBes de aquecimentos usadas na obtencao do gel, os fatores que
mais influenciam as caracteristicas de textura do mesmo. SCHMIDT et al. (1978)
verificaram que o aumento da concentracio de proteina leva ao aumento da forga dos
géis e que concentragbes iguais ou maiores que 7.5% s&0 regueridas para obtengio
de géis fortes, e indicam a faixade 2.5 a 5% para a minima concentragdo de proteina
que forma gel quando o mesmo é submetido a temperatura de 100°C durante 10

minutos.

Para BEUSCHEL et al. (1992b) a forga e a percentagem de umidade espremivel de
géis de concentrados protéicos de soro com 80 e 08% de solubilidade n&o foram
diferentes (p<0.05) no pH 6,7 e 8, e a dureza do gel aumenta com o aumento da

concentracao de proteina,
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No estudo do comportamento de géis de concentrados protéicos de soro induzidos
pelo calor frente a diferentes valores de pH, SCHMIDT et al. (1978) constataram que o
aumenito do pH de 7 para 9 diminui a forga do gel dos concentrados protéicos de soro .
DUNKERLEY e ZADOW (1881) observaram que géis de concenirados protéicos,
oriundos de soro proveniente da precipitagéc acida da caseina e de gueijo “Cheddar”,
submetidos a pré-tratamento a 72°C/15s, apresentaram-se firmes a pH 5 e 8, mas com
menor firmeza a pH 3. Quande o pré-tratamento foi 80°C/15s os concentrados de
gueijo “Cheddar” apresentaram-se menos firmes a pH 3 e 5, e com boa firmeza a pH 8.
Os géis obtidos de concentrados de soro resultantes da precipitagio acida da caseina
apresentaram firmes a pH 5, havendo redugéo da firmeza a pH 3 e 8. Trabalhando
com géis de concentrados protéicos de soro formados apos aguecimento a pH 8,
SCHMIDT et al. (1984) constataram gue estes se apresentaram mais coagulados e
menos elasticos do que os formados a pH 7 e 9, @ que a forga do gel decresce com o
aumento do pH da solugdio de 7 para 10. MANGINO et al. (1987) baseados em
trabalhos de varios pesquisadores e em seus proprios dados, explicaram a forca de
géis de concentrados protéicos de soro com 10% de proteina e pH 8, como sendo
decorrente do contetido de B-Lg e da aita reatividade dos grupos SH neste pH, e que a
baixos valores de pH, os géis apresentaram uma aparéncia semelhante a um coagulo,
e que nestas circunsténcias a quantidade de proteina agregada e as interacbes
hidrofébicas sdo mais importantes para prever a forga do gel. Para ZIRBEL e
KINSELLA (1988) as proteinas do soro formam géis viscoelasticos quando aquecidas
sob certas condigdes, entretanto algumas preparagbes formam codgulos em vez de
géis viscoelasticos verdadeiros. MANGINO (1982) verificou que acima do pH 7,5 os
géis sao ftranslGcidos e viscoeldsticos, apresentando-se  0pacos € Mmenos
viscoelasticos abaixo do pH 7,5. TANG et al. (1995) observaram que géis brancos séo
formados na faixa de pH entre 4 - 6, e que abaixo e acima desses valores géis de fios
finos transparentes sdo formados. AGUILERA (1995) menciona que para géis de
proteinas globulares existe transigio opaco -» transparente, e que isolados e
concentrados protéicos de soro formam géis opacos no pH intermediario € com alta
forga ibnica, e que a faixa de pH da transigdo pode ser mais ampla que para géis de §-

Lg pura.
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Os grupos sulfidrilas (SH) e disulfidicos (8-8) tém sido relacionados como importantes
grupos funcionais de proteinas alimentares (BEVERIDGE et al, 1974) e que
desempenham um papel primordial na gelatinizagio de proteina induzida pelo calor,
As ligagbes coyalentes de moléculas protéicas podem ser formadas pela oxidagéo de
grupos SH em ligacdo 8-§ e/ou por reagdes de troca S5-5 induzindo a formag&o de SH.
Varios estudos foram realizados mas nenhum deles indica se a rede formada na
gelatinizacio depende de uma ou da outra reacdo (SHIMADA e CHEFTEL, 1988). O
efeito dos grupos sulfidrilas na forga dos géis & fortemente dependente do pH. Nos
valores abaixe do pH 7 ¢ conteldo de grupos sulfidrilas exerce pequenc efeito. Nos
pHs altos este efeito torna-se significante (KOHNHORST e MANGINO (1985),
MANGINO et al. (1887), MANGINO (1992) e TANG et al. (1995)).

No soro, as estruturas globulares nativas da B-Lg, «-la, BSA e Ig s80 estabilizadas
por ligaches disulfidicas intramoleculares, no caso da f-Lg, ala e BSA 2, 4 e 17,
respectivamente. Além disso, f-Lg e BSA possuem cada uma delas um grupo sulfidrila
fivre. Tratamentos que desestabilizem e provoquem a abertura da estrutura nativa das
proteinas do soro, facilitam o aumento das interacdes proteina-proteina entre elas, e
lsvam a trocas intra ou intermoleculares tiol/disulfidicas (SH/S-S) ou a reagbes de
oxidagiio (SH/SH). Polimerizagdes disulfidicas das proteinas do soro tém ocorrido em
resposta ao aquecimento, ao aumento de pH e ao tratamento com uréia e agentes
redutores (MONAHAM et al., 1885).

HARDHAM (1981) desenvolveu um método especifico para determinagéo do contetdo
de sulfidrilas em concentrados protéicos de soro, usandoe o reagente de Eliman. Para
reduzir o efeito da turbidez desenvolvida por amostras de concentrados menos
soltiveis, centrifugacdo e filtragdo foram testadas para clarificar as amostras, e um
maior sucesso foi obtido com filtragdo em membranas Millipore imediatamente antes
da leitura da absorbancia. O valor médio da curva de absorbéncia a 540nm contra
412nm foi de 2.248, com intercepto Y de 0.007. Em triagem semethante, usando
tampao TRIS-GLI contendo uréia 8M para determinagdo de SH total, o valor médio da
curva de absorbancia foi de 2.366 com intercepto Y de 0.007. A aplicagdo dessas
correcdes tem um efeito substancial nos valores dos resultados obtidos com solugbes
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turvas. Como resultado, tem favorecido correlagbes Gteis entre conteldo sulfidrila e
outros parametros envolvendo propriedades funcionais dos concentrados.

Em 1987, LIAO e MANGINC analisando a composicio e propriedades fisico-quimicas
e funcionais de concentrados acidos de proteinas do soro, reportaram para contetido
de grupos sulfidrilas fivres em pM SH/g valores que oscilaram entre 7.04 e 30,1, Jaem
1992, LEE ef al. apresentaram para isolados protéicos de soro valores entre 17.7 uM
SH/g a pH 8 e 65°C e 28.5 uM SH/g a pH 7 e 55°C.

Em géis de isolados protéicos de soro induzidos pelo calor a polimerizagdo das
proteinas via ligagdes disulfidicas intermoleculares (8-8) foi dependente do pH das
solugfies e temperatura. A medida do contetido de sulfidrilas totais das solugGes
gelatinizadas revelaram que no pH 9 e 11 ocorreram significantes oxidagoes de SH-SH
para S-S, mesmo & temperatura ambiente. Ao contrario, nos pH3 e 5o contetido de
SH nfo mudou com o aguecimento, indicando que predominaram as reagdes de
polimerizacdo SH/S-S em vez de oxidagéo SH/SH (MONAHAM et al., 1995).

Baseados na relagdo forga de ruptura do gel e nivel total de sulfidrilas, KALESKIND et
al. {1995) confirmaram que ligagbes disulfidicas s&o importantes na gelatinizago, e
que outros componentes como lipideos, lactose, calcic e sédio interagem
simultaneamente afetando a formagao do gel.

URBIENE e L ESKAUSKAITE (1998) investigaram as mudangas no contetido de grupos
sulfidrilas em um concentrado protéico de soro & em misturas de leite com
concentrado, provocadas por fatores tecnoldgicos como pH e temperatura, e
verificaram que a concentragio minima de grupos SH fol encontrada a pH 4. 0
aumento do pH resultou em proporcional aumento do conteudo sulfidrila nas solugdes
do concentrado. O decréscimo do contetido a pH 4 pode ter ser resultante da formacao

de octdémeros da proteina,
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2.8 Textura dos géis dos concentrados protéicos de soro

Um dos principais fatores de qualidade de um alimento € sua textura. SZCZESNIAK
(1963) definiu textura como a composicio de elementos estruturais do alimento e a
maneira pela qual ela é indicada pelo sentido fisiolégico. Sendo o termo “elementos
estruturais” usado para se referir a estrutura microscopica € molecular, tanto quanto &
estrutura macroscépica, que pode ser sentida visualmente. Estas caracteristicas
podem ser agrupadas em irés classes: caracieristicas mecanicas (dureza,
coesividade, viscosidade, elasticidade, adesividade), caracteristicas geométricas
(aquelas relacionadas ao tamanho e forma das particulas e aquelas referentes a forma
e orientac@o); e outras caracteristicas como aquelas que relatam a percepgdo de

contetido de umidade e de gordura de um alimento.

Numerosos métodos para medir objetivamente as propriedades de textura de um
alimento s8o classificados com base na variavel ou variaveis que sio usadas na
medida. Métodos de medida fisica sfo classificados sob o titulo de medida de forga, de
distancia, de tempo, de energia, de proporgdio, medida mdltipla e instrumentos de
variaveis mdltiplas. A grande variedade dos métodos serve para enfatizar os indmeros
problemas que o tecnologista de alimentos encontra para medir a textura de alimentos
por métodos objetivos. O perfil de textura para sdlidos requer a medida de trés
diferentes forgas (dureza, fraturabilidade e gomosidade), duas de ftrabalho
{adesividade e mastigabilidade), uma de distancia (elasticidade) e uma de proporcéo
{coesividade){ BOURNE, 1966).

Devido & semelhanca entre a aplicacdo de forga do fexturdbmetro e o processo de
mastigacao, ele tem sido usado para ampliar a classificag@o desenvolvida para as
caracteristicas de textura instrumental. O texturometro & um instrumento de gravacao e
as curvas forcaltempo tracadas refletindo o movimento de mastigacdo do émbolio na
amostra, foram interpretadas em fermos dos parametros mecanicos de dureza,
coesividade, fraturabilidade, adesividade e elasticidade. Sendo as caracteristicas
mastigabilidade e gomosidade derivadas matematicamente dos valores de dureza e
coesividade. A descricdo resultante da analise no texturdmetro da uma “impresséo
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digital” das caracteristicas texturais do alimento (SZCZESNIAK | 1975, BOURNE,
1978).

As caracteristicas de textura de geéis de proteinas do soro s&o normalmente medidas
alravés de testes de compressdo ou penefracéo. O analisador de textura TA-XT?2
mede forga, distancia e tempo, dando uma andlise fridimensional do produto. Esses
parametros quando quantificados permitem especificar as caracteristicas de dureza,

adesividade, coesividade e elasticidade, fornecendo o perfil de textura dos géis.

2.9 Comportamento eletroforético das proteinas do soro

Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sddio (SDS-PAGE) é uma
técnica muito utilizada para a separagao efetiva de proteinas e para a determinago de
seus pesos moleculares. Nesta técnica as proteinas s&o desnaturadas pelo detergente
SDS e o gel de SDS-PAGE equilibrado com uma solugéo tampéo contendo SDS, que
ertdo sd@o submetidas a um campo elétrico onde 0s peptideos-SDS carregados
negativamente movem-se para o anodo a uma velocidade que depende do seu peso
molecular (SVASTI e PANIJPAN, 1977},

SCHAGGER e VON JAGOW (1987) desenvolveram modificacBes na técnica
elefroforética SDS-PAGE usando tricina no lugar de glicina como carregador de ions,
permitindo a resolucdo de pequenas proteinas, a baixas concentracbes de
poliacrilamida. Uma resolucéo superior das proteinas especiaimente as periencentes
a faixa de 5-20 KDa foi obtida sem o uso de ureia. Proteinas com peso molecular
acima de 30 KDa sd0 logo separadas dentro do gel da amostra. Assim, uma passagem
suave das proteinas da amostra pelo gel de separaco & garantida, e o efeito de
sobrecarga é reduzido. isso é de especial importancia quando grandes quantidades de
proteinas estdo para serem carregadas no gel preparatorio. A omissdo de glicina e
uréia previnem distirbios que podem ocorrer no uso da subsequente sequéncia de

aminoacidos.
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A teécnica de eletroforese SDS-PAGE tem sido utilizada por vérios pesquisadores para
monitorar as desnaturagdes sofridas pelas proteinas do soro durante o

processamento.

Trabathando com concentrados protéicos produzidos a partir de soro obtido da
producéo de caseina acida {com e sem pasteurizagdo) e de gueijo “Cheddar’(com e
sem pasteurizacdo), MORR (1985) conduziu andlise do perfil eletroforético (SDS-
PAGE) e verificou que 0s mesmos apresentaram concentracBic e componentes
protéicos semelhantes, com uma proteina em maior quantidade com peso molecular
na faixa de 20-30 KDa. Revelaram também trés bandas adicionais com ailto peso
molecular, as quais podem indicar se fratar de imunoglobulinas ou proteinas
agregadas. O concenirado padrdo utilizado apresentou vérias bandas adicionais
confirmando observagdo de que estas proteinas sofreram  imporiante
agregacao/desnaturacdo. Dando sequéncia aos estudos  sobre ¢ efeitc da
pasteurizacdo (HTST) sobre os concentrados protéicos de soro MORR (1987)
constatou através da anslise eletroforética que o referido tratamento néo causou

altera¢des marcantes sobre as proteinas dos concentrados.

Em 1988, KIM et al. estudando a composicio e funcionalidade de concentrados
protéicos de soro obtidos por ultrafiltracdo/diafiltrac&o/spray dryer comisem pré-
fratamento, que constou da adicio de cloreto de cdicio com ajuste de pH para 7.3 |
com ligeiro aquecimento a 50°C por oitc minutos e remogdo do precipitado insoldvel,
usaram a eletroforese para acompanhar as mudangas na concentragao das principais
proteinas do soro e verificaram que esta técnica nao foi efetiva como a téenica HPLC

para monitorar as alteracfes de concentracio das proteinas.

MORR e FOEGEDING (1980) trabalhando com ofto concentrados protéicos de soro
{72-76.6% de proteina) e analisando-os com relagao ao perfil eletroforético em SDS-
PAGE usando géis com gradiente de 9 -18% de acrilamida, constataram diferencas
qualitativas na composicdo protéica, alguns apresentando zonas pouco resolvidas ora
entre a B-Lg € a-La ora entre B-1.g e BSA, variacbes essas decorrentes das condicfes
de processamento e dos tratamentos sofridos pelos concentrados.
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Em concentrados protéicos de sorc obtidos por tratamentos oriundos de combinacbes
de tempo x temperatura, BEUSCHEL et al (1992 a) observaram na anslise
eletroforética {géis com 14.5% de acrilamida) a presenca de bandas protéicas com
pesos moleculares de 13.700, 17.200, 34.000, 57.500, 63.000 e 70.600 Daltons, sendo
a proteina com 63.000 Da identificada como BSA, as bandas de peso 70.600 e 57 600
como formas monoméricas de imunoglobulinas, as proteinas com 17.100 e 13.700
como $-Lg e a-La. A banda com 34.000 Da tratando-se provavelmente da B-Lg na sug

forma de dimero.

Usando SDS-PAGE, SATC et al. (1995) analisaram o efeito da hidrdlise enzimatica
{pepsina, protease, pronase , papaina e tripsing) sobre a solugdo de isolados protéicos
de soro, e verificaram a presenca de duas bandas com pesos moleculares de 14.400 e
18.000, as quais corresponderam a o-La e B-Lg, que apresentaram menor intensidade
apbs tratamento enzimatico. Muitos peptideos dos hidrolisados tinham peso molecular
menor que 12.000, excecao feita aos tratados com pepsina, que foram semelhantes ao

da isolado néo digerido.

Na analise do efeito da hidrdlise triptica no sobrenadante e precipitado de hidrolisados
de isolados protéicos de soro através de SDS-PAGE, utiizando géis com 16% de
poliacrilamida, SATO et al. (1996} demonstraram que a -1.g foi a principal proteina no
precipitado, enquanto gue o sobrenadante continha tanto o-la como f-lg. A
eletroforese conduzida sob condicdes reduzidas indicou gue as proteinas do soro no
sobrenadante e precipitado foram incapazes de entrar no gel de separagéo, indicando
que o peso molecular destes agregados foi maior do que 10° Daltons. Estes resultados
indicam que o tratamento com fripsina induz preferencialmente a agregacao da 3-Lg e
que 0s agregados resultantes foram formados por reagbes sulfidrila-disulfidicas.

GUO et al. (1995) estudando a susceptibilidade da §-Lg 2 hidrolise com pepsina e
tripsina usando SDS ou UREIA-PAGE aobservaram gue a B-Lg nativa foi resistente a
hidrolise por causa de sua estrutura globular compacta. Tratamentos térmicos das
soluches de 8-Lg a g0® e 100°C por cinco e dez minutos, causaram mudancas na
estrutura e configuracdo da proteina que tomaram-na acessivel a pepsina e
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aumentaram a extensio da protedlise com tripsina, que também foi aumentada pela
presenca de 2-mercaptoetanol a 2%. |

2.10 Aplicagdes e usos dos concentrados protéicos de soro

Considerande como principais propriedades funcionais das proteinas do soro a
solubilidade ao fongo de toda a faixa de pH, a gelatinizac8o quando submetidas a
tratamentos térmicos sob condicbes idnicas e de proteina adequadas, a emulsificacao,
a estabilizacdo de espuma e a qualidade nutricional, MORR (1979} reiatandc trabalhos
de varios pesquisadores scbre 0 uso de concenirados protéicos de soro em sistemas
de alimentos, menciona que ¢ satisfatéria a substituicdo, a nivel de 20%, do
concentrade no lugar de sélidos ndo gordurosos do leite (MSNF), em formulacbes
padries de sorvete, por contribuir com um sabor cozido e uma alla viscosidade, bem
como em todos os efeitos adversos de dureza, plasticidade, cor e gravidade especifica
do produto final; que sua utilizagdo em produtos de carme aumenta as propriedades de
ligacgo de Agua e gordura sem afetar negativamente © sabor e as propriedades de
textura; que a adico de 4 g de proteinas do soro precipitadas pelo calor por quilo de
queijo resulta em decréscimo da firmeza, densidade e dureza do queijo, aumentando
suas caracteristicas organolépticas; incorporacdo de lactalbumina em produtos de
macarrdo aumenta seu valor nutritivo sem alterar seu sabor € suas propriedades de

fextura.

MANGINO (1990) em revis&o sobre a aplicacdo de concentrados protéicos de soro em
sistemnas de alimentos indica-0s: aplicaveis em bebidas acidas por sua solubilidade no
ponto isoelétrico; em sucos de frutas por véarias razdes: como fortificante, como
emulsificante, para aumentar a viscosidade e fomecer turbidez; como substituto do ovo
em merengues para formag8o de espuma; em salsichas por sua capacidade

gelatinizante.
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3 ESTUDO 1 - CONCENTRADOS PROTEICOS DE SORO DE LEITE DE
CABRAS. |. OBTENCAO, CARACTERIZAGCAO E SOLUBILIDADE

1 INTRODUCAO

O leite de cabras apresenta segundo dados da FILJDF (1981) a seguinte faixa de
valores para sua composicdo média: gordura (%)~ 3.27 a 6.8; proteina(%) - 3.1 a 5.84;
cinzas{%) - 0.51 a 2.76 e lactose(%) - 3.91 a 4.72. A composicao do leite de cabra esta
sujeita a influéncia de fatores como a raca, o estagio de lactagdo, o clima, a estacdo
do ano e a alimentacdo (RAMOS e JUAREZ, 1981; GRAPPIN, 1986) |

MENDES et al. (1988) apresentam os valores de 10284, 1031,54 e 1028,76 para

densidade em gfem®, 18,6, 19,2 e 15,0 para acidez em °D; 3,94, 4,08 e 3,66 para
gordura{%),para leites de cabra provenientes dos municipios permambucanos de S&o
Bento da Una, Bezerros e Gravatd, Valores médios de pH esto entre 65 e 6,8, A
literatura relata para a capacidade tamponante do leite vailores que variam, néo se
conhecendo se é mais baixa ou mais alta que no leite de vaca, JUAREZ e RAMOS,
(19886).

O mercado de leite de cabra no Brasil é segunde STEHLING e SQUZA (1987) muito
restrito, principaimente devide ao habito alimentar da populagdo, ac pequeno €
inconstante volume de produgdo e ao alto preco do leite { em média 3,5 vézes o valor
do leite de vaca), 0 que leva a industria a ficar receiosa de investir no leite de cabra.

0O soro do leite de vacas € um liguido gue contem de 4 a 6 g de proteinas por litro,
Estas proteinas tém excelente propriedades funcionais e um alto valor nutricional,
devido ao seu contetdo em aminocacidos sulfurados, em lising e em friptofano.
COSSEDU e PISANU (1979) estudando o teor protéico do soro de leite de cabras
mencionam valores entre 086 e 1,13g/100mi Nos Udltimos anos com o©
desenvolvimento das membranas de ultrafiltracdo uma nova indastria surgiu para

preparar diversos produtos de proteina do soro (MAUBOIS, 1984).
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O processc de ultrafiltragBo utiliza membranas para promover a separagio de
componentes de um liquido, que pode ser seletiva, com base no peso e tamanho
molecuiares. Sua utilizagio na oblengdo de concentrados protéicos de soro de leite de
vaca tem sido amplamente estudada (McDONQUGH et al 1871, McDONOUGH et
al., 1974, MATTHEWS, 1978, MAUBQIS, 1984, MORR, 19892).

A composigio dos concentrados protéicos obtidos dependera do nivel de extragio de
permeado, que afeta diretamente a relacdo proteinallactose. Valores tedricos para
reducdic de volume de 80, 90 e 95%, prevém concentrados com 36, 53 & 69% de
proteina. McDONOUGH et al. (1674), relatam para concentragdo de proteina nos
nivels de exiracdo de permeado mencionados, valores experimentais de 30, 42 & 55%.

A digfiltragdo que consiste na adigdo de agua e ultrafiltragdo simultaneas, remove
aAgua e solutos de baixo peso molecular, aumentando a concentracdo de proteina

(MORR, 1989).

0O estudo da composicio e caracterizacio fisico-guimica do leite de cabra tem sido
objeto de estudo de varios pesquisadores (PASKASH e JENESS, 1868; JENESS,
1680; MANOEL PINTO et al. 1984). Outros autores citados por RENEUF (1992),
reporiam a baixa capacidade do leite de cabra para a produgdo de gueijo gquando
comparado ao leite de vaca, e demonstram que os principais parametros fisico-
quimicos que explicam esta variac@o seriam: o contetdo de caseina, a concentragéo
de caicio total e coloidal, o tamanho médio das micelas de caseina e a relagdo
acaseina/f-caseina. Recomendam ainda que a transposicdo de tecnologias do leite
de vaca para o de cabra, deve ser adaptada as suas particularidades, buscando
desenvolver produtos efou tecnologias proprios para produtos de leite caprino.

A utilizagdo dos métodos de vultrafiltracio/diafilracde permite a2 obtengSo de
concentrados protéicos de soro com diferente composicio quimica. Segundo
MAUBOIS (1984) estes concentrados apresentam as seguintes vantagens: 1.
solubilidade em toda faixa de pH; 2. alta capacidade de retencdo de agua; 3.
capacidade gelatinizante e 4. capacidade de formacao de espuma.
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As cinco principais proteinas do leite de cabras sdo a f-lactoglobulina, a «o-
L actoalbumina, a x-Caseina, a $-Caseina ¢ uma caseina que pode ser designada
como a.Caseina. S50 assim chamadas porque sdo semefhantes em composicio e
propriedades as homdlogas do leite de vaca. Das proieinas do soro as mais
importantes séo a a-Lactoalbumina e a B-Lactoglobulina , sendo também encontradas
em pequenas quantidades a soroalbumina, Lactotransierrina, Transferrina, Prolactina

e imunoglobulinas.

JENESS (1980), em reviséo feita sobre as caracteristicas e composicio do Ieite de
cabras, descreve a P-Lactoglobulina como tendo uma cadeia com 162 residuos de
aminoacidos, sendo diferente da homdloga bovina em seis posigbes incluindo os
residuos terminais. O N-terminal Leu da B-Lactoglobulina bovina é substituldo pela lle,
o Asp 53 — Asn, Asp 130 — Lys, Ser 150 — Ala, Glu 158 —Gly e lle 162 — Val
Assim, a -Lactogiobulina caprina tem menos trés grupos carregados negativamente ¢
mais um grupo carregado positivamente que a bovina, ¢ que explica a diferenca que
tem side notada na curva de titulagdo das duas proteinas e a menor mobilidade
eletroforética da B-Lactogiobulina caprina em géis alcalinos. Menciona ainda, a o-
Lactalbumina caprina, semelhante a de origem ovina, € isenta de metionina sendo
diferente de todas as demais, que contém de um a trés residuos de metionina. A sua
sequéncia de aminodcidos completa revela doze diferencas, em relacdo a bovina, na
cadeia de 123 residuos. Uma delas, na posico 10, a-La caprina possui Gin enquanto

que a bovina apresenta Arg.

A determinagio da solubilidade das proteinas ¢ usada segunde KINSELLA (1976)
para selecionar as condigbes Stimas para extraco de proteinas de fontes naturais,
servindo fambém como indice para aplicacio e limitagdo do potencial dessas
proteinas, oferecendo ainda, informagdes para o estudo dos efeitos dos tratamentos

térmicos, que podem afetar as aplicacbes reais e potenciais das mesmas.

A solubilidade das proteinas depende de varios fatores como o pH, forga ibnica, tipo
de solvente e temperatura. Como as proteinas em pH outro que ndo o isoeletrico,
apresentam carga positiva ou negativa, as moléculas de agua reagem com essas
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cargas aumentando a solubilidade das mesmas. Com relacdo a forga idnica, sabe-se
que a solubilidade das proteinas € aumentada na presenca de solugbes salinas
neufras, em concentractes entre 0,5 e 1 M, fendmeno conhecido como “salting in”. Em
concentracédc salina acima de 1M ¢ fendmeno é inverso e ocorre a precipitago da
proteinas { “salting out’) (CHEFTEL et al., 1989).

Dentre os vérios termos utlizados para designar a sclubilidade das proteinas
encontramos: proteinas sollveis em agua (WPS), proteinas dispersas em éagua
{(WDP), indice de dispersibilidade da proteina (PDI} e indice de solubilidade do
nitrogénio (NSI). MORR et al. (1985) padronizaram uma melodologia para
determinacdo da solubilidade protéica pela modificacdo do NSI, visando sua
aplicabilidade a inimeros produtos protéicos e a eliminacio de variagbes quando o

metodo € usado por diferentes laboratérios.

Considerando a inexisténcia de pesquisas scbre a funcionalidade de concentrados
protéicos de soro de leite de cabra e a similaridade que ha entre as proteinas dos
soros capring e bovino, serdo comentados os dados disponiveis na literatura sobre

concentrados protéicos de soro de leite bovino.

Estudando o efeito dos tratamentos térmicos nas proteinas do soro do leite de vacas
WIT e KLAREENBER (1983) concluiram que a estrutura e solubilidade das proteinas
sdo governadas por efeitos de temperatura, pH e composicdo. Abaixo de 150°C
distinguiram trés faixas de temperatura para o comportamento das proteinas: (1) entre
40-60°C causam mudancas fisico-quimicas como associagbes hidrofobicas e
desdobramentos parciais observados principaimente por alteragbes de solubilidade e
formacio de espuma; (2) entre 60-100°C provocam modificagbes fisico-guimicas
ireversiveis induzidas pela desnaturacéio das proteinas, resultando na mudanga de
propriedades durante o tratamento térmico, depois de pequenas variagbes de pH; {3)
entre 100-150°C levando principaimente a alteragbes quimicas irreversiveis como a
reacdo de Maillard e a guebra de cisteina, com  consequéncias funcionais

desconhecidas.
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MUTILANGI & KILARA (1985) estudandc a solubilidade de um concentrado protéico de
soro de leite de vaca tratade termicamente , obtiveram solubilidade minima de 40% a
pH 4.6 e maxima de 91% a pH 7, relatando valores de solubilidade relativamente altos
em toda a faixa de pH estudada. RINN et al. (1990} preduziram nove concentrados
protéicos de soros submetidos a diferentes pré-tratamentos e obtiveram valores de
solubilidade que oscilaram entre 81,3a1016% apH3eentre 86 a 1003% apH?7.

Em 1987, LIAO e MANGINO, analisando a composigéio e propriedades fisico-quimicas
& funcionais de concentrados acidos de proteinas do soro, reportaram para contetdo
de grupos sulfidrilas livies em uM SH/g, valores que oscilaram enfre 7.04 a 30.1. Em
1992, LEE et al., apresentaram para isolados protéicos de soro valores entre 17.7 pM
SH/g a pH 8 e 65°C e 28.5 uM SHig a pH 7 e 55°C.

Analisando a cor de solucBes de isolado protéico de soro submetidas a diferentes
tratamentos térmicos SCHMIDT e McNEIL (1993) constataram que com 0 aguecimento
as solugbes tornaram-se mais luminosas (claras), com menor valor para b, portanto

mais azuis, e também com menor valor para a, consequentemente mais verdes.

Este estudo objetivou a elaboragéo, caracterizacéo e determinacac da solubilidade de

concentrados protéicos de soro de leite de cabras.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Matéria Prima

O leite cru de cabras da raca Saanen foi proveniente do Municipio de Holambra-SP,

Foram realizados trés processamentos (1, 2 e 3) cada um utilizando 51 Kg de leite de

cabras oru.
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2.2 Equipamentos usados na obtengdo dos concentrados

2.2.1 Pasteurizagdo
Foi realizada em fogdo industrial utilizando temperaturas de 63 a 65°C durante 30

minutos.

2.2.2 Ultrafiltracao
Utilizou-se uma membrana de ultrafiltracdo Romicon Hollow Fiber Cariridge, PM 50,

fiber e.d. 43, 4rea efetiva 15, méxima temperatura de operagio 70°C. Condigdes de
operacio: temperatura 30-48°C, pressdo das bombas: 0,7 (1) e 1,2 (2) Kgficm®.

2.2.3 Retirada da gordura
Feita em desnatadeira marca Alfa Laval capacidade 100 litros/h, série MB044.

2.2.4 Congelamento
Em freezer domeéstico.

2.2.5 Liofilizagao
Em liofilizador VIRTIS, cabine modelo 10-MR-TR. Condicbes utilizadas: temperatura

23-25°C. 94817 mbar, 28 pol.Hg.

2.2.6 Preparo do indculo

Em estufa retilinea marca FANEN, modelo 002/2.

2.3 Preparo do indculo

Em leite em pd desnatado reconstituido a 11% (500ml) na temperatura de 45°C, foram
inoculados 10 mi de cultura lactica ( Sfrepfococcus lactis + Lactfobacillus bulgaricus) a
2% e mantida esta temperatura até coagulacéo (+ 3 horas), em estufa retilinea. O

in6eulo foi entdo conservado sob refrigeraco até a hora do processamento.

2.4 Obtencéo do Soro

Foi obtido através da fabricacdo de queijo Minas Frescal (Figural). O leite de cabra
cru foi peneirado e pasteurizado a 63°C por 30 minutos em tachos sob agitacio.
Posteriormente foi resfriado a 45°C e colocado em um tanque onde foram adicionados:
0.5% de cultura lactica, 250 ppm de cloreto de calcio e coalho {(Ha-la - forga 1:16.000)
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em pd disperso em agua, em quantidades suficientes para promover a precipitagao da
caseina. Apés agitacfo, foi deixado em repouso por 45 minutos. Com auxfiio de liras 0
coatho foi cortado e submetido a agitagdo (1') e repouso (3) sucessivamente, até
obtencéo de massa firme. O soro foi sifonado e peneirado depois de 5-10 minutos de
decantagio.

2.5 Ultrafiltracao

Realizada em sistema batch em membrana de fibras capilares de 50.000 Daltons. A
presséc de entrada foi de 1.2 Kgffem® e a de saida de 0.7 Koflem®. A temperatura
oscilou entre 30 e 48°C. O processo foi finalizado guando © volume do retentado
atingiu a quantidade minima permitida para o funcionamento do equipamento. Foram

recolhidas amostras do retentado e permeado para dosagem do teor protéico.

2.6 Diafiltracao

Foi feita duas vezes consecutivas, acrescentando-se dgua em volume correspondente

ac triplo do do retentado. No processamento 3 realizou-se uma terceira diafiltragao.

2.7 Métodos Analiticos
2.7.1 Caracterizagao do leite de cabras cru, soro magro e retentado

A determinacao dos teores de acidez, densidade e gordura do leite cru, sore magro
retentado, obedeceram a metodologia do LANARA (1981). O contetdo protéico foi
obtido através dos métodos 47.021 e 47.023 da ADAC (1880). O teor de lactose foi
dosado pelo método do fenolsulfdrico segundo descrico de HADGE e HOFREITER

(1962).

2.7.2 Composigdo centesimal dos concentrados
Foram feitas as seguintes determinagbes!

- Umidade, proteina, gordura e cinzas segundo os procedimentos da ADAC (1980).

- Lactose pelo método do Fenolsulfurico de acordo com a metodologia descrita por
HADGE e HOFREITER ({1962).

- Nitrogénio nao-protéico por modificagéo do método descrito por BECKER et al,
{1940).
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- Teor caldrico; utilizou-se uma bomba calorimélrica PARR 1216, acoplada a uma
unidade de refrigeracdo PARR 1563, com integrador PARR /785

2.7.3 Grupos SH total e reativo

De acordo com o procedimento descrito por HARDHAM (1981) para amostras turvas.

2.7.4 Composicao em aminoacidos

A mistura de aminodcidos foi obtida por hidrélise dcida com HCL 6N a 110°C por 22
horas. Para a obtencdo do conte(do de aminoacidos utilizou-se 0 analisador de
aminoacidos P4000, com reator PCX3100 (Pickering Laboratories)

2.7.5 Solubilidade dos concentrados

Seguiu-se a metodologia descrita por MORR et al. (1983) onde 0,5 g do concentrado
foram pesados em becker e dispersos em 35mi de solugdo de NaCl 0.1M,
homogeneizados e submetidos a agitaghe magnética durante uma hora, em recipiente
contendo geto picado, ajustando para o pH (2, 4, §, 7 e 8} desejado com NaOH ou HCl
01N, tendo este sido monitorade durante todo o periodo de agitacéo, depois do qual a
solugo foi transferida para balfo volumétrico de 50 mL, e o volume completado com a
solugdo de NaCl 0.1M. Em seguida, a soluco foi centrifugada a 13.000 rpm durante
30 minutos a 5°C e o sobrenadante foi filtrado em papel de filtro Whatman n° 1. A
concentracio de nitrogénio total no filtrado foi determinada pelo método de Kjeldahl. A

percentagem de solubilidade foi calculada pela formula:

% Sol.= _[prot.sobndt] x 50 % 100

peso amostra x [prot. amostral
100

2.7.6 Cor _
Um colorimetro COLORQUEST # {(Hunter-Lab) foi usado para medir os valores de L

{luminosidade), a (vermelho a verde) e b (amarelo a azul) das soluches dos CPBLCs &
3%. As medidas foram feitas em 50 mi das solucdes em cubetas de quartzo medindo
55x55x2.5m.
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2.8 Fluxograma de Obtengao dos concentrado (Figura 1)

Figura 1. Fluxograma de obtengdo dos concentrades protéicos de soro de leite de

cabra
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2 RESULTADOS

Tabela 1. Quantidade da matéria prima utilizada e dos produtos obtidos durante os

processamentos

“16/04/96

23/04/96 51 41 487 0.259 10.82
30/04/96 51 37 5.30 0.246 9.62

Tabela 2. Teor de prateina(%) do leite de cabras cru, soro gordo, soro magro,

permeado, permeado diafiltrado e retentado

1 0.9410.02

0.27:0.02 {0.16 4.02+0,02
2 13.08£0.03 ; 0.9720.01 (.95+0.01 0.27 0.1410.01 4.01+0.03
3.0740.01 | 0896:0.03 |0.98 627 0.08+0.01 3.75

Tabela 3. Andlises realizadas no leite cru, soro magro e retentado obtidos nos

processamentos

Densidade

2880 -
Acidez °D 17.06 -
Gordura{%) 360 0.01
Proteina(%) 295 094
Lactose(%) 446 4.70

27.80
20.85
3.70
3.08
C.49

28.10
16.94
3.70
3.07
8.60

- -

12.10 -

.01 0.50
0.08 3.75
6.48 Q.73
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Tabela 4. Composicdo quimica média dos concentrados protéicos do soro de leite de

cabras{CPSLC) obtidos nos processamentos 1,2e 3

Umidade 3.60+0.16 3.6430.16 3.4510.14
Proteina (Nt - NNP x6.38) 55.87+0.07 61.8440.46 72.01+0.30
Gordura 14.1420.12 9.4510.14 10.39+0.24
Lactose 26.73+0.22 19.27+0.56 14.23+0.99
Cinzas 3.38+0.03 2.08:0.03 2.30+0.03

Ca*™ 0.14+0,02 0.07+0.002 0.36+0.02

Nitrog. N&o Protéico 0.9240.01 1.31:+0.01 0.59:+0.01

Styora(uh/g) 10.48+0.25 15.9610.18 15.0240.27
SHaearno(Mig) 8.53+0.27 14.3140.17 12.71+0.19
Teor caldrico (Keal) 543.35+1.20 634.80+5.73 | 553.5611.34

Meédias obtidas de analise em triplicata a exceg8o do teor calorico que foi feito em

duplicata
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Tabela 5. Composicdo em aminoacidos dos CPSLCs

Acido Aspartico 6.53 6.31 8.35
Treonina 3.97 3.50 510
Serina 3.10 2.91 380
Acido Glutamico 968 9.86 12.09
Profina 4,04 6.19 973
Glicina 1.02 1.17 1.14
Alanina 3.50 3.48 4.35
Cistina 0.64 0.80 1.31
Valina 3.21 319 4.01
Metionina 0.88 0.98 1.29
isoleucina 317 3.08 418
Leucina 4.90 545 6.81
Tirosina 1.17 1.2% 1.54
Fenialanina 1.45 1.54 2.21
Lisina 4.66 524 6.24
Ambdnia 0.61 0.57 067
Histidina 1.01 1.03 167
Arginina 1.47 1.87 1.64

Tabela 6. Percentagem da solubilidade dos CPSLCs em fungéo do pH

2 99.35+5.80 99.90+1.52 71.80

4 98.9130.97 94.3243.17 71.60+1.531
5 93.16+3.51 095.84+1.76 67.2410.75
7 99.38+2.92 095.52+2.32 70.73£3.99
8 96.54+2.57 $9.40+0.88 72.914£2.27
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Figura 2. Perfil de solubilidade dos CP3LCs em
fungio do pH

Tabela 7 Cor dos CPSL0s obtida em colorimetre COLORQUEST # através das

medidas del aeb

RN SRR - REE EEL LIS - R
Iy 5337 a | 208b 6574
CPSLCZ 5253 a -2.08a 0.51h
CPSLC3 5122 a -1.88 a d16¢
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade



Luminosidade {L)
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52y

51,51

Valordeaeb
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CPSLOCT

Figura 3. Medida do valor de L das solugles dos
CPRLCs obtida em colorimetro COLORQUEST 4
{Hunter Lab}

85 L

254

Figura 4. Medida dos valores a e b de solugbes

dos CPSLCs feita em colorimelro
COLORGQUEST Hl (Hunter Lab)
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30 Spectral Plot (Reflectance)
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Figura 5. Espectro de Reflectancia do CPSLCY obtido no colorimetro COLORQUEST |

3D Bpectrat Plot {Reflectarce}

i
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Figura 8. Espectro de Reflectancia do CPSLCZ obtido ne colorimetro COLORQUEST |
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30 Spectral Plot {(Reflectancs)

BaN Mo 23ET
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Figura 7. Espectro de Reflectancia do CPSLCS obtido no colorimetro COLORQUEST #

4 DISCUSSAC

Como mencionado por MORR {1989} durante o processo de ultrafiltragdo ocorrem
mudancas na composigio guimica dos retentados, devido s concentraggo €
fracinnamento do soro pela membrana porosa, A tabela 1 traz dados de rendimentos

o fator de concentracio obtidos nos diferentes processamentos.

Os resuliados da tabela 2 apontam que COm O aumento do fator de conceniragao,
houve aumento do teor de proteina do refentado. Diferengas entre valores tedricos e
préticos podem advir de imperfeicdes na membrana (McDONCUGH et al. 1974). Os
dados obtidos para o teor protéico do soro concordam com os de COSSEDDU e
PISANU (1879). A lactose encontra-se na fase aquosa do leite (soro) e os valores

obtidos nesie trabalhio (tabela 3) estéo na faixa mencionada pela FILADF (1981).

39



A ulilizac8o dos processos de ulrafiltracBo/diafitracio diminui a concentraco de
lactose € minerais ao masmo tempo em que aumenta substancialmente os teores de
gordura & proteina,

A determinac&o das caracteristicas fisico-guimicas do leite de cabra tem sido objeto de
estudo de vérios pesquisadores brasileiros e estrangeiros entre eies MENDES &t al,
{1988), RAMQS e JUAREZ (1981}, JENESS (1980) ¢ GRAPPIN (1986), e os
resultados encontrados neste estudo e expostos na tabela 3, estéo dentro da faixa
reportada pela literatura, o mesmo acontecendo com a composicie quimica dos
CPSLCs (tabela 4), considerando-se os valores relatados para concentrados protéicos
de soro de leite de vacas (HIDALGO e GAMPER ,1977; KUAN & FOEGEDING, 1991,
BEUSCHEL et al., 1982; TANG et al., 1993 e TAYLOR et al., 1994), Esta composi¢do
ihes confere um bom valor caldrico e pela tabela 5 podemos observar que apresentam
um bom balanco de aminoacidos essenciais, segundo os requerimentos da FAO
(1985) para criancas, como CPSLC3 exibindo methor balanco.

Qs valores obtidas para o contetdo de grupos SH totais e reativos estac dentro da
faixa mencionada pela literatura ( LIAC e MANGINO,1987; LEE et al., 1892) muito
embora haja diferenga entre a metodologia usada na medida do parametro nos

diferentes trabalhos.

0O perfil de solubilidade dos CPSLCs ( tabela 6 e figura 2) mostra que o
comportamento dos CPSLCs 1 e 2 foi similar apresentando altos niveis de solubilidade
em toda a faixa de pH estudada. O CPSLC 3 demonstrou minima sclubilidade a pH &
(67.24%) e maxima a pH 8 (72.91%). A menor solubilidade apresentada pelo CPSLC 3
em relacdo aos outros dois concentrados, pode ser explicada pela maior exposicao do
produtoc a temperatura de = 50°C, devido a fterceira diafiltragdo durante o
processamento, o que esté de acordo com WIT e KLAREENBER (1983) que atribuem
a diminuicdo da solubilidade a alteragbes fisico-yuimicas com associagoes

hidrofébicas e desdobramentos parciais das proteinas.

Os dados relacionados na tabela 7 e figuras 3 a 7 resultantes da anélise da cor das
soluches dos CPSLCs mostram que as mesmas n@o apresentaram diferencas
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significativas (P<0.05) com relagdo a medida de L{luminosidade) Entretanto,
demonstraram ser diferentes no que diz respeito aos valores de a, com o CPSLCS
apresentando menor proporgao de verde que os demais. A performance dos
concentrados para a medida de b, referente a proporgao de cor amarela, apresentou a
seguinte ordem CPSLC3<CPSLC2<CPSLC1. No espectro de reflectancia os CPSLCs
1 & 2 tiveram pico méximo a 510nm , portanto dentro do espectro visivel de verde,
enquanto que o CPSLC3 teve a 480nm seu pico méximo de reflectancia, encontrando-
se pois dentro do espectro visual da cor azul. Estes resultados refletem a influéncia do
processamento na cor dos concentrados, com as diferengas encontradas decorrentes
provavelmente, do nivel de desnaturacdo das proteinas (SCHMIDT e McNEIL, 1893).

5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que:
® a variago no fator de concentracfio do processc de ultrafiltragdo leva a
obtencéo de concentrados protéicos do soro de leite de cabra com diferente
composicao quimica e de excelente valor nutritivo.
® 0s concentrados protéicos do soro de leite de cabra apresentaram alta

solubilidade em toda faixa de pH.
® as condicbes de processamento interferem na cor dos CPSLCs
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4 ESTUDO 2 - CONCENTRADOS PROTEICOS DE SORO DE LEITE DE
CABRAS. Il. Efeito da concentragio de proteina no perfil de textura e
na percentagem de umidade espremivel de seus géis

7 INTRODUCAO

G mecanismo de gelatinizacio de proteinas globulares proposto por FERRY (1948) e,
segundo CLARK e LEE-TUFFNELL (1989), pioneiro e envolve dois estagios: proteina
nativa — proteina desnaturada — associacéo, que resulia na formacio de uma rede
advinda de associagbes que ocorrem ao longo da moiécula protéica, em vez de pontos
de atragdo fortemente separades, sendo essencial um balango de forgas atrativas e
repulsivas , para a formacao de géis estaveis.

Os concentrados proteéicos de sore de leite tém despertado bastante interesse junto as
indUstrias de alimentos por seu valor nutricional e por suas propriedades funcionais,
que apresentam uma variedade de aplicagbes em alimentos , e principalmente por sua
habilidade, sob condicdes adequadas, de formar géis induzidos pelo calor { LEE, et al.
1980, KORNHORST e MANGINO, 1985, MULVIHILL e KINSELLA, 1988 KUHN e
FOEGEDING, 1881a, 1981b; TANG, et al,, 1993; TAYLOR et al, 1984; SATO et al
1995).

BEVERIDGE et al. (1984) dividiram em trés as fases do processo de gelatinizacdo dos
concentrados protéicos de soro: 1° fase ~ desenvolvimento de turbidez nos primeiros 3-
10 minufos de aquecimento, resultando na formacfo de agregados esféricos,
provavelmente decorrentes de interagGes hidrofébicas modificadas pelas cargas da
molécula protéica; 2° fase - onde ocorrem mudancas nos grupos sulfidrilas/disulfidicos
& pxidacao de sulfidrilas, fortalecendo 08 agregados e talvez aumentando a aderéncia
entre eles; 3° fase - sUbito aumento da elasticidade que ocorre com o resfriamento
devido a formacao rapida de pontes de hidrogénio, causando acentuado aumento da

rigidez dos agregados,



Geis protéicos s@o compostos por uma rede tridimensional na qual ocorrem
associagbes proteina-proteina ordenadas e formando uma matriz, que efetivamente
retém um grande volume de dgua (KORNHORST e MANGINO (1985), ZIRBEL e
KINSELLA (1988) e MANGINQ (1992). Se a rede & iraca, a viscosidade aumentard
mas o fluxe do fluido sera possivel e o gel ndo se forma. Por outro lado se as
interagbes proteina-proteina s&o muito fortes a rede colapsard e a agua sera expelida
da estrutura. Um balanco entre as forgas atrativas necessarias para manter a rede e
repulsivas para prevenir o colapso € requerido para a formag@o do gel (MANGING,
1992).

A analise da curva forca x tempo obtida nos texturdmetros levam a obtencgéio de sete
parametros dos quais cinco s&o medidos e dois calculados a partir dos parametros
medidos, e sd0 conhecidos como : fraturabifidade, dureza, coesividade, adesividade,
elasticidade, gomosidade e mastigabilidade (BOURNE, 1978). Os géis possuem
importantes propriedades como forga, elasticidade e coesividade e estas devem ser
determinadas no estudo da gelatinizacdo e caracteristicas do gel para otimizar o
processo (ZIRBEL e KINSELLA, 1988).

Fatores importantes para a gelatinizacdo de concentrados protéicos de soro de leite
incluem: concentragéo da proteina, pH, hidrofobicidade da proteina, concentracéo e
tipo de sais, concentragdo de grupos sulffidrilas fivres e a composicdo de componentes

n&o protéicos como a lactose, lipideos e minerais,

Nos concentrados protéicos de soro a B-lactoglobuling é a principat fonte de grupos
sulfidritas e € 10gico que a concentracdo desta proteina deve ser relacionada com a
capacidade gelantinizante desies concentrados (ZIEGLER e FOEGEDING, 1990) e
com a forca do gel (MANGINO, 1992).

LANGLEY e GREEN (1988) estudaram o efeito das forgas de compressdo e impacio
em geéis de proteina fracionada de soro em relagdo a composicio e microsstrutura, e
verificaram gue com 0 decrescimo do contelido de B-1.g, a estrutura dos géis muda de
uma fina rede para uma grossa rede de grandes agregados. Essa fina rede resultando
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de um alto grau de interligagdes entre moléculas, que por sua vez, determina a
elasticidade e forga do gel. Em geral, a rede se rompe pela quebra de fios nos pontos
fracos, pontos estes que foram evidentes entre os agregados protéicos fracos, mas
que ocorrem aleatoriamente nos géis fortes. Por isso, 0s géis fracos apresentaram-se

mais quebradicos.

A menor concentracde de proteina necessaria para a formagéo de um gel pode ser
usada como uma medida da capacidade gelatinizante de uma proteina, fende na
concentracdo de proteina e nas condigbes de aquecimento usadas na obtencido do
gel, os fatores que mais influenciam as caracteristicas de textura do mesmo. SCHMIDT
et al. (1978) verificaram que o aumento da concentracio de proteina leva ao aumento
da forga dos geis e que concentracbes iguais ou maiores que 7,5% s&o requeridas
para obiencdo de géis fortes e indicam a faixa de 2,5 a 5% para a minima
concentracao de proteina que forma gel quando o0 mesmo € submetido a temperatura

de 100°C durante 10 minutos.

A forga e a percentagem de umidade espremivel dos geéis de concentrados protéicos
de soro com 80 e 98.1% de solubilidade ndo foram diferentes (p<0.05) nos pHg 8, 7 e
8 e a dureza do gel aumentou com o aumenio da concentracdo de proteina
(BEUBCHEL et al. 1892).

Este trabaltho objetivou determinar o efeito da concentrac@c de proteina no perfil de

textura e na percentagem de umidade espremivel de géis de concentrados protéicos

de soro de leite de cabras.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Os concentrados protéicos de soro de leite de cabras denominados de CPSLCT,
CPSLC2 e CPSLC3, foram obtidos de soro resultante da fabricacdo de queijo Minas
Frescal, como descrito anteriormente na figura 1 do Estudo 1.

2.2 Gelatinizagdo

A obtencdo dos geéis dos concentrados de soro de leite de cabras seguiu a
metodologia descrita por MULVIHILL e KINSELLA (1988}, onde disperstes protéicas
(2, 3, 6 e 8% de proteina) em tampao fosfato 0,1M com NaCl 0,6M { pH 7), foram
centrifugadas em centrifuga SORVAL a 2000 rpm durante 15 minutos a 2°C, para
ramogao do ar incorporado durante a solubilizagéo do concentrado, & o sobrenadante
resultante da centrifugacao foi colocado em tubos vazados medindo 6 x 1,8 om,
fechados em uma das extremidades com rotha de borracha e na outra com filme
Magipack, submetidos a tratamento térmico de 80°C por 30 minutos em banho-Maria,
refriados bruscamente com gelo e mantidos a 6°C por 17 horas em refrigerador
domeéstico. Os geéis assim obtidos foram entéo retirados dos tubos, cortados (1,8 x 1.5
cm), e o Perfil de Texiura analisado em texturdbmetro TA-XT2, a temperatura ambiente.

2.3 Umidade Espremivel dos géis

Baseada no método de JAUREGUI et al. (1991) onde 1,5 -2,0 g dos géis obtidos no
ftem 2.2 foram colocados em papel de filtro Watmann n°2, previamente tarado, na
forma de cartucho, e este por sua vez colocado em tubo de centrifuga (50ml) e
centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos a 2°C. Apds a centrifugagio o gel foi removido
e a diferenca entre o peso inicial e final do papel de fillro foi determinada, entdo o valor
foi dividido pelo peso do gel e multiplicado por 100, para calcular o percentual da

umidade espremivel.
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2.4 Andlise Estatistica

Foi realizada através da analise de variancia e teste de Tukey usando o programa
SAS {Statistical Analysis System).

30



3 RESULTADOS

Tabela 1. Composicdo guimica média dos concentrades protéicos de soro de leite de

cabras. Analise feita em triplicata

“Umidade 360£0.16 | 3.64:0.16 | 3452014
Proteina 55.870.07 61.84+0.46 72.010.30
Lactose 26.73:0.12 19.2740.56 14.2310.99
Gordura 14.14+0.22 9.4540.14 i0.38+0.24
Nitrogénic ndo protéico. (3.92+0.03 1.31£0.01 0.50:0.01
SHrora (WM/g) 10.4840.25 15.96+0.18 15.02+0.27
SHreaTvo(LM/g) 8.53+0.27 14.3120.17 12.71+0.19
Cinzas 3.38+0.02 209003 2.30+0.03
Ca” 0.1430.02 0.0710.002 0.380.02
Teor caldrico{Keal) 543.35+1.20 634.80+5.73 553.56:+1.34
Solubifidade(pH7) 949 38+2 .92 g5 8242.32 T4.7313.08

Tabela 2. Efeito dg concentracéo de proteina no perfil de textura de géis dos CPSL s

Yebrot Dureza Elasticidade Cossividade ! Mastigabilid. | Gomosidade Adesivid,
3 75.5h 0.587b 0.592b 26.25b 44 05¢c 0a
8 100.7b 0.777a 8772a 80,693 7i.76b Ga

8 173.3a 0.805a 0.801a 111.83a 138.91a -1.812b
57.7¢ 0.558b (.504b 16.13¢ 28 46¢ 0z
106.7b 0.763a 0.760a 61.95b 81.18b (a

164.8a 0.801a 107.73a 134 252 -3.03b

0.814a

48,13

.
& 123.7b 0.802a 75.90h 09.100 Ga
8 212.2a 0.81%a 145 442 173.874 -1.481a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem enire si pelo Teste de Tukey ap nivel de 5% de
probabilidade. Dureza=m | t?, elasticidade= |, coesividade (imensuravel), mastigabilidade=m *
2, gomosidade= m | t2, adesividade= m P t%, onde m=massa, I=distancia e t=tempo.
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Tabela 3. Estudo comparativo do efeito da concentracéo de proteina no perfil de

textura de géis dos CPSLCs

Dureza { m ] ) 3 95 505 57 73a 64.80a
Dureza { mt%) [ 99.86a 106.73a 123.66a
Dureza (m i) 8 173.33b 164.90b 212.17a
Elasticidade {f) 3 0.59ab 0.55b 0.65a
Elastiicidade {}) ) 0.77a 0.76a 0.76a
Elasticidade () 8 0.80b 0.80b 0.83a
Coesividade (imensuravel) 3 0.59a 0.50z2 0.682
Coesividade (imensuravel) & 0.77b 0.78b 0.80a
Coesividade (imensuravel) 8 0.80b 0.81a 0.81a
Mastigabilidade (m I't°) 3 26.24ab 16.10b 30.43a
Mastigabilidade {m Ft%} 8 60.692 61.94a 75.90a
Mastigabilidade (m %) 8 111.83b 107.72b 145.43a
Gomosidade (m | ) 3 44.04a 28.13a 46.13a
Gomosidade ( m | ) & 77.75a 81 14a 99 10a
Gomosidade { m | ™) 8 138.81h 134.25b 173.68a
Adesividade (m ) 3 Oa Oa 0a
Adesividade (m I°t*) 6 Oa Oa Oa
Adesividade (m Ft9) 8 -1.91a -3.03a -1.48a

No sentido horizontal médias seguidas de mesma lefra néo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. (m=massa, i=distancia, t=tempo)
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Tabela 4. Efeito da concentra¢o de proteina na percentagem de umidade espremivel

de géis dos concentrados protéicos de soro de leite de cabras

2 85.98a 85.51a 89.04a
3 83.80b 81.80ab 87.63a
& 78.01¢c 74.617be 78.18b
8 70.10d 68.31¢c 70.33¢

Medias seguidas de mesma letra nio diferem

entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade

Tabela 5. Estudo comparativo do efeito da concentragdo de proteina na percentagem

de umidade espremivel de géis dos CPSLCs

1 8598a [8381ta |7801a |70.10a
2 8551a [8160a |7481a |68B31a
3 86.04a [B87.683a |7816a | 7033a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre s

pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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B CPSLCH
| CPSLC2
CPSLC3

D3% D&% D8% M3% M6% M8% G3% G6% G8%

Figura 1. Estudo comparativo do efeito da concentracdo de proteina nas
caracteristicas dureza (m | t°), mastigabilidade (m I t°) e gomosidade (m | %)

dos géis dos CPSLCs
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Figura 2. Estudo comparativo do efeito da concenirago de prat@ina nas

caracteristicas elasticidade (), coesividade (imensuravel) e adesividade

(m Pt?) dos géis dos CPSLCs
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Bl CrsiLCt
CPSLC2

% UE CPSLC3

2% 3% 6% 8%

Figura 3. Estudo comparativo do efeito da concentragdo de proteina na percentagem

de umidade espremivel dos géis dos CPSLCs
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CONCENTRADO
PROTEICO DO SORO DE
LEITE DE CABRAS

CPSLC 3 - cPSLC 3 .
- 2% RO
GEL - 3% DE PROTEINA GEL -2% DEP

Figura 4. Géis do CPSLC3 nas concentracdes de 3 e 2 % de proteina

CONCENTRADO
PROTEICO DO SORO DE
LEITE DE CABRAS

CcPSLC 3 cPSLC 3
GEL - 8% DE PROTEINA GEL - 6% DE PROTEWNA

Figura 5. Géis do CPSLC3 nas concentragbes de 8 e 6% de proteina
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4 DISCUSSAO

A Tabela 1 fraz a composicdo quimica média dos CPSLCs usados no estudo em
discussao.

Perfil de textura:

Verifica-se pela Tabela 2 gque o aumento da concentracio de profeina leva ao aumento
da dureza do gel nos concentrados analisados, embora o estudo comparativo entre
eles (Tabela 3, Figuras 1 e 2), dentro de uma mesma concentracdc, ndo tenha
apresentado diferenca significativa (P<0.05) com relagdo a dureza dos géis, excecéo
para a concentracdo de 8% onde o CPSLC3 apresentou maior dureza que o 1 e 2.

A caracteristica elasticidade também foi influenciada pelo aumento da concentracéio da
proteina, sendo observado que os CPSLC1 e 2 apresentaram comportamento
semelhante . Para o CPSLC3 ¢ aumento da concentragdo de proteina aumentou a
elasticidade dos géis formados, apresentando vaiores superiores que os demais a
8%.

A coesividade dos géis com 3% de proteina foi inferior a das conceniragdes de 6 e 8%
para 0s frés concentrados. A comparagdo entre eles mostrou que a 3% ndo houve
diferenca significativa (P<0.05). A 6% o CPSLC3 apresentou maior cossividade e a 8%
o CPSLC1 diferiu dos outros dois apresentando uma coesividade menor.

As caracteristicas mastigabilidade ¢ gomosidade, que s&o calculadas a partir das
medidas de dureza, elasticidade e coesividade, foram nitidamente influenciadas pelo
aumento da concentracdo de proteina. Comparativamente, o CPSLCS apresentou
teores mais elevados para estas caracteristicas, entretanto na concentracdo de 6% de
proteina ndo houve diferenga significativa entre eles (P<0.05),

Os géis dos CPSLCH1, 2 e 3 ndo apresentaram adesividade nas concentragbes de 3 e

8%. Com 8% esta caracteristica foi medida em todos os CPSLCs ndo havendo
entretanto, diferenca significativa entre eles (P<0.05).
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Umidade Espremivel (%):

O aumento da concentragdo de proteina levou & diminuicio dos teores de %UE nos
geis dos CPSLCs, sob as condigbes de teste utilizadas (Tabela 4). O estudo
comparativo (Tabela 5 e Figura 3) n8c mosirou diferenca significativa (P<0.05) entre
os valores de %UE dos géis dos CPSLC1, 2 e 3 nas diferentes concentracdes de
proteina testadas.

O melhor desempenho do CPSLC3 quanto ao perfil de textura pode ter sido decorrente
de um maior grau de desnaturagdo a que foi submetido durante o
processamento { maior tempo de permanéncia na etapa de ultrafitragio ), em virtude
da terceira digfiltragio, com consequente diminuicdo da solubilidade (Tabela 1). Esta
desnaturagéo pode ter levado a uma maior abertura da estrutura protéica guando do
fratamento termico durante a gelatinizag8o, que possibifitou novos rearranjos da
proteina, levando ao seu methor desempenho.

Os géis com 2% de proteina ndo permitiram a leitura no texturdmetro TA-XT2, uma vez
gue & primeira compressao resultou na quebra do gel ndc sendo possivel o
reconhecimento do segundo pico. Com isso, pode-se indicar a concentracio de 3%
como a menor concentragio de proteina que promove a formacédo de gel dos CFSLCs
no pH 7, valor este que encontra-se dentro da faixg indicada por SCHMIDT et al.

(1978).

Visuaimente, observou-se que com menor conceniracdo de profeing, os géis
apresentaram-se mais translacidos, frageis e com forte sinerese, e que com o aumenrto
da conceniragdo de proteina tornaram-se opacos, forles e com a sinerese
praticamente ausente (Figuras 4 e 5). A sinerese pode ser resultante da presenca do
NaCi 0 6M nas disperses.

Os resultados obtidos nesse experimento s8o semelhantes aos reportados por

SCHMIDT et al. { 1978) e ZRBEL e FOEGEDING (1990), que trabaram com
concentrados protéicos de soro de leite de vacas.
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Na Tabela 1 vemos que a menor solubilidade foi apresentada pslo CPSLC3 {70.73%)
no pH 7 quando comparada a dos CPSLC1 (95.4%) e CPSLC2 (855%), que a
mesma ndo teve efeito na percentagem de umidade espremivel de seus géis, ao
contrario do reportado por BEUSCHELL et al. (1992), gquando frabalhou com
concentrados protéicos de soro de leite de vacas com diferentes graus de solubilidade.

5 CONCLUSOES

=& O aumento na concentracéo de proteina leva a mudancas no perfil de texiura de
geéis dos CPSLCs.

= A menor solubilidade do CPSLC3 néo influenciou a %UE de seus géis.

® O maior grau de desnaturacdo do CPSLC3 contribuiu para o seu melhor
desempenho quanto ao perfil de textura de seus g#éis.

W A concentracdo minima de 3% de proteina foi requerida para a formagao de gel.
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5 ESTUDO 3 - CONCENTRADOS PROTEICOS DE SORO DE LEITE DE
CABRAS. lll. Efeito da interacéo concentragdo de proteina /pH no perfil
de textura dos géis

1 INTRODUCAO

A capacidade gelatinizante de concentrados protéicos de soro de leite tém sido alvo de
varias pesquisas (LEE et al.,1980; KORNHORST e MANGINQ, 1885, MULVIHILL e
KINSELLA, 1988, KUHN e FOEGEDING, 1991a, 1991b; TANG st al,, 1993; TAYLOR
et al., 1994; SATO et al., 1995).

As informacbes sobre géis de proleinas de soro tém apresentado disparidades
marcantes devido a variabilidade na composicio das preparacfes e nas medidas
usadas para avaliar as propriedades do gel.

Fatores importantes para a gelatinizacao de géis protéicos de soro de leite incluem:
concentracdo de proteina, pH, hidrofobicidade da proteina, concentracdo e tipo de
sais, concentragio de grupos sulfidrilas livres e a presenga de componentes nio

protéicos como a lactose, lipideos e minerais.

No estudo do comportamento de géis de concentrados protéicos de soro induzidos
pelo calor frante a diferentes valores de pH, SCHMIDT et al. {1878) constataram que o
aumento do pH de 7 para 9 diminui a forga do gel das concentrados protéicos de sore.
DUNKERLEY & ZADOW, 1981, observaram que géis de concentrados protéicos
oriundos de soro proveniente da precipitacio acida da caseina e de queijo “Cheddar”,
submetidos a pré-ratamento a 72°C/15s, apresentaram-se firmes a pH 5 e 8, mas com
menor firmeza a pH 3. Quando o prératamento foi 80°C/15s os concentrados de
queijo “Cheddar” apresentaram-se menos firmes a pH 3 ¢ 5, e com boa firmeza a pH 8.
Os géis obtidos de concentrados de soro resultantes da precipitacso acida da caseina
apresentaram-se firmes a pH 5, havendo reducdo da firmeza a pH 3 ¢ 8. Trabalhando
com geis de concentrados protéicos de soro formados apos aquecimento a pH 6,
SCHMIDT et al. (1984) constataram que estes se apresentaram mais coagulados e
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menos elasticos do que os formados a pH 7 e 9, e que a forga do gel decresce com o
aumento do pH da solugdo de 7 para 10. MANGINO et al. (1987) baseados em
trabalhos de varios pesquisadores e em seus proprios dados, explicaram a forca de
géis de concentrados protéicos de soro com 10% de proteina e pH 8, como sends
decorrente do conteudo de B-Lg e da alta reatividade dos grupos SH neste pH, e que a
baixos valores de pH os géis apresentaram uma aparéncia semelhante a um coégulo,
& que nestas circunstancias a quantidade de proteina agregada e as interagdes
hidrofobicas s&o mais importantes para prever a forca do gel Para ZIRBEL e
KINSELLA (1988) as proteinas do soro formam géis viscoeldsticos quando aquecidas
sob certas condigles, entretanto algumas preparacfes formam codguios em vez de
géis viscoelasticos verdadeiros. MANGINO (1992), verificou que acima de pH 7,5 os
geis s&o transiucidos e viscoelasticos, apresentando-se opacos € menos
viscoelasticos abaixo de 7,5. TANG et al. (1995) observaram que géis brancos s&o
formados na faixa de pH entre 4 - 6, e que abaixo e acima desses valores géis de fios
finos transparentes s&o formados. AGUILERA (1995) menciona que para géis de
proteinas globulares existe transigdo entre opaco —» transparente, e que isolados e
concentrados protéicos de soro formam géis opacos no pH intermedidrio e com alta
forga ibnica, e que a faixa de pH da transicfo pode ser mais ampla que para os géis de

B-L.g pura.

Sabe-se que ligagbes disulfidicas e grupos sulfidrilas desempenham um importante
papel na gelatinizacdo de proteinas induzidas pelc calor. Ligacbes covalentes de
moléculas protéicas podem ser formadas por oxidagdo de grupos SH em ligagdo 8-S
efou por reacgbes de troca S-S induzindo a formagéo de SH. Varios estudos t&m sido
feitos mas nenhum deles indica que a rede formada na gelatinizacéo depende de uma
ou da outra reacdo (SHIMADA e CHEFTEL, 1989). O efeito dos grupos sulfidrilas na
forca dos géis & fortemente dependente do pH. Nos valores abaixo do pH 7 o contetdo
de grupos sulfidrilas exerce pequenc efeito. Nos pHs altos este efeito torna-se
significante (KOHNHORST e MANGINO ,1985; MANGINO et al. ;1987 MANGINO,
1992, TANG et al. 1995).



Este estudo avaliara o efeito da interag@o concentracio de proteina/pH no perfit de
textura & na percentagem de umidade espremivel de géis de concentrados protéicos
de soro de leite de cabras.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Os concentrados protéicos de soro de leite de cabras denominados de CPSLCH,
CPSLC2 e CPSLCS, foram obtidos de soro resultante da fabricacéo de queijo Minas
Frescal, como descrito anteriormente na figura 1 do Estudo 1.

2.2 Gelatinizagdo

A obtencdo dos géis dos concentrados de sorc de leite de cabras seguiu a
metodologia descrita por MULVIHILL e KINSELLA (1988), onde utilizou-se dispersbes
protéicas (3 e 8% de proteina) em tampéo fosfato 0,1M com NaCI0E8M (pH 7 e 8) e
em tampéo citrato-fosfato 0,1M com 0,6M de NaCl pH3, que foram submetidas as

operaches subsesquentes como descritas no item 2.2 do Estudo 2.

2.3 Umidade Espremivel dos géis

Baseada no método de JAUREGUI et al. (1991) onde 1,5 -2,0 g dos géis obtidos no
item 2.2 foram colocados em papel de filtro Watmann n°2, previamente tarado, na
forma de cartucho, centrifugados e apés a retirada do gel a diferenca entre o peso
inicial e final do papel de filtro foi determinada, e o valor da umidade espremivel foi

calcuiado.
2.4 Analise Estatistica

Foi realizada através da analise de variancia e teste de Tukey, usando o programa
SAS (Statistical Analysis System).
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3 RESULTADOS

cabras. Analise feita em triplicata.

Tabela 1. Composicéo quimica média dos concentrados protéicos de soro de leite de

Umidade 3.60+0.16 3.6420.16 3.45+0.14
Proteina 55.87+0.07 651.84+0.46 72.01+0.30
Lactose 28.73+0.12 19.27+0.56 14.23+0.99
Gordura 14.1410.22 9.45+0.14 10.39+0.24
Cinzas 3.3810.02 2.05+0.03 2.30+0.03
Ca™ 0.14:0.02 | 0.07:0.002 | 0.39+0.02
Nifrogénio.nao Protéico 0.92+0.03 1.31:0.01 0.58+0.01
SHrora. (uM/g) 10.4840.25 | 15.96+0.18 | 15.02+0.27
SHreanvo (LMAQ) 8.5310.27 14314017 | 12.7140.19
Teor calbrico{Kcal) 543.35+1.20 | 634.80+5.73 | 553.56+1.34
Solubifidade(pH 7) 99.38+2.92 95.52+2.32 70.73+3.99




Tabela 2. Efeito da concentracio de proteina e pH no perfil de textura de géis dos
CPSLCs

“%Prot pH 1 Dureza Elasticidade | Mastigabilid. | Gomosidade | Adesividade
3 3 NF b NF b NF b NF b NF b
8 3 | 42.23a 0.593a 9.354a 15.71a -12.40a
3 7 | 75.50b 0.597b 26.25b 44.05b b
8 7 | 173.23a 0.805a 111.83a 138.91a -1.91a
3 8 | 72.03b 0.633b 26.54b 40.92b -b
8 8 | 282.10a 198.33a 231.95a -2.64a

0.865a

0.83a

3 | 3| NFb NF b NF b NF b NF b
8 |3 | 87.16a 0713 2812 31693 775 944
31 7 | 57.70b 0.56b 16.13b 28.460 b
&8 | 7 | 164.00a 0.60a 707733 13425a 3,058
3 |8 | 64.93b 0.54b 12170 22 45 B
8| B | 216.70a 148.00a 777 362 2483

3 3 NF b NF b
8 3 | 48.00a G.61a 11.44a 18.72a -11.75a
3 7 | &7.80b 0.66b 30.43b 46.13b ~b

8 7 1 21217a 0.88a 145443 173.67a -1.48a
3 8 | 62.57b 0.61b 18.42b 31.68b -b

& 8 | 213.70a 0.81a 144.3938 177.81a -2.80a

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade. Dureza=m | %, elasticidade=! mastigabilidade= m I t*, gomosidade=

mit? adesividade= m F1? onde m=massa, i=distancia e t=tempo

o7



Tabela 3. Efeito da concentraco de proteina e pH na coesividade dos CPSLCs

‘oH |CPSLC1 |CPSLC2 | CPSLC3
-b - b - ¢

0.5%a 0.50° 0.68a

0.50b

8 0.57a

0.35°

3 0.37b {.36b 0.38b
7 0.80a 0.81a 0.82a
8 0.81a 0.82a 0.83a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade
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Tabela 4. Estudo comparativo do efeito da concentrac@o de proteina e pH no perfil de
textura de géis dos CP8LCs

49.00b

“Dureza 3 | NFa | NFa | NFa | 4223p | 87.17a
Dureza 7 75.50a | 57.70a 67.80a 173.30b | 164.80b | 212.00a
Dureza 8 72.03a | 64.93a 82.67a | 282.00a | 218.7Cb | 213.70b
Elasticidade 3 NF a NF a NF a 0.593a 0.714a 0.610a
Elasticidade 7 0.587a | 0.560a 0.65%9a 0.805b | 0.801b 0.838a
Elasticidade 8 0.633a | 0.540a 0.610a 0.855a | 0.834a | 0.813a
Coesividade 3 NF a NF a NF a 0.372a 0.384a £.3852a
Coesividade 7 0.562a | 0.504a 0.684a 0.801b 0.814a 0.819a
Coesividade 8 0.372a | 0.34%a 0.503a 0.822a 0.818a 0.831a
Mastigabilid. 3 NF 2 NF a NF a ©.35b 22 81a 11.44b
Mastigabifid. 7 26.25a | 16.13a 30.43a 111.83b | 107.73b | 14544z
Mastigabilid. 8 2654a | 12.17a 19.42a 198.33a | 148.00b | 144.38b
Gomosidade 3 NF a NF a NF a 15.71b 31.82a 18.55b
Gomosidade 7 44053 | 28.46a 46.13a 138.91b | 134.25b | 173.66a
Gomosidade 8 40.82a | 2245z 31.6%a | 231.95a | 177.36b | 177.51b
Adesividade 3 Oa Da Qa -12.40a | -19.94b | -11.75a
Adesividade 7 Oa Da Oa -1.91a -3.03a -1.48a
Adesividade 8 Oa Da Da -2.84a -2.48a -2.80a

No sentido horizontai médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de

Tukey ao nivel
coesividade=imensuravel, Mastigabilidade=m P

de

5% de probabiidade (Dureza=m |
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com 3 e 8% de proteina

Tabela 5. Efeito do pH na percentagem de umidade espremivel de géis dos CPSLCs

3 3 | 100.00a | 100.00a | 100.00a
7 87630 | B160b | 87.63b

B 86.45c | 84.02p | 87.24b

8 3 67.37a | 64.86a | 67.51b
7 70.33a | 6831a | 70.33ab

& $0.03a | 66.75a | 71.75a

Como néio houve formacao de gel na concentragao de 3% de
proteina, para os trés concentrados analisados considercu-se
a %UE=100. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

de géis dos CPSLCsnospHs 3, 7 e 8

Tabela 6. Efeito da concentracéo de proteina na percentagem de umidade espremivel

3 3 | 100.00a | 100.00a | 100.00a
8 67370 | 64.86b | 67510
7 3 g763a | 8159 &7 63a
8 70330 | 68.31b 70.33b
8 3 B646a | 8402a 87 242
8 85.05b | 66.75b 71.75b

*Come nao houve formacdo de gel na concentragéo de
3% de proteinag, para os trés concentrados analisados
considerou-se a %UE=100. Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ac nivel de
5% de probabilidade.
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Tabela 7. Estudo comparativo do efeito da concentracao de proteina e pH na
percentagem de umidade espremivel de géis dos CPSLCs

ph 3* pH 7 pH 8
CrsLCH 100.00 a 83.81a 86.46a
CP8LC2 100.00 a 81.59a - B84.02b

CPSLC3 | 100.00a 87.63a 87.24a

CPSLC1 67.37 a 70.10a8 89.05ab
CPSLCZ 64.86 & 68.31a 66.75b
CPSLC3 67.51a 70.33s 71.75%a

*como ndo houve formagcéo de gel na concentragio de
3% de proteina, para os irés concentrados analisados
considerou-se a %UE=100. Madias seguidas de mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade
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Superficie de Resposta do efeito da Concentracéo de Proteina
e pH na Dureza dos Géis do CPSLC1

Superficie de Resposta do efeito da Concentragéo de Proteina
e pH na Dureza dos Géis do CPSLC2

Superficie de Resposta do Efeito da Concentragdo de Proteina
e pH na Dureza dos Géis do CPSLC3
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Figura 1. Estudo‘tofparghva do efeito da concentragdo de proteina e

pH na dureza dos géis dos CPSLCs
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Superficie de Resposta do Efeito da Concentragéo de Proteina
e pH na Mastigabilidade dos Géis do CPSLC2
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Superficie de Resposta do Efeito da Concentracéo de Proteina
e pH na Mastigabilidade dos Géis do CPSLC3
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Figura 2. Estudo con?pai'aﬂ’t/c? do efeito da concentragado de proteina e

pH na mastigabilidade dos géis dos CPSLCs
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Figura 3. Estudo con?”pé"rativo do efeito da concentragdo de proteina

e pH na gomosidade dos géis dos CPSLCs

74



-0.026
0.066
0.159
0.251
0.343
0.435
0.528
0.620
0.712
0.804

BERCCCNNNE

o
o
Q
=
o]

I -0.029
0.060
0.149
0.238
0.326
0.415
0.504
0.593
0.682
0.771
Bl above

i

1
o
(=]
[\l
w

(CNEE

==
B 0.682
-

Y]
o
2
0]

Superficie de Resposta do Efeito da Concentragéo de Proteina
e pH na Elasticidade dos Géis do CPSLC1

apepRISed

Superficie de Resposta do Efeito da Concentragéo de Proteina
e pH na Elasticidade dos Géis do CPSLC2

RIS

Superficie de Resposta do Efeito da Concentragdo de Proteina
e pH na Elasticidade dos Géis do CPSLC3

e pH na elasticidade dos géis dos CPSLCs

75



-0.029
0.060
0.149
0.238
0.326
0.415
0.504
0.593
0.682
0.771

B above

RRRECCNNEN

B -0.029
0.060
0.149
0.238
0.326
0.415
0.504
0.593
0.682
0.771
I above

JONEE

it
=
EEE
B

Superficie de Resposta do Efeito da Concentracéo de Proteina
e pH na Coesividade dos Géis do CPSLC1

Superficie de Resposta do Efeito da Concentragéo de Proteina
e pH na Coesividade dos Géis do CPSLC2

Superficie de Resposta do Efeito da Concentracéo de Proteina
e pH na Coesividade dos Géis do CPSLC3

-% -'_bq‘:' ‘_bq-_'b' <
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76



Adesividade

1 3%pH3 3%pH7  3%pHS8  8%pH 3

Figura 6. Estudo comparativo do efeito da concentragdo de proteina e pH na

adesividade ( mi*™) dos géis dos CPSLCs
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CONCENTRADO
PROTEICO DO SORO DE
LEITE DE CABRAS
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e =
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CPSLC1
; CPSLCAH
8%
“e DE PROTEINA pH3 3% DE PROTEINA pH3

Figura 7. Géis do CPSLC1 com 8 e 3 % de proteina no pH 3

CONCENTRADO
PROTEICO DO SORO DE
LEITE DE CABRAS

CPSLCAH

CPSLC1 :
3% DE PROTEINA pH8 8% DE PROTEINA pH3

Figura 8. Géis do CPSLC1 com 8 e 3% de proteina no pH 8



CPSLC?2
3% DE PROTEINA

CONCENTRADO
PROTEICO DO SORO DE
LEITE DE CABRAS

CPSLC 2
GEL 8% DE PROTEINA pH8

CPSLC 2
GEL 3% DE PROTEINA pH8

Figura 10. Géis do CPSLC2 com 8 e 3% de proteina no pH 8
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CONCENTRADO
PROTEICO Dt SORO DE

LEITE DE CABRAS

CPSLC3 CPSLC3
8% DE PROTEINA pH3 39, DE PROTEINA pH3

Figura 11. Géis do CPSLC3 com 8 e 3% de proteina no pH3

CONCENTRADO
FROTEICO DE SORO DE
LEITE DE CABRAS

CPSLC3 CPSLC3
8% DE PROTEINA pH8 3% DE PROTEINA pHS8

Figura 12. Géis do CPSLC3 com 8 e 3% de proteina no pH 8



4 DISCUSSAO:

Perfil de textura:

Na analise dos resultados do perfil de textura dos geis dos CPSLCs frente a dois
niveis de proteina (3 e 8%) e a trés de pH (3,7 e 8), relacionados nas Tabelas 2 e 3,
verificou-se que os concentrados 1,2 e 3 com 3% de proteina/pH 3 néo formaram gel.
Nos pHs 7 e 8 houve diferenca significativa (P<0.05) no perfil de textura dos géis
analisados nos dois niveis de proteina. No estudo comparativo entre 0s concentrados
{Tabela 4 e Figuras 1 a 6) notamos que a 3% de proteina e dentro de um mesmo valor
de pH o desempenho dos géis foi semelhante nas diferentes caracteristicas

analisadas.

A B% de proteina, diferencas foram medidas e serdo analisadas a seguir. a) a dureza
dos géis do CPSLC1 foimaiorapH 8, o CPSLCZapH 3 e o CPSLC3 apH 7, b) a
elasticidade dos concentrados nac diferiu (P<0.05) nos valores de pH 3 e 8, mas foi
maior para o CPSLC3 no pH 7; ¢) a coesividade também né&o foi diferentes para os
concentrados nos pHs 3 e 8, mas foi maior para o CPSLC1T no pH 7. Estas peguenas
diferencas apresentadas no comportamento dos CPSLCs nas caracteristicas dureza,
elasticidade e coesividade levaram forgosamente a diferencas na mastigabilidade que
foi maior para 0 CPSLL.C1 no pH 8, parao CPSLCZ nopH 3 e para o CPSLLC3 ne pH 7,
0 mesmo acontecendo com a gomosidade; d) como ja foi dito anteriormente 0s geis
dos CPSLCs néo apresentaram adesividade a 3% de proteina nos pHs analisados.
Com 8% de proteina no pH 3 as amostras apresentaram elevada adesividade quando
comparadas aos pH 7 e 8, sendo que foi maior para o CPSLCZ no pH 3.

As Figuras 7 a 12 mostram os géis dos CPSLC1, 2 e 3 nos pHs 3 e 8 e nos niveis de
3 e 8% de proteina, onde podem-se notar as diferengas apresentadas pelos géis frente
&s mudangas nos dois fatores, que apresentaram forte interacéo revelada pela analise

de variéncia (Tabelas1,2 e 3, anexo1l).

A aparéncia dos géis a pH 3 assemelha-se mais a um coagulo que a um gel, e tem
sido explicada para soro de leite de vaca, como decorrente da agregagéo protéica e de
interacOes hidrofébicas (DUNKERLEY & ZADOW, 1981, e MANGINO et al., 1987). A
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dureza dos géis gbtidos a pH 7 e 8 é resultante da participacéo da B-Lactoglobulina e
de seus grupos SH altamente reativos nos valores altos de pH (MANGINO et al., 1887,
TANG et al,, 1995).

A coesividade foi a caracteristica que menos sofreu a influéncia da interacdo da
concentracdo da proteina com o pH (Tabelal, anexot), 6 verificada no CPSLC3,
embora ndo tenha sido evidenciada na analise do estudo comparativo. Observa-se
porém, que o aumento do pH leva ao aumento da coesividade o que esta de acordo
com © reportade por TANG et al. (1985).

Umidade espremivel(%).

A percentagem de umidade espremivel (Tabelas 5 e 6) ndo apresentou diferenga
significativa (P<0.05) quando comparou-se os CPSLCs dentro de um mesmo nivel
protéico, entretanto um aumento da concentracdo de proteina provocou uma maior
retencio de dgua afribuida a possibilidade de uma maior ocorréncia de interaghes

proteina-proteina.

A Tabela 7 e Figura 3 trazem os resultados do estudo comparativo do efeito da
interacdo concentracdo de proteina e pH na percentagem de umidade espremivel dos
géis dos CPSLCs, onde observou-se que a 3% e 8% de proteina e nos pHs 3 e 7 néo
houve diferenca significativa entre os CPSLCs (p<0.05). J&, no pH 8 e nas duas
concentracdes de proteina testadas o CPSLC2 reteve maior quantidade de agua.

5 CONCLUSAQ

o s parametros concentracdo de proteina e pH mostraram forte interagéo no perfil de
textura dos géis dos CPSLCs.

¢ O CPSLC2 apresentou methor desempenho guanto ao perfil de textura em pH 3, 0
CPSLCYt em pH 8 e o CPSLC3 em pH 7, revelando que a composicao € ©
processamento interferem no comportamento funcional dos concentrados.
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8 ESTUDO 4 - CONCENTRADOS PROTEICOS DE SORO DE LEITE DE
CABRAS. V. Efeito do tempo de hidrélise triptica no perfil de textura e
na percentagem de umidade espremivel de seus géis

1 INTRODUCAO

As proteinas do soro nativas tém excelentes propriedades funcionais incluindo
solubilidade, emulsificacdio, ligacBo de agua e gelatinizagdo. A hidrdlise proteolitica
destas proteinas fornece uma mistura de peplideos. O comportamento funicional é
alterado dependendo da exiensé@o da hidrdlise. As enzimas também podem ser usadas
para induzir interligacbes intra e intermoleculares. Os produtos poliméricos podem
exibir interessantes  caracteristicas funcionais e  reoldgicas (KESTERe
RICHARDSON, 1984).

As enzimas protecliticas tém sido muito utilizadas para methorar a funcionalidade de
uma variedade de proteinas em alimentos. A hidrdlise das ligacGes peptidicas podem
resuitar no aumento do numerc de grupos carregados e hidrofilicidade, decréscimo no
peso molecular e alterac@o na configuracdo molecular. Geralmante, com o aumento do
grau de hidrolise um aumento da solubilidade e decréscimo na viscosidade s&o
constatados. Qutros fatores sdo frequentemente observados e incluem alteragdes na
propriedade gelatinizante, aumento da estabilidade térmica, aumento na habilidade de
formacdo de espuma e capacidade emulsificante e decréscimo na estabilidade das
espumas e emulsdes formadas (NAKAI e LI-CHAN, 1889).

JOST e MONTI (1977} verificaram que a hidrélise enzimatica parcial das proteinas do
soro com tripsing, aumenta a solubilidade da proteina em agua e toma as proteinas do
soro insolubilizadas pelo calor completamente solubilizadas pela agio da tripsina,

SCHMIDT e POLL (1991) hidrolisaram as principais proteinas do soro do leite de

vacas, o-La e a B-Lg com diferentes enzimas (serina proteases, cisteina proteases e

metaloproteases) e observaram que a agdo das mesmas enzimas em ambas as

proteinas diferiu e foi demonstrado ser dependente da composigdo do meio (por
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exemplo presenca de calcio), temperatura de incubagdo e grau de desnaturagdo da
proteina. A a-La é rapida e parciaimente hidrolisada pela tripsina, enquanto a f-lg
ndo. A g-Lg diminui com o aumento do tempo de hidrdlise, mas os peptideos
resultantes sdo aparentemente pequenos para permanecerem no gel.

Estudando o efeito da hidrolise com tripsina sobre a propriedade gelatinizante das
proteinas do soro, JU et al. (1995), constataram gque a enzima evita a gelatinizacao
das proteinas na concentracdo de 12% a pH 3 e 7, e provoca pronunciado
enfraguecimento do gel formado a pH 52, e que a propriedade gelatinizante das
proteinas do soro pode ser manipulada pela protedlise limitada. A habilidade de
gelatinizacdo e forga do gel de isolados protéicos de soro podem ser diminuidas ou
aumentadas, dependendc da enzima e do pH de gelatinizag@o. A forca dos géis
formados depende também do grau de hidrélise.

De acordo com SATO et al. (1995 e 1996), solucdes de isolados protéicos de soro
desnaturadas pelo calor podem formar gel depois da digestéo proteolitica com tripsina,
pronase, papaina & protease a 37°C. A gelatinizacdo induzida pela digestéo
proteolitica foi considerada resultante da hidrdlise de agregados soluveis e da
interac3o entre eles. Entretanto, a gelatinizagdo depende do grau de hidrélise destes
agregados. Verificaram também que ocorre agregacéo preferencial da B-L.g durante o
aquecimento de hidrolisados tripticos de isolados proteicos de soro, a 90°C por dez
minutos, & que embora ndo tenha ficado claro nesses estudos, assumiram que as
ligaches disulfidicas e os grupos tiol tém importante papel na agregacao.

GUO et al. {1995) estudando a susceptibilidade da B-Lg a hidrolise com pepsina e
tripsina usando SDS ou UREIA-PAGE, observaram que a B-Lg nativa foi resistente a
hidrélise por causa de sua estrutura globular compacta. Tratamentos termicos das
solucdes de B-Lg a 90° e 100°C por cinco e dez minutos, causaram mudangas na
estrutura ou configuracdo da proteina, que tomaram-na acessivel a pepsina e
aumentaram a extensdo da protedlise com tripsina, que também foi aumentada pela
presenca de 2-mercaptoetanol a 2%.



No estudo do efeito da hidrélise enzimatica sobre a microestrutura de geis formados
de solucbes de isolado protéico de soro com 12% de proteina a pH 7 OTTE et al.
(1996) verificaram que, como esperado, os géis formados das solugbes protéicas ndo
hidrolisadas quando a pH 3 e 7, e particularmente a pH 3,2, apresentaram-se Como
finas estruturas e que os tratamentos enzimaticos (tripsina, neutrase, protease de
Bacilius licheniformes) causaram alteragbes na microestrutura, que foram pequenas a
oH 3, marcantes a pH 5,2 e fortes a pH 7. Sendo portanto, a hidrélise limitada, uma
maneira de mudar microestrutura e propriedades do gel a pH fracamente acido e

neutro, mudancas estas necessarias para a produco de muitos alimentos.

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito da hidrélise triptica sobre o perfil de
textura e percentagem de umidade espremivel de géis de concentrados protéicos de

soro de leite de cabras.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Os concentrados protéicos de soro de leite de cabras denominados de CPSLCH,
CPSLE2 e CPSLC3, foram obtidos de soro resultante da fabricag@o de queijo Minas
Frescal, como descrito anteriormente na figura 1 do Estudo 1.

2.2 Grau de hidrolise {%)

Foi medido com o uso do acido trinitrobenzdico sulfonico (TNBS) segundo a
metodologia descrita po ADLER-NISSEN (1979), onde 1 mbL dos hidrolisados ¢ do
branco foram colocados em 5 mL de SDS 1% pré-aquecidos a 80°C e mantidos nesta
temperatura por dez minutos. Transferidos em seguida para baldo volumetrico de 50
mL e o volume completado com SDS 1%. Desta solugfo foram tomadas aliquotas de
0,2 mL e adicionados 2 mk de TNBS 0.1%, agitados e colocados em BM. a 50°C por
uma hora, Atingido o tempo necessério para a reagdo, 0s tubes foram novamente
agitados e deixados em repouse por % hora em temperatura ambiente, quando entéo
forarn nvertidos e a cor desenvolvida lida a 340 nm em espectrofotdmetro BECKMAN
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DU-70. Todo o ensaio foi realizado cobrindo-se os tubos com papel aluminio para

evitar alteracGes pelo efeito da fuz.
2.3 Gelatinizacdo

Aliguotas dos hidrolisados e das solugbes controle obtidos no ftem 2.6 (iriplicata),
foram colocadas em fubos vazados medindo 6 x 1,5 cm, fechados em uma das
extrernidades com rolha de borracha, € na ouira com filme Magipack, submetidos a
fratamento térmico de 90°C por 30°, sendo em seguida resfriados em gelo e mantidos
a 6°C por 17 horas. Os géis assim obtidos foram retirados dos tubos e cortados (1,8 x
1,5 c¢cm), e o perfil de textura analisado em texturdmetro TA-XT2, & temperatura

ambiente.

2.4 Umidade espremivel dos géis

Nos géis obtidos no item 2.3 determinou-se a percentagem de umidade espremivel,
seguindo a metodologia descrita por JAUREGUI et al. (1991).

2.5 Preparo dos hidrolisados

Solucdes dos CPSLCs contendo 8% de proteina em agua deionizada foram
preparadas como descrito por JU et al. {1995), em pH 7, agitadas por 30 minutos e
mantidas em repouso “overnight” a 5°C. Em seguida as amostras foram pré-aquecidas
em B.M. a 40°C por dez minutos. A tripsina foi adicionada na proporgéo de 1:100
{peso/peso) e as solucdes mantidas a 40°C sob agitacdo durante o tempo de hidrélise
desejado (2 e 4 horas). Um branco foi feito sem adigdo da enzima. A hidrdlise foi
detida pelo ajuste do pH para 10.5 a 65°C por 20 minutos. Em seguida, o pH foi
reajustado para 7. Aliquotas dos hidrolisados e das solugbes contfrole foram tomadas
para andlise do grau de hidrolise e para elaboragdo dos géis. O restante foi liofilizado

para posterior analise eletroforética.

2.6 Eletroforese

Foi conduzida de acordo com o métode de SCHAGGER e VON JAGOW (1987)
baseado na metodologia para SDS-PAGE desenvolvida por LAEMMLI (1970}, para
separag@o de proteinas na faixa de 1 a 100 KDa, usando como carregador de jons a
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Tricina no lugar da Glicina. Utilizou-se um gel de empilhamento a 4% e o de corrida a
16%, com 0,75 mm de espessura. A analise foi feita em um sistema Mini-Protean H da
BIORAD. Para a eletroforese 10 mg da amostra foram misturados a 3 ml da tampéo da
amosira, aquecidos a 90°C por 4 minutos e mantidos em freezer até anédlise. As
condicdes de corrida, revelagdo e lavagem dos géis obedeceu a metodologia classica,
Para cada gel foi incluida uma amostra padréo para baixc peso molecular (SIGMA)
comtendo o-La, B-Lg, anidrase carbdnica, fumarase e BSA com 14.200, 18.400,
26.000, 48500 e 80000 Dalions, respectivamente. Os géis corados foram
fotografados através de um filtro vermelho usando luz transmitida.

2.7 Densitometria

Utilizou-se um video-densitdbmetro modelc 620 da BIORAD. Os picos foram
determinados com o programa 1D Analyst il - BIORAD Laboratories verséo 3.0.

2.8 Andlise Estatistica

Foi realizada através da analise de variancia e teste de Tukey usando o programa
SAS (Statistical Analysis System).
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3 RESULTADOS
Tabela 1. Composicéo média dos concentrados protéicos de soro de leite de cabras

Umidade 3.6040.16 3.64:0.16 3.45+0.14
Proteina (Nt - NNP x8,38) 5587+0.07 | 81844046 | 72.01+0.30
Gordura 14142012 | 9.45:0.14 | 10.39+0.24
Lactose 26.73+0.22 18.27+0.56 14.230.99
Cinzas 3.38:0.03 2.09+0.03 2.30+0.03
Ca™ 0.14+0.02 | 0.07+0.002 | 0.39+0.02
Nitrogénio ndo protéico 0.92+0.01 1.31+0.01 0.58+0.01
SHrora(M/Q) 10.48+0.25 | 15.96:0.18 | 15.024027
SHreatvo(uM/g) 853+0.27 | 14.31:017 | 12.7130.19
Teor calérico (Keal) 543.3511.20 | 634.805.73 | 553.5641.34
Solubilidade(pH 7) 99.3942.82 | 9552:2.33 70.73+4

Médias obtidas de andlise em triplicata a exce¢io do teor caldrico que foi feito

em duplicata

4 horas

CPSLCH 1.59 2.23
CP3LC2 2.25 3.16
CPSLC3 3.53 4.98

Médias obtidas de andlise em triplicata

Tabela 2. Nivel de hidrolise obtido no tratamento dos CPSLCs com tripsina durante 2 e

Tabela 3. Efeito do tempo de hidrolise triptica sobre a %UE de geis dos CPSLC 1e 3

CPSLCH 71.04a

78.57 a

B85.83 a

7692 a

CPSLLC3 68.43 b

78.47 a

67.80 a

810za

Médias seguidas de mesma letra n3o diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 4. Efeito do tempo de hidrélise triptica no perfil de textura de géis dos CPSLCs

158.12 a
2 14279 a 3840 a 120.27 a 36524
10343 a

14165 a 0 b

0 o

0832 a

0.907 a 0 b 0.895a 0.619b
0.888 a 0776 a 0.855 a 0.751a
0.885 & 0 b 0858 a 0 C
0 b 0.808 a 0.550 b
0658 a 0814 a 0.650 a
0 b

0 e

100.89 a 0 b

7417 b

11145 a
1032843 1964 a 8375 ab 1782 a
0 ¢

12845 a 0 b 1
2 116.36 a 2531 a 9785 ab 237317
Q [

113743 G b

8822 b

1 -1.77 a v b -3.71a -1.81 ¢
2 253 a 115 a -3.66 a -0.85b
3 -218a 0 b -2.33a G a

Medias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ac nivel
de 5% de probabilidade. (m=massa, I=distancia e t=tempo)
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Figura 1. Estudo comparativo do efeito da hidrolise triptica (2 horas) sobre as
caracteristicas dureza (m | t7), mastigabilidade (m FF t*) e gomosidade
(m 1 £%) dos géis dos CPSLCs
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Figura 2. Estudo comparativo do efeitc da hidrélise triptica (2 horas) sobre as

caracteristicas elasticidade (1), coesividade (imensurével) e adesividade

(m ¥*t%) dos géis dos CPSLCs
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Figura 3. Estudo comparativo do efeito da hidrdlise triptica (4 horas) sobre as
caracteristicas dureza (m | t2), mastigabilidade (m ¥ t?) e gomosidade

(m 117 dos géis dos CPSLCs
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Figura 4. Estude comparativo do efeitc da hidrdlise triptica (4 horas) sobre as
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Figura 5. Estudo comparativo do efeito da hidrélise triptica (2 e 4 horas) sobre
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Figura 6. SDS-PAGE do CPSLCY ande a = branco 2 horas; b = 2 horas de hidrilise
com tripsina; ¢ = branco 4 horas; d = 4 horas de hidrolise com iripsing
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Figura 7. SDS-PAGE do CPSLC2 onde a = branco 2 horas; b = 2 horas de hidréiise
com tripsing; ¢ = branco 4 horas: d = 4 horas de hidrdlise com tripsina



Mondmera de g
Soroalbumina
Mondmero de g

Dimero

Figura 8. SDS-PAGE do CPSLC3 onde a = branco 2 horas; b = 2 horas de hidrdlise
com tripsina; ¢ = branco 4 horas; d = 4 horas de hidrdlise com tripsing
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Figura 9. Perfil eletroforético dos géis de SDS-PAGE do CPSLC1 onde ~- branco 2

horas e - hidrolisado 2 horas tripsina
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Figura 10. Perfil eletroforético do gel de SDS-PAGE do CPSLC1 onde -— branco 4

horas e - hidrolisado 4 horas fripsina
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Figura 11. Perfil eletroforético do gel de SDS-PAGE do CPSLC2Z onde — branco 2

horas e -~ hidrolisado 2 horas tripsina

0%



P

u-La

Figura 12. Perfil eletroforético do gel de SDS-PAGE do CPSLCZ onde — branco 4

horas e - hidrolisado 4 horas tripsina
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a-L.a

Figura 13. Perfil eletroforético do gel de SDS-PAGE do CPSLC3 onde — branco 2

horas e — hidrolisado 2 horas tripsina
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Figura 14. Perfil densifométrico do gel de SDS-PAGE do CPSLC3 onde — branco 4

horas e - hidrolisado 4 horas tripsing

104



4 DISCUSSAO

Umidade espremive] (%):
A percentagem de umidade espremivel dos géis dos CPSLC1 e 3 néo foi afetada pelo
tempo de hidrélise com tripsina (Tabela 3, Figura 5},

Perfil de textura:

Pela Tabela 4 vemos que com duas horas de hidrélise com tripsina os CPSLC1 & 3
nao formaram geis ao conirario do concentrado dois. Com quatro horas de hidrdlise os
CPSLC1 e 2 formaram géis e o concentrado trés néo. O comportamento do CPSLC3
pode ser devido ao maior grau de desnaturacfo que este ja apresentava antes do
fratamento enzimético. Uma andlise geral desta {abela e das Figuras de 1 a 5 indica

uma methor performance do CPSLC2 quando comparado aos demais.

Eletroforese:

Os perfis eletroforéticos em SDS-PAGE dos CPSLCs e seus hidrolisados com 2 e 4
horas sob efeito da Tripsina estdo contidos nas Figuras 6 a 8. Podemos observar no
CPSLC1 a presenga de 6 bandas bem definidas para os géis contendo o branco
correspondentes aos tempos de 2 e 4 horas (linhas a e ¢) identificadas como a-La, B-
Lg, dimero de a-La ou P-Lg, mondmeros de lg e Sorcalbumina (SA), e de guatro
bandas para os hidrolisados duas das quais difusas (linhas b e d). Para 0 CPSLC2, 7
handas foram separadas para os brancos e c¢inco para os hidrolisados. O CPSLC3
também apresentou 7 bandas para o0s brancos e 3 para os hidrolisados. Entretanto,
pelos densitogramas contidos nas Figuras 9 a 14, podemos analisar com mais
detalhes o efeito da hidrolise com tripsina sobre as solugbes dos concentrados e
yerificamos que para o CPSLC1 o efeito da acéo da tripsina foi semelhante nos dois
tempos utilizados, com o surgimento de grande quantidade de peptideos com peso
molecular abaixe de 10.000 Da. O CPSLC2 pareceu ser mais resistenie a hidrdlise
triptica. O CPSLC3 foi o mais susceptivel a tripsina nos dois tempos analisados. Para
todos eles o tempo de 2 horas ja foi suficiente para uma acdo efeliva da enzima.
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Os resultados obtidos na andlise eletroforética explicam o melhor desempenho do
CPBLC2Z quanto ao perfil de texdura, que pode ser devido ao maior teor de sulfidrilas

totais e reativos apresentados pela amostra (Tabela 1).

5 CONCLUSOES

+ A percentagem de umidade espremivel dos geis dos CPSLCs néo foi afetada pela
acao da enzima.

+ O CPSLC2 apresentou methor desempenho para formacio de gel depois da acio
da tripsina que os CPSLC1 e 3, possivelmente por causa do seu maior conteudo em

grupos sulfidrilas.
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7 CONCLUSOES GERAIS

Os estudos realizados nos permitem concluir que:

1. A variaga@o no fator de concentragao do processo de ultrafilfracio leva a obtencéo
de concentrados protéicos do soro de leite de cabras com diferente composicdo

quimica,

2. Os concentrados protéicos do soro de leite de cabras apresentaram excelente

solubilidade em toda faixa de pH.

3. As condicOes de processamento interferem na cor dos CPSLCs.

4. O aumento na concentracao de proteina leva a mudancas no perfil de textura de
géis dos CPSLCs.

5. A menor solubilidade do CPSLC3 nio influenciou a percentagem de umidade

espremivel de seus geis.

8. O maior grau de desnaturacdo do CPSLC3 contribuiu para o seu melhor
desempenho guanio ao perfil de textura de seus géis.

7. A concentrac@o minima de 3% de proteina foi requerida para a formagéao de gel.

8. Os parametros concentracdo de protéina & pH mostraram forte interagdo no pertil de
textura dos géis dos CPSLCs.

9. { CPSLC2 apresentou melhor desempenho quanto ao perfil de texturaem pH 3, ©

CPSLC1T em pH B8 e o CPSLLC3 em pH7, revelando gque a compoesicdo e ©
processamento interferem no comportamento funcional dos concentrados.
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10. A percentagem de umidade espremivel dos géis ndo foi afetada pela acéo da
nzima.

11. O CPSLCZ apresentou melhor desempenho para formagdo de gel depois da ag3o

da tripsina que os demais, possivelmente por causa do seu maior contetido em
grupos sulfidrilas.
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ANEXO 1



Tabela 1. Andlise de variancia do efeito da interagdo concentracio de proteina e pH
no perfil de textura dos géis do CPSLC1

Proteina

61296.67

0.0001

81206.67 442 21
pH 75526 63 37763.61 27243 6.0001
Proteina™pH 10963.93 79.10 0.0001

2192585

05236

0.5236

Proteina 471.88 0.0001
pH 0.7320 0.3660 329.85 0.0001
Froteina*pH 0..1428 0.0716 64.56 0.00i1

Proteina 0.3425 0.3425 2960 0.0001
pH 1.0377 0.5188 4488 5.0001
Profeina*pH 3.0109 0.95 0.4131

0.0219

Proteina

35572.96

0.0001

35572.26
pH 35273.00 17636.50 179.72 0.0001
Proteina™p 94a06.86 100.95 0.0001

18813.73

45483.09 45483.59 38213 0.0001
pH 51002.67 25546.33 2220.25 0.0001
Proteina“pH 23126.45 11563.22 99.69 0.0001

15,0001

Proteina 14362 143.62 490.01
ph 102.82 £1.41 175.40 0.0001
Proteina*pH 102.82 51.41 175.40 0.0001




Tabela 2. Analise de variancia do efeito da interago concentrac@o de proteina e pH

no perfil de textura dos géis do CPSLC2

Protema'

A4

5980414

463 57 0.0001
pH 29822.20 14811.10 115.39 0.0001
Proteina*pH 3280.34 164017 12.69 £.0001

Froteina

0.7779 0.7779 1180.26 0.0001
PH 0.4281 0.2140 324.77 0.0001
Proteina*pH 0.1011 153.51 {.0001

0.2023

"0.6555

Proteina {.6555 248.60
pH .7884 0.3942 149,49 0.0001
Proteina®pk 0.0187 £.0088 374 0.0547

“Proteina 31310.19 31310.19 632.39 0.0001
ot 15195 61 566,30 153 .49 5,000
Proteina~pH 9730.48 4865, 24 88 57 0.0001

Proteina 47783.19 4278319 860.48 0.0001
pH 23385.57 11682.78 234.97 0.0001
5758.71 115,82 0.0001

Proteina™pH

11517 .43

Proteina 323.97 eI 0.6001
pH 29558 147.78 173.22 0.0001
Proteina*pH 295.58 147.79 17222 0.0001




Tabela 3. Andlise de variancia do efeito da interacdo concentragdo de proteina e pH

no perfil de textura dos géis do CPSLC3

Proteina

50314.12

179126 0.0001
pH 52504.71 2625035 350.06 0.0001
ProteinapH 4892.95 65.24 0.0001

Prﬁteina "

0.4920 0.4820 578.56 0.0001
pH B.7265 0.3622 427.18 0.0001
Proteina®pH 0.1780 0.0680 103.49 0.0001

Proteina

172.57

0.0007

0.3581 0.3581
pH 1.0806 0.5453 262.76 0.0001
0.0515 0.02567 12.42 0.0012

Proteina*pi

Proteina 31604 41 31604 41 1078.70 | 0.0001
oH 55199.23 12500 61 430,08 0.0001
Proteina pH 5978.86 20038 0.0001

11857.73

Proteina 42653.70 42853.7 971.19 0.0001
pH 3B414 41 19207.20 437.33 0.0001
Proteina™pH 7082.4% 161.26 0.0001

14164.89

Proteina 128.53 128.53 ~0.0001
oH 9367 4683 2512 8.0001
Proteina*pH 5367 46.83 2512 0.0001




ERRATA

Pagina 1, 1° paragrafo, finha 3 - onde se I& organolépticas e superiores.. lé-se e

organolépticas superiores...

Pagina 4, 3° paragrafo, linha 5 - onde se 1@ dissulfidicos... i&-se disulfidicos...
Pagina 5, 2° paragrafo, linha 3 - onde se & dissulfidicas. .. i&-se disuifidicas...
Pagina 35, tabela 5, linha 15 - onde se |é fenialanina [é-se fenilalanina.
Pagina 38, tabela 7, linha 3, 2° coluna - onde se & -2.08a lé-se -2.09b,
Pagina 40, linha 29 - onde se & - com i&-8e - como...

Pagina 51, tabela 2, linha 4, 2° coluna - onde se 1& 100.7b 1é-se 99.88b,
Pagina 52, tabela 3, linha 2, 3° coluna - onde se 8 95.50a lé-se 75.50a,
Pagina 58, §° paragrafo, linha 2 - onde se 1& trabaram. .. i¢-se trabalharam...
Pagina 65, item 2.2, linha 5 - onde se 1@ subsesquentes... [@-se subsequentes...
pagina 81, 2° paragrafo, linha 4 - onde se 18 diferentes... 1&-se diferente...

Pagina 87, item 2.2, linha 6 - onde se 1& 0,2 mi e adicionados 2 mi de TNBS 0,1%... lé-se 0,2
mi, adicionados 2 mi de tampéo fosfato 0,2125 pH 8,2 e 2 mi de TNBS 0,1%, agitados ...

Pagina 87, item 2.2, linha 9, onde se 1& foram nvertidos. . é-se foram invertidos. ..

Pagina 88, item 2.5, linha 4, onde se 18 A tripsina...L&-se A tripsina de pancreas bovino { EC
34214},



