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RESUMO

Foram estudadas as interacdes entre as proteinas do leite e a carragena em sistemas
acidificados com glucona-delta-lactona (GDL) contendo ou ndo co-solutos, como agucar
(sacarose) e a mistura salina KCI/NaCl, na formagao/obtencao de géis. Foi possivel avaliar
o efeito das varidveis de composi¢do (concentracdes de caseinato de sédio, concentrado
protéico do soro, carragena, sacarose ou mistura salina KCI/NaCl) e condi¢des de processo
(temperatura de mistura dos componentes, tempo de aquecimento e velocidade de agitacao)
nas propriedades mecanicas e da capacidade de retencdo de dgua dos géis protéicos
acidificados, utilizando a metodologia de planejamento experimental fatorial. Essas
andlises foram complementadas com microscopia eletronica de varredura e calorimetria
diferencial de varredura. Nos géis obtidos com adicdo de sacarose verificou-se que a
concentracdo de carragena foi a varidvel de maior contribui¢do ao aumento da dureza,
deformabilidade e firmeza dos géis. Através dos ensaios de relaxacdo de tensdes, verificou-
se que o mddulo eléstico foi fortemente influenciado pelas interacdes entre a carragena e o
caseinato de sodio, na presenca do acuicar. O gel mais forte foi obtido em altas
concentracdes de biopolimeros, sendo o efeito da sacarose associado a diminuicdo das
interacdes polissacarideo-solvente. Na andlise dos ensaios de ruptura e de relaxacdo de
tensoes constatou-se que os géis com a adi¢ao da mistura salina (KCI/NaCl), comportaram-
se de maneira diferente dos com e sem sacarose. Foram estruturalmente muito mais frageis
e, em certas formulagdes, ndo se formou gel, sendo a forca idnica e a temperatura de
processo, as varidveis que definiram as caracteristicas reoldgicas do sistema com sal. Pode-
se observar o efeito negativo da concentracdo do concentrado protéico do soro (CPS) nas
propriedades mecanicas do gel lacteo. Na avaliacdo da capacidade de retencdo de dgua nos
sistemas contendo sal, o comportamento foi totalmente diferente do da sacarose. A adi¢ao
do agucar promoveu o fortalecimento da rede do gel, com uma malha mais firme e coesa ao
contrério do observado para os géis com adi¢do da mistura salina KCL/NaCl.

Palavras chave: proteinas do leite, carragena, co-soluto, reologia, capacidade de retencdo

de 4gua, temperatura de desnaturagao.
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ABSTRACT

Gel formation due to interactions between milk proteins and carrageenan in systems
acidified by glucono-delta-lactona (GDL) with or without co-solutes like sugar (sucrose)
and KCI/NaCl, were studied. A factorial experimental design was used to determine the
effect of several variables, such as: the composition of the system (concentrations of
sodium caseinate, whey protein concentrate, carrageenan and sucrose or a KCI/NaCl
mixture); the process conditions (temperature of the mixture, heating time and stirring
speed), on the mechanical properties of the acidified gels, as well as their water holding
capacity. Scanning Electronic Microscopy and Differential Scanning Calorimetry were also
used to complement the studies. In the gels containing sucrose, the concentration of
carrageen was the more important variable with respect to the increase in hardness, rigidity
and consistence of the gels. Using the stress relaxation experiments, it was observed that
the elastic modulus was highly affected by the interactions between the carrageenan and
sodium caseinate if sucrose was present. The strongest gel was obtained with the higher
concentrations of the biopolymers, and this can be attributed to a decrease in the
interactions between the polysaccharides and the water. In the presence of salts (KCI/NaCl)
the stress relaxation and rupture experiments showed that the gels obtained were different
from those obtained with the addition of sucrose or without a solute. The gels containing
salts were much weaker and in some cases failed to form a gel. For these gels, the ionic
strength and the temperature were the more important variables affecting the rheological
properties of the gels. On the other hand, a negative effect of the concentration of whey
protein concentrate on the mechanical properties of the lacteous gels could also be
observed, due to strong interactions between the sodium caseinate and carrageenan. In
terms of the water holding capacity, the behaviors of the gels containing salts and sucrose
were again completely different. In the presence of sucrose, the molecular structure of the

gel became stronger and cohesive, the opposite effect being observed in gels containing

salts (KCI/NaCl).

Keywords: milk proteins, carrageenan, co-solute, rheology, water holding capacity,

denaturation temperature.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

Os produtos alimenticios sao compostos de uma variedade de substancias, sendo que a
consisténcia e estabilidade dos produtos estdo diretamente ligadas as forgas de interagao
entre seus componentes. Na industria de alimentos o estudo dessas interagdes ¢ de grande
valia, uma vez que pode contribuir no desenvolvimento de novas formulagdes e melhora de
produtos existentes no mercado.

Atenta a nichos diferenciados no mercado, a industria de alimentos tem se preocupado
em desenvolver e introduzir novos produtos “light”, que visam reduzir o teor caldrico pela
substituicdo de gordura ou agucar por biopolimeros e os “diet” que tem como objetivo
formular produtos para consumidores de dietas especiais (ANVISA, 2007). O sal hiposodico,
que contém na sua formula¢do mais de 60% de cloreto de potéssio e o restante de cloreto de
sodio e iodeto de potassio, ¢ um ingrediente utilizado em produtos alimenticios
pertencentes a esta Ultima categoria. Esse tipo de sal ¢ particularmente util para pessoas
hipertensas e/ou cardiacas (sem complicacdes renais) que necessitam da reducao de sodio
na sua dieta (SACKS et al., 2001).

As proteinas e os polissacarideos sdo biopolimeros naturalmente encontrados em
alimentos, porém também sdo ingredientes comumente adicionados a produtos alimenticios
devido as suas propriedades nutricionais e funcionais. A interacdo entre biopolimeros
exerce influéncia direta sobre as propriedades macroscopicas dos produtos alimenticios tais
como fluidez, estabilidade, textura e “mouthfeel”. Nos tltimos anos, consideravel interesse

tem sido devotado ao estudo de misturas polissacarideo-proteina (GRINBERG &



TOLSTOGUZOV, 1997, CAPRON et al., 1999, LANGENDORFF et al., 2000, ROESCH et al., 2004,
DE LA FUENTE et al., 2004, SPAGNUOLO et al., 2005, BRAGA, 2006, ARLTOFT et al., 2007),
pois estas podem levar a uma grande variedade de texturas que dependem de fatores
intrinsecos e extrinsecos, incluindo tipo e concentragdo dos biopolimeros, massa molecular,
conformagdo, densidade de carga, pH e for¢a i6nica (TOLSTOGUZOV, 1991).

O pH e a for¢ca i6nica do meio modificam a qualidade do solvente e,
conseqiientemente, afetam as interacdes proteina-proteina, proteina-polissacarideo e
biopolimero-solvente (BELYAKOVA et al., 2003, DICKINSON & MERINO, 2002, SCHORSCH et
al., 1999), exercendo influéncia direta sobre a estrutura da rede polimérica. A presenca de
outros co-solutos (DICKINSON, 2003, MLEKO & GUSTAW, 2000), como os aglcares, também
influencia as interagdes biopoliméricas, uma vez que estes também modificam a qualidade
do solvente como a presenca de sais, devido a modificagdo do balango hidrofobico-
hidrofilico na superficie da proteina e, consequentemente, da afinidade destas pelo meio
(BELYAKOVA et al., 2003).

As interagOes entre polissacarideos e as proteinas do leite sdo as mais estudadas na
literatura (LANGENDOREFF et al., 2000, SPAGNUOLO et al., 2005, BRAGA, 2006, ARLTOFT et
al., 2007), devido a importancia destas proteinas na alimentacdo humana e,
conseqiientemente, na economia mundial. Vale destacar a relevancia da induastria de
laticinios para a economia brasileira que ocupou o 4° lugar em faturamento em 2005 e
apresentou um crescimento em torno de 10% nas exportagcdes em 2005-2006 (ABIA, 2007),
além deste ser um dos principais setores que investem no desenvolvimento de novos
produtos, com teor reduzido de gordura.

Os polissacarideos, também denominados de gomas ou hidrocoloides, podem ser

neutros ou carregados eletricamente e sdo normalmente adicionados em alimentos devido a



sua elevada hidrofilicidade, podendo atuar como espessantes ou gelificantes. Interagdes
entre gomas € compostos presentes no produto alimenticio podem modificar a
funcionalidade das gomas e proporcionar caracteristicas reologicas e de textura tinicas (MA
& BARBOSA-CANOVAS, 1993). A maioria dos polissacarideos de interesse comercial mostra
incompatibilidade com as proteinas do leite dependendo das condi¢gdes de pH e/ou forca
10nica, com uma visivel separagdo do soro e, conseqiientemente, perda de qualidade do
produto (THATUDOM & GOFF, 2003). Com o intuito de retardar ou evitar este fenomeno, a
maioria das misturas com polissacarideos utilizados em produtos lacteos tem a adi¢cao de k-
carragena.

Existem duas teorias que explicam as interagcdes entre as proteinas do leite e a k-
carragena. A primeira teoria propde que a K-carragena carregada negativamente interage
eletrostaticamente com uma regido da K-caseina carregada positivamente (SNOEREN et al.,
1975), ou seja, que existe uma ligacdo direta entre proteina e polissacarideo. J4 a segunda
teoria, que € mais recente, sugere que a separagao de fases ¢ evitada devido a formagao de
um gel fraco de k-carragena que mantém a caseina presa na rede polimérica (BOURRIOT et
al., 1999), que neste caso seria duas redes independentes e interpenetrantes.

Uma consideravel quantidade de trabalhos tem focado na funcionalidade da carragena
em sistemas modelo contendo micelas de caseina (ARLTOFT et al., 2007, DALGLEISH &
MORRIS, 1998, FARRELL JR. ef al, 1990, XU ET al. 1992; SYRBE et al. 1998, BOURRIOt et al.
1999, SCHORSCH et al., 1999, MARTIN et al., 2006), porém poucos avaliam os efeitos da k-
carragena em sistemas ndo micelares como o caseinato de sédio (OAKENFULL et al, 1999,

BELYAKOVA et al. 2003, RIBEIRO et al., 2004, VEGA et al., 2005) e as interacdes deste



polissacarideo com as proteinas do soro foram ainda mais raramente estudadas (DE LA
FUENTE et al., 2004).

As interagdes entre os polissacarideos e as proteinas do leite sdo controladas nado
somente pela composi¢ao do sistema (RIBEIRO et al., 2004, DICKINSON, 2003, VERHEUL &
ROEFS, 1998, SCHORSCH et al., 1999, MLEKO et al., 1997, BRAGA, 2006), mas também
pelas condi¢des de processamento, como o tratamento térmico (YAMUL & LUPANO, 2003,
CAPRON et al., 1999, JU & KILARA, 1998, SINGH et al., 1996) ou o cisalhamento (ELEYA et
al., 2006, WALKESTROM et al., 1998a, WALKESTROM et al., 1998Db).

O tratamento térmico, que ¢ aplicado no leite por razdes de seguranca alimentar, exerce
um papel importante nas interacdes biopoliméricas, devido ao impacto no estado
conformacional (grau de desnaturagdo) das proteinas. O uso da calorimetria diferencial de
varredura possibilita a quantificacdo de eventos térmicos ocorridos durante uma rampa de
temperatura, tais como a temperatura de desnaturacao das proteinas do soro e a entalpia
associada a este processo (YAMUL & LUPANO, 2003, SEMENOVA et al., 2002, DICKINSON &
CASANOVA, 1999, Roos, 1995). As caseinas sdo extremamente estaveis a altas
temperaturas, porém as proteinas do soro sdo altamente susceptiveis ao calor. A
desnaturagdo das proteinas do soro tem forte influéncia sobre a microestrutura da rede
protéica e, conseqilientemente, na textura do produto final (TOBITANI et al, 1995, TURGEON
& BEAULIEU, 2001). Por outro lado, a magnitude de cisalhamento aplicado durante o
tratamento térmico pode promover diferentes estruturas de géis, devido a modifica¢des da
estrutura conformacional dos biopolimeros e, conseqiientemente, de suas interagcdes (DE LA
FUENTE et al., 2002).

Além da agregacdo polimérica induzida por calor, a gelificacdo acida também ¢

bastante utilizada na industria de laticinios e a rede formada ¢ causada principalmente pela



formacdo de agregados da proteina no seu ponto isoelétrico, devido principalmente a
interacoes eletrostaticas e hidrofobicas. O leite pode ser acidificado por culturas lacticas ou
pela adi¢do de precursores acidos, como o glucono-6-lactona (GDL), cuja velocidade de
hidrolise do éster a acido gluconico depende da temperatura (RIBEIRO et al., 2004). A
acidificagdo de proteinas do leite com GDL tem sido bastante estudada recentemente, pois
seu uso evita alguns problemas associados com as culturas bacterianas, incluindo atividade
variavel. No entanto, a presenga de outros biopolimeros poderia modificar o processo de
gelificacdo acida, devido ao aumento da exposicdo de grupos hidrofébicos da proteina
(THATUDOM & GOFF, 2003, Vega et al., 2005) em baixos pH e possiveis interagdes
eletrostaticas entre a proteina e o polissacarideo carregado eletricamente.

Os mecanismos de interagdes e o comportamento dos fluidos ou géis formados podem
ser monitorados através de andlises reoldgicas (ROSS-MURPHY, 1998). O comportamento
reologico a baixas deformagdes tem sido amplamente utilizado para obter informagdes
sobre a estrutura e viscoelasticidade do produto formado (BARNES et al., 1989).
Adicionalmente as propriedades reologicas, estudos da capacidade de retengdo de agua da
malha estrutural (RIBEIRO et al., 2004, LUCEY, 2001, SCHKODA, et al, 1999), e
microestrutura também contribuem para o entendimento das interagdes entre o0s
componentes dos alimentos (DICKINSON et al., 2003, YAMUL & LUPANO, 2003, HEMAR et
al., 2002, SCHORSCH et al., 1999). Ja o estudo reoldgico a altas deformagdes ¢ importante
na determina¢do das propriedades mecanicas, as quais estdo associadas com a ruptura do
gel e refletem as caracteristicas de textura do produto.

O entendimento do efeito dos componentes e das condigdes de processo € uma tarefa

bastante complexa quando o numero de variaveis ¢ elevado. A metodologia de superficie de



resposta ou analise multivaridvel ¢ uma ferramenta interessante para avaliar sistemas
complexos, com elevado numero de varidveis independentes, como foi o caso deste
trabalho. Além disso, esta ferramenta estatistica permite entender o efeito combinado das
variaveis independentes sobre a resposta analisada (TAKEUCHI, 2003, RIBEIRO et al., 2004).
Em geral, os trabalhos encontrados na literatura avaliam as interagdes entre componentes
em sistemas-modelo relativamente simples, com duas ou trés variaveis independentes. No
entanto, os resultados observados nestes sistemas podem nao ser os mesmos que 0s
ocorridos em produtos alimenticios, cuja composicao ¢ muito mais complexa, tornando
relevante o estudo de sistemas-modelo multicomponentes mais complexos obtidos em
diferentes condi¢des de processo, de maneira a aprofundar o entendimento das interacdes

entre os componentes dos alimentos.

1.2. Objetivos

1.2.1. Geral

O objetivo geral deste trabalho foi estudar as interagdes ocorridas em sistemas modelo
compostos por diferentes concentracdes de proteinas do leite (caseinato de sodio e
concentrado protéico de soro), K—carragena e co-soluto (sacarose ou mistura de KCI/NaCl),
bem como produzidos em diversas condi¢des de processo (tratamento térmico e velocidade
de agitagdo da mistura) acidificados com GDL (glucona-d-lactona) até o ponto isoelétrico

da caseina, utilizando planejamentos experimentais fatoriais.



1.2.2. Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho consistiram em:

A) Utilizar planejamentos experimentais fatoriais fracionarios, visando avaliar
quais varidveis independentes (temperatura de mistura dos componentes, tempo de
aquecimento, velocidade de agitacdo, concentragdes de caseinato de sédio, concentrado
protéico do soro, carragena e sacarose) exerciam efeito significativo sobre as propriedades
reologicas a baixas e altas deformagdes dos sistemas-modelo lacteos acidificados.

B) Realizar planejamentos fatoriais completos utilizando as variaveis
selecionadas na primeira etapa do trabalho, com o intuito de avaliar os efeitos significativos
das varidveis de composicdo e processo sobre as interagdes entre proteinas e
polissacarideos em sistemas acidificados, permitindo a obtengdo de modelos matematicos
que pudessem predizer as seguintes respostas avaliadas:

- Propriedades reologicas a baixas (relaxagdao de tensdes e moddulo de
elasticidade) e altas (tensao, deformagao e modulo de ruptura) deformacoes.

- Capacidade de retencao de agua.

@) Avaliar a estrutura dos géis formados a partir de microscopia eletronica de
varredura, com o intuito de correlacionar as propriedades estudadas.

D) Realizar ensaios em calorimetria diferencial de varredura para a obtencao das

temperaturas de desnaturagao das proteinas do soro em diferentes condi¢des de solvente.



CAPITULO 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Proteinas do leite

O leite pode ser considerado uma emulsao de globulos de gordura diluidos em agua ou
uma suspensao coloidal de particulas de proteinas altamente hidratadas (WALSTRA, 1990).
As proteinas do leite sao usadas como valiosos ingredientes alimenticios devido ao seu
elevado valor nutricional, além de sua funcionalidade como espessantes de solugoes,
agentes gelificantes, espumantes ou emulsificantes (SGARBIERI, 1998). As proteinas do leite
podem ser classificadas em quatro grupos: caseinas, proteinas do soro, proteinas das
membranas dos globulos de gordura e outras. O leite bovino tem aproximadamente 3,5% de
proteina, sendo 2,9% de caseina e 0,6% de proteinas do soro (SGARBIERI, 1998).

A caseina possui quatro fragdes principais (0-, Oso-, B- € K-caseina), as quais possuem
um grupo fosfato esterificado nos residuos de serina, e encontram-se no leite combinadas
com uma grande quantidade de fosfato de calcio micelar ou coloidal na forma de agregados
de caseina, denominados micelas (LUCEY & SINGH, 1998). As diferentes fracdes de caseina
sdo organizadas dentro das micelas de acordo com seu carater predominante, hidrofobico
ou hidrofilico. As micelas de caseina sdo agregados mais ou menos esféricos com uma
distribui¢do de tamanho que varia entre 50 e 500 nm, com um diametro médio de 200 nm
(ROLLEMA & BRINKHUIS, 1989).

As 0, -caseinas apresentam um segmento hidrofilico, com elevada densidade de carga
e segmentos com carater hidrofobico, bastante ricos em prolina, o que dificulta a formagao
de uma estrutura secundaria em «a-hélice. Esta fragdo apresenta uma forte tendéncia a

realizar interagdes hidrofobicas (endotérmicas), o que sugere que essa proteina desempenha



importante funcdo na formacgdo das micelas de caseina. As oyp-caseinas possuem uma
distribuicdo de carga, hidrofobicidade e padrao de auto-associagdo, similares aos das ;-
caseinas (HORNE, 1998). As o,-caseinas possuem altos teores de fosfato e sdo muito
sensiveis a presenca de fons Ca', que causam a precipitagdo dessas fragdes de proteina.

As caseinas do grupo [B- apresentam o fenomeno de associagdo-dissociagdo, cujo
equilibrio depende da concentracao de proteina, da temperatura e do pH. Possuem elevada
densidade de carga e carater bastante hidrofilico na regido N-terminal, enquanto que o
restante do polipeptidio ¢ fortemente hidrofobico (regido C-terminal), da mesma maneira
que as Os-caseinas. As [P-caseinas contém quantidades intermediarias de fosfato e sédo
moderadamente sensiveis a presenca do calcio (BRIGNON et al., 1977). Ja4 as K-caseinas
reagem com as O - ¢ - caseinas para formar micelas termodinamicamente estaveis na
presenca de fons Ca™. Ao contrario das fragdes o - e B-, as cargas da k-caseina ndo sdo
provenientes do fosfato, o que provavelmente explica a sua ndo reatividade com o célcio. A
fracdo de K-caseina, devido a sua natureza hidrofilica, esta localizada majoritariamente na
periferia da micela, proporcionando uma estabilizacdo estérica e eletrostatica da camada
externa (HOLT & HORNE, 1996).

As forgas necessarias para a manutencdo da estabilidade das micelas sdo: interagdes
hidrofobicas, eletrostaticas, pontes de hidrogénio, ligacdes dissulfeto, além do complexo
coloidal de fosfato de calcio. Em funcdo de seu carater amorfo, a estrutura exata das sub-
unidades e das micelas de caseina ainda ndo ¢ completamente conhecida, apesar de alguns
modelos terem sido sugeridos por diversos autores. Esses modelos recaem basicamente em
trés categorias. A primeira sugere um conceito de “capa-nicleo” em que as sub-unidades de

0s- ¢ P-caseinas formariam nucleos termodinamicamente estaveis, em forma de roseta



coberta por camadas periféricas de k-caseina. O segundo modelo ¢ representado por uma
estrutura aberta, composta de subunidades de tamanho uniforme contendo os- e B-caseina
no centro e K-caseina na periferia (Figura 2.1). Ambos os modelos sugerem a associagao
das subunidades através de ligacdes de célcio ou fosfato de célcio coloidal (SGARBIERI,
1998). O terceiro e mais recente modelo (HORNE, 1998) considera as moléculas individuais
de caseina como blocos de co-polimeros, sendo que a estrutura micelar € obtida a partir de
uma reacdo de polimerizacdo entre estes blocos, cuja ligagdo ¢ feita através de interacdes
hidrofobicas ou por fosfato de célcio (Figura 2.2). Uma particularidade deste modelo ¢ que
considera a K-caseina como um terminal da cadeia polimérica, ou seja, esta fragdo da
caseina estaria localizada na superficie da rede agregada. E interessante observar que esta
posigdo periférica da K-caseina ¢ um pré-requisito para todos os modelos propostos para a

formag¢ao da micela de caseina.

Micela de caseina Interior hidrofébico

__ Camada de cabelos

—

i

Superficie enriquecida em k-
caseina

® Cc:g(PO4) &

Figura 2.1: Forma das submicelas e da micela de caseina (Fonte: GOFF, 1999).

As micelas de caseina sdo altamente estaveis a altas temperaturas e a adi¢ao de sal ou

etanol, mas se dissociam em unidades menores denominadas submicelas ap6s a remog¢ao do
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fosfato de calcio coloidal (CCP). Agentes quelantes, como o EDTA (PEPPER & FARRELL,
1982), dialise contra tampdes sem Ca” (AOKI et al., 1988) ou acidifica¢io sdo usados para

remover ou dissolver o CCP e dissociar as micelas.

Br. K_< _QL o

K
K

K \
a, \'| \
3/ :

g

Figura 2.2: Forma das micelas de caseina de acordo com o modelo de HORNE (1999). As interagdes
hidrofébicas estdo representadas por barras retangulares e as regides hidrofilicas contendo residuos de
fosfoserina estdo unidas pelo fosfato de célcio coloidal (CCP).

Um ingrediente muito utilizado na industria de laticinios, obtido a partir das micelas de
caseina, ¢ o caseinato de soédio, cujas propriedades funcionais incluem capacidade
emulsificante, ligante de dgua e gordura, agente espessante e gelificante. O caseinato de
sodio ¢ produzido a partir da precipitacdo acida da caseina do leite no seu ponto isoelétrico
(pH= 4,6). A proteina lavada ¢ redissolvida através da adi¢do de hidréxido de sodio, de
maneira que a neutralidade do meio seja restaurada. Nestas condi¢des, os caseinatos
formam agregados ou submicelas devido a alta propor¢do de cadeias laterais dos
aminodcidos hidrofobicos que se auto-associam em solugdes aquosas. A estrutura micelar
da caseina nao ¢ restabelecida na formagao do caseinato de sodio (HEMAR et al., 2002),
devido a solubilizac¢do do calcio coloidal durante a acidificagdo que ¢ removido juntamente

com o soro do leite.
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O concentrado e o isolado protéico do soro sdo importantes ingredientes obtidos a
partir das proteinas do soro do leite, amplamente utilizado na industria de alimentos, sendo
a gelificacdo térmica uma de suas mais importantes propriedades funcionais. As proteinas
do soro de leite bovino sdo a a-lactoalbumina, a B-lactoglobulina, a albumina bovina sérica
(BSA) e as imunoglobulinas. Mais de 50% do total das proteinas do soro ¢ constituido pela
B-lactoglobulina, que é composta por 162 aminoacidos, possui massa molecular de 18,4
kDa e seu pl em solugdo ¢ de 5,2 (BOBBIO & BOBBIO, 1989, ROESCH et al., 2004).

A B-lactoglobulina possui duas pontes dissulfeto, um grupo sulfidrila ¢ nenhum
fosfato. Abaixo de pH 3,0 e acima de pH 8,0, a B-lactoglobulina existe como um
mondmero, porém a baixas temperaturas, altos teores de proteina e entre os pH 3,1 e 5,1,
esta proteina se associa para formar um octamero. Em outros valores de pH, incluindo o pH
natural do leite, a B-lactoglobulina tende a ser um dimero. O complexo comportamento de
associa¢do-dissociacdo da P-lactoglobulina tem sido objeto de muitos estudos
(GOTTSCHALK et al., 2003, VERHEUL et al., 1999).

A o-lactoalbumina representa 12% do total das proteinas do soro, as imunoglobulinas,
10% e a albumina bovina sérica, 5%, enquanto que o restante das proteinas sdo proteases-
peptonas e proteinas menores. A o-lactoalbumina também € uma proteina globular como a
B-lactoglobulina, possui pl entre 4,2 ¢ 4,5 ¢ massa molecular de 14,175 kDa (BOTTOMLEY
et al., 1990). A o-lactoalbumina possui 4 pontes dissulfeto e nenhum grupo fosfato. A 3-
lactoglobulina e a a-lactoalbumina sdo formadas por cadeias de aminoacidos dobradas em
uma compacta estrutura tridimensional, mantidas por ligagdes nao covalentes e pelas

pontes dissulfeto citadas anteriormente (YAMUL & LUPANO, 2003).
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As proteinas do soro sdo sensiveis ao aquecimento a temperaturas superiores a 65°C e
durante o tratamento térmico, mudancas estruturais e agregacdes ocorrem simultaneamente,
dependendo de fatores como pH, forca idnica, concentragdo protéica e temperatura de
aquecimento, o que pode levar a formacdo de um gel ou uma dispersao de polimeros

soluveis (JU & KILARA, 1998).

2.2 Polissacarideos em alimentos

As carragenas sdo gomas ou hidrocoldides amplamente utilizados em alimentos
processados, como espessantes € ou estabilizantes. Em especial, as carragenas tém
demonstrado ser de grande importancia tecnoldgica, devido a sua interagcdo com outros
polimeros, como as proteinas, sendo largamente utilizada na industria de laticinios em
produtos como achocolatados, pudins, sorvetes € mousses. No entanto, o0 mecanismo pelo
qual estes polissacarideos reagem com as proteinas do leite ndo estda completamente
esclarecido e ¢ ainda objeto de muitos estudos (ARLTOFT et al., 2007, DE LA FUENTE et al.,
2004, RIBEIRO et al., 2004, SPAGNUOLO et al., 2005, VEGA et al., 2005).

As carragenas sao polissacarideos de origem marinha, lineares, anionicos e sulfatados,
que sdo extraidos de algas vermelhas (classe das Rhodophyceae). Possuem elevado peso
molecular (entre 400-560 kDa) e sdo bastante polidispersas (IMESON, 2000). Elas podem ser
classificadas em diferentes tipos e as trés principais fragdes sdo a 1-, k- € A-carragenas, as
quais mostram grandes diferencas em termos de propriedades gelificantes e reatividade
com proteinas. Os diferentes tipos de carragenas variam no nimero e posi¢ao dos grupos

sulfato no dimero galactose, sendo a A-carragena a mais sulfatada e que ndo gelifica devido

a sua incapacidade de formar hélices ordenadas. A 1- e k-carragena podem formar géis
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termorreversiveis na presenca de sais de célcio e potassio, respectivamente. As solugdes e
géis de carragena sdo estaveis a pH maiores que 4,3 e podem ser solubilizados a quente ou
a frio, dependendo do tipo de carragena (IMESON, 2000). Entre os diferentes tipos de
carragena, a K- ¢ a mais comumente adicionada em produtos lacteos. A K-carragena ¢
composta de unidades de D-galactose-4-sulfato, unidas em o(1—3) e 3,6-anidro-D-

galactose ligadas em B(1—4), que se alternam na cadeia principal (Figura 2.3).

Figura 2.3: Unidade estrutural da k-carragena (Fonte: CHAPLIN, 2007).

Esses polissacarideos passam por uma transicdo conformacional de estrutura,
dependendo da forga idnica e da temperatura (ROSS-MURPHY, 1998). A elevadas
temperaturas (> 50°C) e dependendo da concentra¢do de sais, a K-carragena existe em
solu¢do em uma conformagdo desordenada (“random coil”). No entanto, a temperaturas
suficientemente baixas este polimero passa por uma transi¢cao de estrutura de desordenada a
ordenada (helicoidal). A formagdo das hélices e sua subseqiiente agregacdo sdo essenciais
para a gelificacdo da carragena (NISHINARI & TAKAHESHI, 2003). O esquema proposto por

Nishinari et al. (1990), em que a estrutura do gel de xk-carragena ¢ composta pela
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associacao de duplas hélices e sua estrutura pode ser interpretada em termos do modelo
“ziper” com N ligagdes, ¢ um dos mais aceitos. Esta estrutura do gel de carragena pode ser
observada na Figura 2.4.

A temperatura de gelificacdo da carragena varia de acordo com seu tipo e
concentragdo, presenga de solutos i6nicos e ndo i6nicos bem como de outros polimeros. De
todos os tipos de carragena, a k- fornece os géis mais fortes. A rigidez dos géis de k-
carragena ¢ diretamente dependente da concentragcdo da goma e dos seguintes cations nessa
ordem, K"> Ca"?>> Na". Um gel rigido e elastico é formado com K", a0 passo que com
Ca?o gel é mais quebradico e fragil. Tanto com K ou com Ca a K-carragena possui alto

poder gelificante que ¢ marcado por um efeito sinergistico entre estes dois cations

(THERKELSEN, 1993).
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Figura 2.4: Modelo proposto para a gelificagdo da k-carragena pela associacdo de duplas hélices (Fonte:
NISHINARI et al., 1990).

23 Géis

Hé 50 anos, um gel era definido como um sistema coloidal com caracteristicas solidas,
cuja estrutura seria formada por particulas coloidais com uma fase liquida nas regides
intersticiais. Mais recentemente, um gel passou a ser descrito como um so6lido viscoelastico
(HORNE, 1999), ou seja, ¢ um sistema que dependendo das circunstancias pode-se
comportar como um liquido viscoso ou como um soélido eldstico. Em termos de
constituintes quimicos, os géis contém uma substincia que na forma pura ¢ liquida e,

comparativamente, de baixa massa molecular. A caracteristica elastica dos géis se deve a
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existéncia de um segundo componente presente em quantidades muito menores e de massa
molecular muito maior, como ¢ o caso dos polimeros. Parte deste ultimo componente deve
estar agrupada em uma rede tridimensional, a qual confere o comportamento elastico ao gel
(CLARK, 1991).

Uma outra maneira de classificar os géis seria em termos de elementos estruturais da

rede continua, como sugerido por Flory (1974) e que ¢ apresentada a seguir:

1. Estruturas lamelares perfeitamente ordenadas.
2. Redes poliméricas covalentes completamente ordenadas.
3. Redes poliméricas formadas por agregacdo fisica: predominantemente

desordenadas, mas com regides ordenadas.

4. Géis particulados: estruturas desordenadas.

Sabdes e géis inorganicos de argila ou outros minerais encontram-se na classe 1,
enquanto que na classe 2, estdo os géis poliméricos continuos formados por ligacdes
covalentes que levam a uma estrutura tridimensional ramificada. Como exemplo da classe 2
estdo os géis de poliacrilamida e as borrachas. Os géis fisicos (classe 3) sdo formados por
polimeros entrelagados, como ¢ o caso dos géis de gelatina, cujas moléculas com estruturas
lineares agregam-se fisicamente em determinadas regides da cadeia protéica. Os géis de
polissacarideos, em sua maioria, também podem ser classificados nesta categoria. A
maioria dos géis fisicos sdo termorreversiveis e podem ser divididos em fortes e fracos.
Estes dois tipos de géis possuem caracteristicas de solidos a baixas deformacdes. No
entanto, géis fortes rompem a altas deformagdes, enquanto que os géis fracos (fluidos
estruturados) escoam ao invés de romper (ROSS-MURPHY, 1998). Géis lacteos acidificados
sao formados por agrupamentos de particulas agregadas e, portanto, classificados no tipo 4

(HORNE, 1999). Por outro lado, os géis lacteos induzidos termicamente podem ser

16



classificados nas classes 2 ou 3, dependendo dos tipos de ligagdes formadas (covalentes
e/ou nao-covalentes). O ponto de gel e a classificacdo deste sistema, como gel forte ou

fraco, sao mais facilmente avaliados através da medida de suas propriedades reologicas.

24 Reologia de alimentos

A reologia ¢ o estudo da resposta a uma tensao ou deformagao aplicada em um corpo, e
esta diretamente relacionada a sua microestrutura. A determinagdo das propriedades
reologicas de alimentos ¢ importante para o projeto de tubulagdes e equipamentos, no
controle de qualidade, no desenvolvimento de novos produtos e na correlagdo com a
textura. Os ensaios reoldgicos podem ser realizados com aplicacdo de baixas ou altas
deformacdes, dependendo da finalidade do teste aplicado e das propriedades a serem

obtidas (STEFFE,1996).

24.1 Comportamento reoldgico de géis a baixas deformacoes

A combinagdo de elementos eldsticos e viscosos ¢ a mais utilizada para descrever o
comportamento viscoelastico de materiais complexos como os alimentos. As propriedades
viscoelasticas dos materiais sdo dependentes do tempo e da tensdo ou deformagdo
aplicadas, sendo que a relacdo entre estas duas ultimas varidveis pode ser linear. No
intervalo de viscoelasticidade linear, a magnitude da for¢a ou deformagdo aplicada ¢
pequena, sendo as propriedades reoldgicas somente dependentes do tempo e um reflexo da
estrutura do material em estudo. Os testes transientes como o “creep” (fluéncia) e relaxacao
de tensdes, juntamente com os ensaios oscilatorios sdo os mais comumente utilizados na
determina¢do do comportamento viscoelastico de alimentos. Todos estes ensaios sdo

realizados a deformagdes ou tensdes muito baixas, assegurando o comportamento linear da
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relagdo tensdo-deformacdo, porém no caso das medidas oscilatorias, as propriedades
reologicas podem ser determinadas a varias freqiiéncias. Nestes ensaios, as respostas de
tensao ou deformacgdo bem como a diferencga de fase entre tensao e deformacgao oscilatoérias
sdao obtidas (Figura 2.5a), sendo adequados para monitorar o processo de gelificacao e
definir a estrutura de um gel (LAPASIN & PRICL, 1995). Nos ensaios de “creep”, a
deformacao de um material ¢ medida em fungdo do tempo sob tensdo constante, enquanto
que nos testes de relaxagao ocorre o decréscimo da tensdao com o tempo (Figura 2.5b) em
um material sob deformagdo constante (€y). Verifica-se que o material elastico ideal nao
relaxa, enquanto o material viscoso ideal relaxa instantaneamente. Materiais viscoelasticos
relaxam gradualmente at¢ um valor de tensdo de equilibrio (G.), a qual ¢ funcdo da
estrutura do material testado. Esses testes podem ser conduzidos sob cisalhamento, tensao
uniaxial ou compressao uniaxial (STEFFE, 1996).

Modelos mecanicos compostos por molas e amortecedores sao usualmente utilizados
na representacdo do comportamento viscoelastico de alimentos. As molas e amortecedores
podem ser conectados de varias formas descrevendo o comportamento reoldgico dos
materiais, existindo varias combinacdes possiveis desses elementos. A mola representa o
solido ideal, que obedece a lei de Hooke (Equacao 2.1):

o=Ee (2.1)
onde G ¢ a tensao (Pa), E o mddulo de elasticidade (Pa) e € a deformacao.

Por outro lado, o amortecedor representa o fluido ideal, que obedece a lei de Newton

(equacdo 2.2):
c=ue 2.2)

onde p ¢ a viscosidade (Pa.s) e ¢ taxa de deformacio (s™).
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Figura 2.5: Curvas de a) ensaios oscilatérios e de b) relaxacao de tensdes com diferentes materiais (Steffe,
1996).

Modelos como os de Maxwell e Kelvin-Voigt utilizam essas representagdes mecanicas
e podem ser visualizados na Figura 2.6. No modelo de Maxwell, a mola estd em série com
o amortecedor (Figura 2.6a), enquanto que no de Kelvin-Voigt (Figura 2.6b), os elementos
estdo em paralelo (STEFFE, 1996).

Comumente, o comportamento de relaxacdo de tensdes ¢ descrito por um modelo
generalizado com n elementos de Maxwell em paralelo com uma mola independente, de
maneira a descrever materiais mais complexos. Com uma deformacdo constante, a tensdo
total ¢ a soma das tensdes individuais do sistema. O modelo generalizado de Maxwell pode

ser expresso de acordo com a Equacdo 2.3:
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o=f)=0,+3 S, exp(;—tj 2.3)

onde t representa o tempo de ensaio (s), o subscrito refere-se aos diferentes elementos
mecanicos i do sistema, S; (Pa) representa os i parametros de ajuste do modelo que sdo
dependentes das propriedades viscoeldsticas do material e T; (s) sdo os i tempos de

relaxacao.

Tl
] }

Figura 2.6: Representacdo dos modelos mecanicos de a) Maxwell e b) Kelvin-Voigt.

24.2 Comportamento reoldgico de géis a altas deformacoes

Ensaios que envolvem grandes deformacdes de uma amostra de gel, seja sob
compressao, extensao ou cisalhamento chegam no ponto de ruptura ou passam dele. Esses
resultados fornecem informagdes importantes, pois os alimentos sao sujeitos a altas tensoes,
bem fora do intervalo de viscoelasticidade linear, tanto em condigdes de processamento,

como de consumo.
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Estudos reoldgicos a altas deformagdes ou testes destrutivos proporcionam informagao
sobre a consisténcia do gel durante o consumo e também sobre a resisténcia dos mesmos
quando submetidos a condigdes como agitacdo € bombeamento, que sdo partes do processo
de produgdao de iogurtes batidos. Em compressdao uniaxial, os experimentos podem ser
realizados com lubrificacdo ou sem, mas muitos autores t€ém dado preferéncia a lubrificacao
devido a maior facilidade de operagao nas medidas na ruptura. Os parametros de maior
interesse nestes ensaios sao a tensdo na ruptura, a deformag@o na ruptura e a razdo entre
esses dois ultimos, que ¢ denominada modulo de ruptura. Esses parametros possuem uma
forte dependéncia com a taxa de deformagdo e temperatura, sendo que, em geral, os
materiais se mostram mais rigidos a maiores taxas de deformacdo e mais macios com o
aumento da temperatura. A energia necessaria para a ruptura de um material ¢ uma medida
de sua dureza e pode ser calculada como a area sob a curva tensdo-deformacao (STEFFE,
1996). Além destes parametros, obtidos dentro do intervalo de viscoelasticidade nao-linear,
a partir da curva tensdo-deformagao também ¢ possivel obter o médulo de elasticidade, que
¢ calculado a partir da inclinagdo inicial da curva, quando a deformacgdo aplicada ¢
reversivel. A predicdo do modulo ¢ bem mais clara que no caso das outras propriedades
mecanicas, pois o aumento do numero de reticulagdes deveria levar ao aumento deste
parametro. No entanto, em géis fisicos a situacdo ¢ um pouco mais complexa, porque nao
s6 o aumento das reticulagcdes ¢ o parametro mais relevante, tendo também significativa
importancia a concentragdo do polimero (ROSS-MURPHY, 1998). Os parametros obtidos a
partir das curvas de tensdo-deformacao podem levar a classificacdo arbitraria dos materiais

em 5 categorias representadas na Tabela 2.1:
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Tabela 2.1: Classificagdo das curvas de tensdo-deformagio obtidas por compressao uniaxial.

. . Modulo de Tensdo Deformagao na
Categoria do material  gjagticidade na Ruptura ruptura Exemplo
Macio, Fragil Baixo Baixa Baixa a moderada Iogurtes
Duro, Fragil Alto Alta Baixa (< 2%) Biscoitos
Duro, Forte Alto Alta 5% Queijo Duro
Macio, Consistente Baixo Moderada Muito alta Gomas de mascar
Duro, Consistente Alto Alta Alta Fibras

Fonte: KAVANAGH &ROSS-MURPHY, 1998.

2.5 Sistemas formados por proteinas e polissacarideos

2.5.1 Géis protéicos

A rede formada em géis de proteina ¢ resultante do equilibrio entre as interagdes
proteina-proteina e proteina-solvente, bem como das forgas repulsivas e de atracdo entre
cadeias proximas. Entre as forcas atrativas se encontram fundamentalmente as interagdes
hidrofobicas (maximizadas por temperaturas elevadas), forcas eletrostaticas entre grupos
com cargas contrarias na mesma proteina, pontes de Ca’" e outros ions divalentes, ligagdes
de hidrogénio e pontes dissulfeto. O grau de distribuicdo de todas essas for¢as varia em
funcdo da natureza da proteina, do solvente e de varias etapas do processo de gelificacdo
(CLARK & LEE-TUFFUEL, 1986).

G¢éis de proteina podem ser distinguidos por dois tipos: 1) géis particulados compostos
de precipitados de proteinas mais ou menos esféricos, que formam uma estrutura fractal
irregular, com particulas de tamanho micrométrico, e 2) géis finos compostos de moléculas
de polimeros estendidas, as quais formam enlaces e zonas de juncdo, com particulas de
tamanho nanométrico. A ocorréncia de um ou outro tipo de gel depende de condi¢des
externas, tais como pH e concentragdo de ions. Em condigdes de baixa repulsdao
eletrostatica (alta for¢a id6nica e/ou pH préximo ao pl) e concentragdes de proteina acima de

um valor critico sdo formados géis opacos particulados, porém em condi¢des de repulsiao
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moderadamente forte e sob aquecimento ha o favorecimento da formagao de géis finos. Por
outro lado, em condic¢des de repulsdao muito forte (forga i6nica muito baixa e longe do pl)
nao ha formacao de gel, a ndo ser que haja mudanca de pH e adi¢do de sais no sistema
protéico (LIVNEY et al., 2003), sendo este processo denominado de gelificagdo a frio. Neste
caso, a rede formada tem caracteristicas de géis particulados.

As propriedades reoldgicas dos géis particulados e finos mostram grandes diferencas.
O gel mais fino ¢ mais extensivel que os géis de particulas agregadas, porém a tensao de
ruptura tem uma dependéncia complexa com a concentracdo. Abaixo ou préximo da
concentracdo de gelificacdo critica, o gel de textura fina tem uma tensao de ruptura baixa.
Contudo, acima da concentracdo critica de gelificacdo, os géis de textura fina sdo mais
fortes que os géis particulados, pois as regides de baixa concentragdo de proteina agem
como pontos frageis, resultando em um valor baixo de tensao na ruptura (HEERTJE, 1993).

Em se tratando de proteinas do leite, a formagdo do gel ¢ um passo crucial na
manufatura de queijo e iogurte, bem como de muitos outros produtos lacteos. No caso do
queijo, a caseina € o principal componente formador do gel; porém no caso do iogurte e de
muitos outros produtos lacteos feitos com leite tratado termicamente, tanto a caseina como
as proteinas do soro estao envolvidos na formagdo da rede (VAN VLIET et al., 2004).

Os géis de caseina podem ser formados por acdo enzimatica (coalho na fabricacao de
queijos), por acidificacdo ou ainda pela combina¢do da a¢do enzimdtica com a acidificagio
(LUCEY, 2001). No processo tradicional de acidificacdo do leite se utilizam culturas
lacticas, porém um segundo processo vem obtendo a atencdo da industria de alimentos que
¢ a acidificagdo direta pela adigdo de glucona-d-lactona (GDL). O GDL ¢é um éster que, em

condigoes de alta atividade de agua, se hidrolisa para formar 4cido gluconico. Neste caso, o
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pH final e a velocidade de acidificagdo obtida ¢ fungcdo da quantidade de GDL adicionada
no inicio do processo, porém em qualquer dos processos ocorre a solubilizagao do fosfato
de calcio da caseina do leite com a queda do pH. Um outro ponto importante a se
considerar é a composicdo mineral da caseina, pois a libera¢do gradual de ions Ca™, P,
Na' ou K" durante a acidificagio é parte fundamental na formagdo de géis lacteos acidos
(KELLY & O’KENNEDY, 2001).

A formagado de géis acidos de caseina ¢ obtida devido a coagulagdo desta proteina, a
qual ocorre em diferentes etapas, sendo que a rede protéica formada apresenta um carater
heterogéneo com areas densas de particulas de caseina e outras regides sem caseina (VAN
VLIET et al., 2004). O primeiro passo na formacdo de géis acidos de caseina ¢ a
solubilizacao do fosfato de calcio, que faz as ligagdes covalentes no interior das micelas,
juntamente com os minerais. As particulas individuais ou sub-particulas, particularmente de
B- e k-caseina a baixas temperaturas, sdo solubilizadas devido ao enfraquecimento das
interagdes hidrofébicas. Este processo ocorre em um valor de pH por volta de 5,1. Um
maior abaixamento do pH permite que as ligagdes internas se refacam e a dureza do gel
aumente até um valor méximo, que ocorre por volta do ponto isoelétrico da caseina
(pI=4,6).

O endurecimento do gel apds o inicio de sua formagdo ¢ devido a rearranjos da rede
protéica que ocorrem em varias escalas de observagdo (MELLEMA et al., 2002, Braga,
2006). Quatro tipos de rearranjos t€ém sido identificados, os quais vao desde as sub-
particulas até a sinerese macroscopica (Figura 2.7). Os rearranjos entre as sub-particulas
levam a fusdo das particulas, promovendo o fortalecimento das ligagdes e aumentando a

elasticidade da rede. Quanto mais lento € o processo para alcancgar o pH de equilibrio, mais
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0 sistema se comportara como uma suspensao de particulas agregadas (HORNE, 2003). A
sinerese € um processo importante no processo de gelificagdo, que esta relacionado a
propensdo ao rearranjo da rede no processo final de formagao do gel. Quando a interacao
cadeia-cadeia ¢ mais forte, a separagcdo de fases pode ocorrer, levando a sinerese. No caso
da fabricacao de queijos, ¢ essencial para conferir a umidade caracteristica de cada tipo de
queijo, porém a separacao do soro do leite ¢ o maior defeito que ocorre na fabricagdo do

iogurte.

) 6@ sub partlcula
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Figura 2.7: Quatro niveis de rearranjos que podem ocorrer em géis de caseina. (a) Nivel molecular ou de sub-
particula, levando a fusdo; (b) nivel de particula levando ao rearranjo interparticulas; (c) agrupamento de
particulas e (d) nivel macroscopico levando a sinerese (Fonte: MELLEMA et al., 2002).

Estudos reoldgicos de acidificagdo do leite sugerem que a gelificacdo acida do leite
sem aquecimento ocorre através do processo de agregacdo explicado anteriormente, que
nestas medidas ¢ visualizado em um unico estdgio (DALGLEISH et al., 2004). Porém, com
aquecimento e acidificacdo, a obtencdo dos géis lacteos (processo de coagulacdao) pode
ocorrer em dois estagios; sendo o primeiro atribuido a desnaturagdo das proteinas do soro
do leite, a B-lactoglobulina (B-lg) e a a-lactoalbumina (o-la). A mudanga conformacional

induzida pelo calor resulta na exposicao de partes hidrofobicas e dos grupos tiol reativos da
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B-lg. Estes grupos tiol reativos podem fazer pontes dissulfeto com subseqiiente agregacao
das B-lg, o que se assemelha a um processo de polimerizagao. O processo inicial da
formagdo de géis induzidos por calor pode ser fisico, mas a interacdo final ¢
predominantemente covalente, isto € por ligagdes dissulfeto. No entanto, a reatividade dos
grupos tiol decresce significativamente em baixos valores de pH, favorecendo as interagdes
ndo covalentes em condigdes acidas. A a-la pura ndo se polimeriza com o aquecimento,
devido a auséncia de grupos tiol livres, mas suas quatro pontes dissulfeto sdo
irreversivelmente desnaturadas na presenga da [B-lg e/ou BSA. Neste caso, existe uma
interacao sinérgica entre as diferentes proteinas do soro levando a formagdo de grandes
agregados (LIVNEY et al., 2003).

As proteinas do soro complexadas exibem ainda interagdes com a caseina através das
ligagcdes do grupamento tiol-dissulfeto com a K- € a 0O;-caseina, ocorrendo a coagulagao.
Em suma, o tratamento térmico leva a uma mistura de agregados de proteinas do soro e
caseina recobertos com proteinas do soro (VASBINDER & DE KRUIF, 2003). Como
conseqiiéncia, o aquecimento induz varias interagdes proteina-proteina e, caso a B-lg, esteja
presente em concentragdo suficiente, ¢ possivel a formagao do gel (ROESCH et al., 2004). A
for¢a da rede ¢, em geral, muito maior em géis induzidos termicamente que a obtida em

géis acidos que nao passaram por aquecimento (HORNE, 1999).

2.5.2. Misturas de proteinas-polissacarideos

As misturas proteinas-polissacarideos sao encontradas em varios produtos alimenticios,
porém o estudo aprofundado de suas interacdes tem recebido maior atengdo apenas

recentemente. Estes sistemas sdo complexos, mostrando uma extensa faixa de interagdes e
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comportamentos. A interagdo entre proteinas e polissacarideos ¢ um bom indicativo do
quao forte ¢ a rede formada, sendo que o comportamento do gel em medidas de altas
deformacdes pode descrever a matriz polimérica (HEMAR et al., 2002). O comportamento
das interagdes depende de um grande nimero de parametros associados ao historico do
processamento ¢ da formulagdo dos produtos. Sendo assim, o estudo das propriedades de
sistemas constituidos por proteinas e polissacarideos ¢ de fundamental importancia para a
compreensdo dos eventos relacionados a processos de gelificacdo e no desenvolvimento de
novas aplicagdes para estes produtos (SYRBE et al., 1998).

O uso de polissacarideos como a carragena pode minimizar os efeitos negativos da
sinerese ou separagao de dgua em sistemas lacteos, pois estes hidrocoloides possuem alta
capacidade de ligar a 4gua livre do sistema, sendo que essas ligacdes ocorrem fisicamente
ou por pontes de hidrogénio (HANSEN, 1982). A identificacdo das condigdes nas quais o
polissacarideo pode ser mais efetivo ¢ bastante importante, uma vez que a mistura de
biopolimeros pode mostrar efeitos antagénicos ou sinergisticos, dependendo de um grande
numero de parametros como concentra¢ao dos ingredientes, pH, for¢a i6nica, contetido de
agucares e sais, entre outros (SYRBE et al., 1998).

A incompatibilidade entre proteinas e polissacarideos em solucdo ¢ um fendmeno
natural (GRINBERG & TOLSTOGUZOV, 1997; ZASYPKIN et al., 1997). A incompatibilidade
termodindmica que ocorre entre biopolimeros ndo idénticos, sob certas condi¢cdes de pH
e/ou forga i6nica, leva a separacao de fases, a qual ocorre quando a concentragdo total dos
componentes macromoleculares excede um certo valor critico (ToLSTOGUZOV, 2000). Por
outro lado, em certas condi¢des de pH (ex: proteina abaixo do pl e polissacarideo anidnico)
ocorre um predominio das for¢as de atragdo entre biopolimeros diferentes que ¢ a

denominada coacervagdo. Este fenomeno acontece quando as cargas individuais dos
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polimeros sdao opostas, o que pode ocorrer em misturas de polissacarideos anidnicos, como
a carragena, ¢ proteinas em valores de pH abaixo do ponto isoelétrico (GRINBERG &
ToLsToGUZOV, 1997).

A separacao de fases em biopolimeros devido a incompatibilidade termodindmica,
provavelmente, esta relacionada a diminui¢do da entropia do sistema, resultando no
decréscimo da energia livre da mistura. O entendimento da incompatibilidade
termodindmica tem sido relacionado a teoria de Flory-Huggins ou a deplecao-floculacao,
dependendo das caracteristicas da proteina estudada (TURGEON et al., 2003). No caso da
deplecao-floculagdo, a agregacdo das particulas ¢ causada pela exclusao das moléculas
poliméricas do espaco entre as particulas, resultando em diferengas na concentragao dos
polimeros entre a regido interparticulas e a zona externa que circunda as mesmas. A pressao
osmotica da solugdo polimérica € maior que a pressao osmotica da regido interparticula sem
polimeros, levando a uma forga atrativa entre as particulas. Essa forca atrativa depende do
tamanho, da forma e da concentragdo das moléculas dos polimeros e das particulas (HEMAR
etal.,2001).

Existem duas teorias que explicam as interagdes entre a carragena e as proteinas do
leite e, mais especificamente, com as micelas de caseina. A primeira delas sugere que existe
uma alta reatividade entre a carragena e as proteinas do leite no intervalo de pHs entre 6 ¢ 7
(HEERTJE, 1993). Esta interacdo seria de natureza eletrostatica, entre a carga negativa da
carragena e uma regido carregada positivamente da K-caseina (residuos 97-112), levando a
adsor¢ao do polissacarideo na superficie da proteina (LANGENDORFF et al., 2000). No

entanto, a superficie da micela de caseina esta carregada negativamente e estabilizada

estearicamente pela k-caseina, fazendo com que esta teoria ndo parega muito adequada. Em
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especial, resultados de microestrutura mostraram que misturas de proteinas do leite e
carragena podem se separar em duas fases, devido a incompatibilidade termodinamica do
sistema atribuida ao fendmeno de deplecdo-floculagdo (HEMAR er al., 2001). Esta
separacao microscopica também foi observada com misturas de caseinato de soédio e
carragena (HEMAR et al., 2002), apesar de que neste caso a proteina possui um massa
molecular bem menor que a micela.

Uma segunda teoria mais recente propde que a separacdo macroscopica entre proteinas
do leite e carragena ndo ¢ observada, pois a formag¢dao de um gel fraco de polissacarideo
mantém as micelas de caseina presas na rede (BOURRIOT et al., 1999). Schorsch et al.
(2000) verificaram que a concentragdo critica para a gelificagdo da carragena diminui na
presenca de caseina. No leite, a carragena pode gelificar (gel firme) em concentracdes tao
baixas como 0,15% p/p, que € uma concentracdo até cinco vezes menor que a necessaria
para gelificar em agua, ou seja, juntamente com a capacidade de reticulagao e a rigidez
estrutural das particulas micelares de caseina, o gel de carragena fica mais forte
(THERKELSEN, 1993). Oakenfull et al. (1999) sugerem que a formagdo de géis mistos
envolve um mecanismo de dois passos, que pode ser observado na Figura 2.8. A altas
temperaturas, acima da de transicdo da carragena, as moléculas do polissacarideo estdo
livres em solucdo, na conformacao desordenada (A) ou ligada ao caseinato de sédio (B).
Abaixo da temperatura de transi¢do, as moléculas de carragena livres ou ligadas estdo na
conformacado helicoidal (C) e a gelificagdo ocorre pela interagdo entre estas hélices (D),
como no caso da gelificagdo do polissacarideo puro. Mecanismo similar foi sugerido para

as interagdes entre micelas de caseina e k—carragena (SPAGNUOLO et al., 2005).
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Figura 2.8: Mecanismo de dois estagios para gelificacdo de mistura de caseinato de sddio e carragena. A)
conformac@o desordenada B) ligada ao caseinato de s6dio C) conformagdo helicoidal D) interagdo entre estas
hélices (Fonte: OAKENFULL et al., 1999).

Sistemas formados por k-carragena ¢ 3-lactoglobulina foram estudados por Syrbe et al.
(1998) e Tolstoguzov (2003), que observaram a formagao de um gel com rede fraca, sendo
que a falta de associacdo ¢ atribuida a separacdo de fases. Analise dos mesmos sistemas
através de microscopia de forca atdmica também mostrou que houve separacao de fases e
falta de interagdo entre os biopolimeros (ROESCH et al., 2004). No entanto, a [-
lactoglobulina apds aquecimento ¢ no pH neutro torna-se desnaturada e expde grupos
carregados positivamente, tornando-se mais disponivel para interagdes com a carragena
(DE LA FUENTE et al., 2004).

Geralmente, em produtos lacteos se adicionam solutos como sal e actcar, conferindo
caracteristicas proprias de sabor ao alimento processado. A presenca de co-solutos pode
modificar o processo de gelificagdo, contribuindo, por exemplo, para a estabilidade das
micelas de caseina durante a acidificagdo (SCHKODA et al., 1999). No caso de mistura de
polissacarideos e proteinas hd um aumento da co-solubilidade dos biopolimeros com o

aumento da concentracdo de sacarose (ANTIPOVA & SEMENOVA, 1995), sendo que a altas
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concentragdes de sacarose (30 a 60% p/p) o processo de agregacdo das fragdes micelares de
caseina pode ser reduzido e em concentracdes superiores a 60%, ¢ complemente inibido
(SCHORSCH et al., 1999). Outro ponto a ser considerado sdao as mudancas conformacionais e
térmicas ocorridas com as proteinas do soro na presenca de agucar que podem modificar a
textura dos alimentos.

A adicdo de agucares também pode alterar o mecanismo de gelificacdo das proteinas
globulares pelo aumento da temperatura de gelificagdo (KULMYRZAEV et al., 2000). Este
fato pode ser atribuido ao aumento da temperatura de desnaturagdo das proteinas do soro na
presenca de sacarose. Em analise calorimétrica, os valores de temperatura de desnaturacao
da B-lactoglobulina em presenga de solu¢do 20% p/v de agucar foram de 71,7, 73,4, 73,3,
76,8 ¢ 77 °C para sacarose, lactose, frutose, glicose e galactose, respectivamente. Na
auséncia de agucar, a temperatura de desnaturagdo dessa proteina é proxima de 69,1°C
(BOYE & ALLI, 2000). Além disso, a presenca de acucar diminui a taxa de gelificacdo das
proteinas do soro, o que pode ser atribuido a um aumento da viscosidade da fase continua,
causando um decréscimo da freqiiéncia de encontro entre as moléculas de proteina. Outro
aspecto importante € que os agucares promovem um significativo aumento na rigidez dos
géis de proteina, pois o aquecimento a valores de temperatura acima do ponto de
desnaturagao causa desdobramento irreversivel do polipeptideo (KULMYRZAEV et al.,
2000).

A presenca de sacarose em sistemas formados por caseinato de sodio e K-carragena e
acidificados até o ponto isoelétrico da caseina levou a um deslocamento da
incompatibilidade termodinamica entre os biopolimeros a valores mais altos de

concentragcdo da proteina. Este efeito foi explicado pela reducdo da afinidade da proteina
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pelo solvente desde o inicio da acidificacdo ou pela hidratacdo preferencial da caseina,
levando a formacao de mais ligagdes entre as proteinas. A sacarose também contribuiu para
a estabilizacdo das zonas de juncdo da carragena facilitando a formag¢dao de uma rede de
polissacarideo, a qual ¢ a principal responsavel pela estrutura destes sistemas mistos
(RIBEIRO et al., 2004).

O uso de sal em baixas concentracdes, em leites acidificados, contribuiu para a
estabilidade das micelas de caseina, pois os ions aparentemente ligam-se as cargas
negativas da K-caseina favorecendo a formacao de géis. Porém, a altas concentragdes de
sal, ocorre um colapso em que o grau de solvatagdo ¢ alto e a viscosidade ¢ baixa, sendo
que nessa condi¢do de pH proximo ao pl a capacidade de retencdo de agua ¢ pequena
(SCHKODA et al., 1999). Dessa forma, devido ao aumento da concentrac¢do idnica, a forga
dos géis acidos diminui (ROEFS & VAN VLIET, 1990). A adi¢do de sal também pode
estabilizar as moléculas de proteina do soro, levando ao aumento da temperatura de
desnaturacdo destas (BOYE et al, 1997a, PUPPO & ANON, 1999), porém o efeito do sal na

gelificacdo das proteinas depende do efeito eletrostatico causado na malha protéica.
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CAPITULO 3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

O material utilizado no preparo dos sistemas lacteos foi concentrado protéico do soro
(CPS), caseina, Kk-carragena, glucono-delta-lactona (GDL), sacarose, cloreto de sddio
(NaCl) e cloreto de potassio (KCI). A caseina, a K-carragena e o GDL foram adquiridos da
Sigma-Aldrich Corporation (St. Louis, MO, USA). O concentrado protéico do soro (CPS -
Alacem ™ 392) foi gentilmente cedido pela New Zealand Milk Products (NZMP) — Brasil.
A sacarose, NaCl e KCI, com grau analitico, eram da marca Synth (Sao Paulo - Brasil).

A composi¢do dos biopolimeros em pé utilizados neste trabalho € apresentada na
Tabela 3.1. O teor de umidade foi obtido por andlise gravimétrica (A.0.A.C.1990), o
contetido de lactose por Lanara (1981), a concentragdo de proteinas por Kjehdal (A.O.A.C.

1980) e a determinacdo dos fons por absor¢do atOomica feita no Instituto de Quimica —

Unicamp.

Tabela 3.1: Composi¢do dos biopolimeros utilizados nos sistemas-modelo 14cteos.

Proteina Na* Ca”™* K* Lactose Umidade

(%) (%) (%) (%) (%) (% b.u.)
Caseina 89,66 0,80 0,40 0,40 - 7,22
k-Carragena - 0,10 0,70 2,70 - 8,40
CPS 83,60 0,25 0,36 0,58 6,70 3,90

Nos ensaios de microscopia eletronica foram empregados glutaraldeido (da E.M.S. —

Electron Microscopy Sciences, Washinghton, EUA), cacodilato de sédio (Sigma-Aldrich
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Corporation St. Louis, MO, EUA) e tetr6xido de 6smio, adquirido da Fluka Chemie GmbH

(Buchs, Alemanha).

3.2. Meétodos

3.2.1. Preparo dos sistemas modelo

Os sistemas modelo foram preparados de acordo com as condicdes de processo e
concentracdes definidas pelos planejamentos fatoriais fraciondrios e completos, que estao
descritos nas se¢des 3.2.1.1 e 3.2.1.2. A metodologia para a elaboracdo destes sistemas
lacteos acidificados serd descrita a seguir.

Primeiramente, o caseinato de sddio foi preparado a partir da dissolucdo da caseina em
dgua deionizada utilizando agitacdo magnética. O pH foi controlado para manter-se entre
6,8-7,0, utilizando NaOH 10 M e a temperatura mdxima do sistema foi de 50°C. A
hidratacdo completa da caseina para formacao do caseinato de sddio foi alcancada apds um
periodo de 2 horas. A solu¢do de CPS foi preparada separadamente, a temperatura
ambiente, sob agitacdo manual até sua homogeneizacdo e hidratacdo. Posteriormente, a
solucdo de CPS foi rapidamente misturada a solucdo de caseinato de sédio sob agitacdo
magnética, para a obtenc¢ao da solu¢do mista de proteinas do leite.

Separadamente, a carragena foi dissolvida em dgua deionizada sob agitacao mecanica,
em um tanque encamisado com velocidade de agitacdo controlada (88 rpm = 19 s a
temperatura ambiente, até sua visual dissolu¢do. Posteriormente, a solucdo protéica do

sistema foi misturada na solucdo de carragena utilizando o mesmo tanque encamisado,

porém sob diferentes velocidades de agitacdo e condi¢des de tratamento térmico (sec¢ao
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3.2.1.1). As condi¢des de agitacdo foram variadas para verificar a influéncia do
cisalhamento nas caracteristicas do gel formado, enquanto que o efeito do tratamento
térmico sobre a conformacgao das proteinas do soro foi avaliado em diferentes condi¢des de
processo (tempo e temperatura). Nas formula¢des com co-soluto (sacarose ou mistura
salina KCI/NaCl), este foi adicionado a solucdao protéica juntamente com a K—carragena.
Apoés o tratamento térmico, a mistura de biopolimeros foi equilibrada rapidamente na
temperatura de 35 °C com o auxilio de um banho de gelo, quando, entdo, foi adicionado o
éster glucona-d-lactona (GDL) em pd, em concentra¢des cuja razdo GDL/caseina fosse
igual a 0,135 (BRAGA, 2002, 2006). Apés a adigdo de GDL, a temperatura foi novamente
diminuida a 10 °C com o auxilio de banho de gelo. A razdo GDL/caseina foi definida de
maneira que os sistemas alcancassem pH proximo a 4,6 (pI da caseina), a 10°C em
aproximadamente 48 horas.

Ap6s a adi¢do do GDL, foram retiradas amostras dessa solu¢ao que foram submetidas
a diferentes formas de acondicionamento de acordo com a anélise a ser realizada, as quais

sao descritas nas préximas segdes.

3.2.1.1 Condicoes preliminares usadas no preparo dos géis: planejamentos

experimentais fatoriais fracionarios

Dois planejamentos fatoriais fraciondrios com seis (26'2) e sete (27'3) variaveis
independentes foram realizados com o intuito de avaliar as varidveis que exerciam efeito
significativo sobre as propriedades reoldgicas dos géis. A diferenca entre os dois
planejamentos experimentais foi que em um deles foi adicionado sacarose (2'~) em

diferentes concentra¢des e no outro ndo (2°7), de maneira que fosse possivel verificar a

35



influéncia da adi¢do deste co-soluto nas propriedades dos géis estudados. Além da
concentracdo de sacarose, as outras varidveis independentes foram as concentragdes de
caseinato de sédio, de concentrado protéico do soro e de K-carragena, bem como a
temperatura de mistura dos componentes, o tempo de aquecimento da mistura e a
velocidade de agitagcdo. As concentracdes dos componentes € as condicdes de

2(6-2) e 2(7-3)

processamento utilizadas nos planejamentos fatoriais fraciondrios , encontram-

se na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Valores reais e codificados das varidveis utilizadas nos planejamentos fatoriais fraciondrios.

CAS CPS CAR SAC T t Velly
Nivel (-1) 2,0 0,8 0,3 5 30 5 88/19
Nivel (0) 6,0 1,75 0,65 10 55 17,5 188 /41
Nivel (+1) 10,0 2,7 1,0 15 80 30 288 /62

CAS: Concentracdo de caseinato de s6dio (% p/p)

CPS: Concentracdo de concentrado protéico de soro (% p/p)
CAR: Concentracdo de k-carragena (% p/p)

SAC: Concentracdo de sacarose (% p/p)

T: Temperatura (°C) de mistura dos componentes

t: Tempo de aquecimento da mistura (min) na temperatura T

Vel: Velocidade de agitagdo (rpm)/ ;/ taxa de deformacao (s™h

Em cada planejamento foram feitos quatro pontos centrais, sendo que os extremos de
concentracdo utilizados (+1, -1) para as proteinas e a sacarose foram determinados com
base em valores encontrados em produtos lacteos existentes no mercado. No caso da
carragena, o valor maximo foi determinado em funcdo da legislacdo vigente, a qual permite

a adicao de até 1% deste polissacarideo. As condicdes de tratamento térmico da mistura
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foram estabelecidas de maneira que as proteinas passassem por condi¢cdes muito brandas
(30°C/5min) a relativamente drasticas (80°C/30min), o que permitiria avaliar a importancia
do tratamento térmico sobre as proteinas do soro, nas propriedades dos géis formados. A
velocidade de agitacdo variou entre valores que permitiam mistura branda até relativamente

forte, mas sem formacdo de espuma. Estes valores foram convertidos em taxa de

deformacao (;./), para que ficasse mais clara a intensidade de agitacdo utilizada neste
trabalho (SHEKHAR & JAYANTI, 2003).
O esquema codificado dos planejamentos fatoriais fraciondrios sem co-soluto (2¢%)
e com sacarose (2(7'3)) encontram-se na Tabela 3.3. As respostas avaliadas nos
planejamentos fatoriais foram as propriedades mecanicas na ruptura, bem como o0s
parametros do modelo de Maxwell ajustados aos dados obtidos, a partir de ensaios de
relaxacdo de tensdes. Apds a defini¢do das varidveis independentes que exerceram efeitos
significativos sobre as propriedades reoldgicas dos géis, estas foram utilizadas nos
planejamentos fatoriais completos para um estudo mais aprofundado das propriedades
macro- e microscépicas dos géis lacteos-modelo.
A partir da Tabela 3.3, pode-se observar que foi realizado um total de quarenta
formulacdes, na avaliacdo preliminar das varidveis que influenciavam o comportamento
reoldgico dos géis. Os ensaios foram realizados em ordem aleatéria e os resultados

avaliados de acordo com o item 3.2.2.5 (Tratamento estatistico dos dados experimentais).
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Tabela 3.3: Esquema codificado dos planejamentos fatoriais fraciondrios. A) Sem sacarose (2(6'2)) e B) com

sacarose (2(7'3)).
A B

Ensaio] Cas CPS CAR T t Vel || Ensaio | Cas CPS CAR SAC T t Vel
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 1 -1 1 2 1 -1 -1 -1 1 -1 1
3 -1 1 -1 1 1 -1 3 -1 1 -1 -1 1 1 -1
4 1 1 -1 -1 1 1 4 1 1 -1 -1 -1 1 1
5 -1 -1 1 1 1 1 5 -1 -1 1 -1 1 1 1
6 1 -1 1 -1 1 -1 6 1 -1 1 -1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1 -1 1 7 -1 1 1 -1 -1 -1 1
8 1 1 1 1 -1 -1 8 1 1 1 -1 1 -1 -1
9 -1 -1 -1 -1 1 1 9 -1 -1 -1 1 -1 1 1
10 1 -1 -1 1 1 -1 10 1 -1 -1 1 1 1 -1
11 -1 1 -1 1 -1 1 11 -1 1 -1 1 1 -1 1
12 1 1 -1 -1 -1 -1 12 1 1 -1 1 -1 -1 -1
13 -1 -1 1 1 -1 -1 13 -1 -1 1 1 1 -1 -1
14 1 -1 1 -1 -1 1 14 1 -1 1 1 -1 -1 1
15 -1 1 1 -1 1 -1 15 -1 1 1 1 -1 1 -1
16 1 1 1 1 1 1 16 1 1 1 1 1 1 1
17 0 0 0 0 0 0 17 0 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0 18 0 0 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0 0 19 0 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 0 0 0

3.2.1.2 Condicoes usadas no preparo dos géis: planejamentos experimentais fatoriais

completos

Apo6s a definicdo das varidveis independentes significativas pelos planejamentos
fatoriais fraciondrios (secdo 4.1), dois planejamentos fatoriais completos 2° foram
realizados: um com adicdo de sacarose e outro com uma mistura salina composta por KCl e
NaCl. As varidveis estudadas nos planejamentos completos foram: concentracdes de
caseinato de sddio, de concentrado protéico de soro, de K-carragena, de sacarose ou mistura
salina (KCl e NaCl), bem como a temperatura de tratamento térmico dos componentes. Os
extremos de concentracdo utilizados foram similares aos dos planejamentos fraciondrios,
mantendo-se os valores do ponto central (0), enquanto os demais valores foram calculados

de acordo com a nova defini¢do dos niveis codificados (interpolac¢do), sendo que no caso
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dos co-solutos o valor real do nivel —a (-2,38) foi zero (sem adicdo de sacarose ou da
mistura salina de KCI/NaCl). Com relagdo a variacdo da relagdo KCI/NaCl utilizada, o
valor maximo de KCI foi definido em funcdo do sabor residual que este sal apresenta em
altas concentracdes. Dessa maneira, as concentragdes de sal utilizadas nesse sistema foram
baseadas nas razdes de KCI/NaCl estudadas anteriormente (JAROSZEWSKI et al., 2003). De
maneira a se ter em um Unico valor as concentragdes dos diferentes sais, estas foram
convertidos em forca idnica (M), de acordo com a Equacdo 3.1, que se encontram na

Tabela 3.4. Nessa Tabela encontram-se também os valores reais e codificados das variaveis

independentes dos sistemas.

Fi :%Zw/qz} (3.1)

onde C; é a concentracdo da espécie (M) e Z; a carga da espécie.

Tabela 3.4: Valores reais e codificados da mistura salina utilizados nos planejamentos fatoriais completos e as
concentragcdes dos diferentes sais convertidas em Forca Ionica (FI).

CAS CPS CAR KCl+ KCl NacCl FI T
Nacl (%) (%)
Nivel (-2,47) 1,24 0,62 0 0 0 0 0 30
Nivel (-1) 4,0 1,27 0,37 0,58 0,13 0,45 0,21 44,5
Nivel (0) 6,0 1,75 0,65 1,00 0,33 0,67 0,28 55
Nivel (+0,53) 8,0 2,22 0,79 1,21 0,46 0,75 0,31 65,5
Nivel (+ 1,06) 10,76 2,88 1,00 1,50 0,64 0,86 0,34 80

CAS: Concentracdo de caseinato de sédio (% p/p)

CPS: Concentracao de concentrado protéico de soro (% p/p)
CAR: Concentracdo de k-Carragena (% p/p)

FI: Forca I6nica (M)

T: Temperatura (°C) de mistura dos componentes
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Os valores reais e codificados das varidveis independentes dos sistemas com adi¢ao
de sacarose encontram-se nas Tabela 3.5 e as condi¢des dos ensaios utilizados nos

planejamentos fatoriais completos, na Tabela 3.6.

Tabela 3.5: Valores reais e codificados utilizados nos planejamentos fatoriais completos.

CAS CPS CAR SAC T
Nivel (-2,38) 1,24 0,62 0 0 30
Nivel (-1) 4,0 1,27 0,37 5,79 44,5
Nivel (0) 6.0 1,75 0,65 10,0 55
Nivel (+1) 8,0 2,22 0,79 14,20 65,5
Nivel (+ 2,38) 10,76 2,88 1,00 20,00 80

CAS: Concentracdo de caseinato de soédio (% p/p)

CPS: Concentracao de concentrado protéico de soro (% p/p)
CAR: Concentracio de k-Carragena (% p/p)

SAC: Concentracdo de sacarose (% p/p)

T: Temperatura (°C) de mistura dos componentes

Em cada planejamento foram realizados quatro pontos centrais e dez axiais,
totalizando 46 ensaios cada um, sendo que as propriedades dos géis foram mensuradas em
triplicata. Os ensaios foram feitos em ordem aleatéria e as respostas avaliadas foram:
propriedades mecanicas, parametros do modelo de Maxwell ajustado aos dados de
relaxacdo de tensdes e capacidade de retencdo de dgua. Os resultados foram obtidos de
acordo com as se¢des 3.2.2.1. e 3.2.2.2, respectivamente, tal como os planejamentos

fatoriais fracionarios.
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Tabela 3.6: Esquema codificado dos planejamentos fatoriais completos 2% .

Ensaio CAS CPS CAR SAC/ FI T
1 -1 -1 -1 -1/-1 -1
2 1 -1 -1 -1/-1 -1
3 -1 1 -1 -1/-1 -1
4 1 1 -1 -1/7-1 -1
5 -1 -1 1 -1/-1 -1
6 1 -1 1 -1/7-1 -1
7 -1 1 1 -1/-1 -1
8 1 1 1 -1/-1 -1
9 -1 -1 -1 1/0,53 -1
10 1 -1 -1 1/0,53 -1
11 -1 1 -1 1/0,53 -1
12 1 1 -1 1/0,53 -1
13 -1 -1 1 1/0,53 -1
14 1 -1 1 1/0,53 -1
15 -1 1 1 1/0,53 -1
16 1 1 1 1/0,53 -1
17 -1 -1 -1 -1/-1 1
18 1 -1 -1 -1/-1 1
19 -1 1 -1 -1/-1 1
20 1 1 -1 -1/7-1 1
21 -1 -1 1 -1/7-1 1
22 1 -1 1 -1/7-1 1
23 -1 1 1 -1/7-1 1
24 1 1 1 -1/-1 1
25 -1 -1 -1 1/0,53 1
26 1 -1 -1 1/0,53 1
27 -1 1 -1 1/0,53 1
28 1 1 -1 1/0,53 1
29 -1 -1 1 1/0,53 1
30 1 -1 1 1/0,53 1
31 -1 1 1 1/0,53 1
32 1 1 1 1/0,53 1
33 -2,38 0 0 0/0 0
34 2,38 0 0 0/0 0
35 0 -2,38 0 0/0 0
36 0 2,38 0 0/0 0
37 0 0 -2,38 0/0 0
38 0 0 2,38 0/0 0
39 0 0 0 -2,38/-2,47 0
40 0 0 0 2,38 /1,06 0
41 0 0 0 0/0 -2,38
42 0 0 0 0/0 2,38
43 0 0 0 0/0 0
44 0 0 0 0/0 0
45 0 0 0 0/0 0
46 0 0 0 0/0 0
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3.2.2. Metodologia da avaliacao das propriedades fisicas, quimicas e estruturais dos

sistemas modelo.

3.2.2.1. Propriedades mecanicas obtidas sob compressao uniaxial

Apbs o procedimento de preparo dos sistemas modelo (3.2.1), as amostras foram
colocadas em formas cilindricas (30mm de altura e 30mm de didmetro) e armazenadas por
48 horas em uma estufa BOD (Tecnal, modelo TE - 391) a 10 °C. Posteriormente, os géis
foram desenformados e utilizados nos ensaios de ruptura e de relaxacdo de tensdes, em um
texturometro TA-XT2i Texture Analyser (Stable Microsystems Ltd., Inglaterra) com uma
célula de carga de 25 kg. Estes ensaios foram realizados a temperatura de 10 = 1 °C e a
geometria utilizada foi uma placa de acrilico de 35mm de didmetro que foi lubrificada com
Oleo de silicone de baixa viscosidade, com o intuito de evitar o atrito entre a superficie da
amostra e a geometria.

Nos ensaios de ruptura, os géis foram comprimidos a diferentes velocidades (0,1, 1,
5 ¢ 9 mm/s) até 80% da sua altura inicial, nos ensaios dos planejamentos experimentais
fraciondrios. No caso dos ensaios do planejamento fatorial completo, a mesma deformacgao
final (80%) foi utilizada, mas as medidas foram conduzidas somente a 1 mm/s. Os dados
fornecidos pelo equipamento nos ensaios de ruptura foram for¢ca em fungdo da altura de
material, os quais foram utilizados na determinacdo dos valores de tensdo e deformacao,

respectivamente. Todos os ensaios foram feitos em triplicata.

Na compressdo uniaxial, o material é deformado em uma sé6 direcdo e a taxa de
deformacdo é a mesma em cada elemento de volume. Neste caso, a deformacdo pode ser

definida pela deformac¢ao de Hencky (€y), de acordo com a Equacgao (3.2):
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Ey =

0

H(t)
ln( 7 ]‘ (3.2)

onde €y € a deformacao de Hencky (adimensional), H(t) é a altura da amostra em um tempo
t (mm) e Hy € altura inicial da amostra (mm).
Considerando que o material é incompressivel, a tensdo real ou de Hencky (o) pode

ser escrita de acordo com a Equacao (3.3):

5 _FOH®

AH, (3.3)

onde G € a tensdo real ou de Hencky (Pa), F(t) é a forca medida em um tempo t (N) e Ap € a

area de contato da amostra no inicio do ensaio (mm2 ).

A partir da curva tensdo versus deformacdo (6 x €y) da amostra, foi possivel
determinar propriedades como: o ponto de ruptura (o valor médximo da curva) e a partir
deste, os parametros relacionados a resisténcia do material que sdo a tensdo na ruptura
(Orp) € a deformacdo na ruptura (€p). A tensdo e a deformagdo na ruptura sdo associadas
com os parametros de textura, dureza e deformabilidade, respectivamente. Também foi
avaliada a razdo entre tensdo e deformacgdo na ruptura, denominada de médulo de ruptura, a
qual pode ser um indicativo da tenacidade ou mastigabilidade do produto. O médulo de
elasticidade (modulo de Young) foi obtido a partir do intervalo linear inicial da curva
tensdo-deformacgdo (€< 5%) (STEFFE, 1996), quando a deformagdo aplicada é reversivel e
pode-se considerar que o material estd dentro do intervalo de viscoelasticidade linear. Com

N

relacdo a sua associacdo com parametros de textura, o moddulo de elasticidade €
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normalmente associado a firmeza do material. Os valores do mdédulo de elasticidade, de
tensdo, deformacdo e modulo na ruptura foram respostas dos planejamentos fatoriais
fraciondrios e completos.

Os ensaios de relaxacdo de tensdes foram conduzidos durante 300s, utilizando-se a
velocidade de compressao inicial de Smm/s e deformagado final de aproximadamente 3%.
Ensaios preliminares foram realizados e verificou-se que este valor de deformacao garantia
que os resultados obtidos estavam dentro do intervalo linear. Os dados obtidos de forca em
funcdo do tempo foram ajustados a um modelo de Maxwell de dois elementos com uma
mola acoplada em paralelo. Nessa equacdo utilizou-se a razdo adimensional F(t)/F, em
funcdo do tempo (BERTOLA et al., 1991), onde F(t) € a forca instantanea durante o tempo de
relaxacdo e Fy € a forca inicial antes do seu declinio. O modelo utilizado esta representado

na Equacdo (3.4):

F*@t)y=F(t)/F,=S_+S,exp(-t/7)+S,exp(—t/T,) (3.4)

onde S.., Si, Sy sdo parametros de ajuste dependentes das propriedades viscoeldsticas do
material (adimensional) e T;, T, os tempos de relaxacdo (s). Os moddulos eldsticos de

Maxwell (E;) podem ser expressos de acordo com a Equacao (3.5):

Ei=SE/IE (omi=12.. 00 3.5)

onde A ¢ a drea de compressdo (mm?) e € é a deformacio utilizada durante o ensaio.

Os valores de m; denominados de viscosidade ou mdédulos viscosos de Maxwell

foram estimados da seguinte forma (Equacdo 3.6):
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n =Erz, (3.6)

Os maiores valores de m; e E; foram as respostas avaliadas dos planejamentos
fatoriais fraciondrios e completos. Todos os ensaios foram realizados em triplicata
(totalizando para o planejamento fatorial fracionédrio 360 ensaios sem soluto e 360 com
sacarose, para o planejamento fatorial completo 276 ensaios para a sacarose € mais 276
para a mistura salina KCI/NaCl), sendo que a média dos valores obtidos foi utilizada na

avaliacdo estatistica dos planejamentos fatoriais.

3.2.2.2. Capacidade de retencao de agua (CRA)

Apd6s o preparo dos sistemas-modelo, amostras, de aproximadamente 50g, foram
colocadas em tubos de centrifuga e permaneceram por 48 horas em estufa BOD (Tecnal,
modelo TE - 391 ) a 10°C, antes de serem centrifugadas entre 400 a 10000g-for¢a em 5
passos de 10 minutos cada (400, 1.500, 3.500, 6.200 e 10.000g), totalizando 50 minutos de
ensaio. Nestes ensaios foi utilizada uma centrifuga da marca DuPont modelo Sorvalle
RC26 Plus, rotor SLA (EUA) do Laboratério de Engenharia de Bioprocessos (DEA-FEA-
Unicamp). Depois da centrifugacdo foi quantificado o volume da fase liquida e o da fase
sOlida foi obtido pela diferenca com o volume total inicial (SCHKODA et al., 1999). A
capacidade de retencdo de dgua dos géis foi determinada de acordo com a Equacdo 3.7.
Todos os ensaios foram feitos em duplicata, pois ensaios preliminares realizados em

triplicata mostraram que o desvio entre as medidas era inferior a 5%.

CRA(%) —100 (1 _ M 4gua liberada j (37)

M agua inicial
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3.2.2.3. Microscopia eletronica de varredura

As amostras foram preparadas de acordo com o item 3.2.1 (preparo dos sistemas
modelo) nas condi¢des dos ensaios 39, 40 e 43, ou seja, concentragdes dos pontos axiais
para sacarose e mistura salina e central, respectivamente. Os géis foram confeccionados em
finas 1aminas (géis formados em placa de Petri com aproximadamente 1mm de espessura)
para a andlise de microscopia eletronica de varredura que foi realizada no Laboratério de
Microscopia Eletronica (Instituto de Biologia — Unicamp). Estas amostras foram cortadas
em tiras retangulares (de aproximadamente 5x30mm) e fixadas com glutaraldeido 2,5% em
tampao cacodilato de sédio 0,1M a pH 7,2 durante toda a noite. Apds este periodo, as
amostras foram lavadas no tampao cacodilato de sédio (duas lavagens de vinte minutos) e,
em seguida, com tetréxido de 6smio (2%) em tampao cacodilato de sédio (0,1M) por mais
duas horas e meia. Essa etapa ¢ denominada de pds-fixacao. Novamente, as amostras foram
lavadas (duas lavagens de vinte minutos) em tampao cacodilato de s6dio 0,IM. Entre as
lavagens foi realizada a crio-fratura da amostra utilizando nitrogénio liquido. Em seguida,
as amostras foram desidratadas em solugdo alcodlica, ficando vinte minutos nas seguintes
concentracdes de etanol 30, 50, 70, 90 e 100%, sendo que na de 100% o procedimento foi
repetido duas vezes.

A etapa subseqiiente, denominada de secagem no ponto critico, foi realizada em um
equipamento da marca Balzers, modelo CPD 030 (Bal-Tec-Liechtenstein). Para este
procedimento, as amostras ainda umidas com etanol foram colocadas em uma camara
hermética do equipamento dotada de uma conex@o que permitia a entrada de CO, resfriado
(5-6°C). Nesta condi¢do, o gds estava no estado liquido, permitindo que as amostras

ficassem imersas no mesmo. Como ainda existia um pouco de solvente nas amostras
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(impedindo o alcance do ponto critico do CO,), este residuo teve que ser eliminado, o que
foi feito através de repetidos “enxagues” com CO; para que ocorresse o arraste do etanol. A
camara foi aquecida (quase que totalmente cheia de gis carbonico) e quando atingiu a
temperatura de 30°C, alcangou-se o ponto critico do CO,. A temperatura foi aumentada até
cerca de 40°C quando, entdo, eliminou-se o gds lentamente e a amostra ficou seca. Este
procedimento foi realizado com o intuito de evitar problemas de injdrias na superficie dos
géis.

As amostras secas foram imediatamente aderidas (montadas) no porta-amostras
(“stubs”) e recobertas com ouro, cuja fungdo seria evitar problemas de ‘“‘charging up”
(por¢des da superficie da amostra tornarem-se intensamente brilhantes), que prejudicam a
observacao ao microscépio eletronico de varredura. A cobertura com ouro, de espessura da
ordem de 10-20nm, foi feita em um metalizador modelo SCD 050 da marca Balzers (Bal-
Tec-Liechtenstein) por evaporacdo a vacuo. As amostras foram, entdo, observadas em um
microscépio eletronico de varredura JEOL Technics LTD. modelo JSM — 5800LV (Téquio,

Japao), com voltagem de 15kV.

3.2.2.4. Calorimetria diferencial de varredura

Ensaios de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram utilizados na
determina¢do da temperatura de desnaturagdo das proteinas do soro quando adicionadas de
sacarose ou da mistura salina. Esta andlise foi importante para a avaliacdo do impacto do
tratamento térmico sobre as proteinas do soro na presenga de co-soluto.

As solucdes foram preparadas utilizando somente CPS (concentrado protéico de

soro) e co-solutos, com concentracdo de 25% (p/p) de CPS e variadas concentragdes de
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sacarose (0, 5,7, 10, 14,2, 20, 25 e 30%) e de mistura salina KCI/NaCl com for¢a i6nica de
0, 0,21, 0,28, 0,31, 0,34 e 0,39 M. Foi necessario o uso de maior concentragdo de proteina
que as utilizadas nas formulagdes estudadas de maneira que fosse detectado o evento
térmico de desnaturagdo. Um intervalo mais amplo de concentracdes de co-soluto foi
utilizado, considerando que a razao entre proteina e co-soluto seria mais relevante para
avaliar a temperatura de desnaturacdo. Em fun¢do da elevada concentragdo de proteina
utilizada, a solubilizacdo das amostras foi dificil e as concentracdes de co-soluto adicionado
ndo puderam ser superiores as estudadas (30% de sacarose e FI de 0,39 M). Na Tabela 3.6
pode-se observar que estas concentracdes eram proporcionalmente menores as utilizadas
nas formulagdes dos planejamentos, considerando a concentragdo de CPS necessaria.

As amostras das solugdes com pesos variando de 10 a 15 mg foram colocadas em
capsulas herméticas com o auxilio de uma micropipeta, recravadas e novamente pesadas. O
equipamento utilizado foi um TA-DSC-2920 (TA Instruments, EUA) com uma unidade de

resfriamento mecanico acoplada.

Tabela 3.6: Razdes entre a concentracdo de CPS e sacarose (CPS/Sac) ou forca idnica (CPS/FI) da mistura
KCI/NaCl utilizadas no planejamento fatorial completo e nos ensaios de calorimetria diferencial de varredura.

Razao entre concentracdo de CPS e co-soluto

Sistema Planejamentos fatoriais Calorimetria diferencial de varredura
Minima Miéxima Minima Miéxima
CPS/SAC 0,03 0,5 0,83 4,38
CPS/FI 5,5 61 64 119

Seguindo o procedimento de operagdo do equipamento, inicialmente promoveu-se o
aquecimento (até 110°C equilibrado por 5 minutos e retornando a 30 °C), visando a
eliminacdo da possivel condensacdo de dgua no seu interior. O passo seguinte foi a
calibracdo do DSC, realizada através das calibragdes da linha base e da temperatura. Na

calibracao da linha base é realizado um procedimento que compreende a utilizacdo da faixa
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de temperatura do evento térmico em estudo (de 30 a 120°C) com a mesma taxa de
aquecimento do experimento em questdo (10°C/min), utilizando uma capsula vazia como
referéncia. A calibragdo de entalpia e temperatura foi feita usando Indio como referéncia
(temperatura de fusdo = 156,60°C e entalpia = 28,71 J/g).

O procedimento utilizado nos ensaios consistiu na variagdo da temperatura de 30 a
120°C, com uma rampa de aquecimento de 10°C/min, sendo que cada formulagio foi
analisada em triplicata. A temperatura de desnaturacao do concentrado protéico do soro foi
determinada na regido em que se obteve a variacdo da linha base, ou seja, a aparicao de um
pico de fluxo de calor, que nesse caso foi endotérmico. A partir do encontro da linha base e
a maxima tangente da curva de fluxo de calor, foram obtidas as temperaturas de
desnaturagdo do CPS. A entalpia de desnaturacao foi calculada pela integracdo da curva de

fluxo de calor, no intervalo de temperaturas em que ocorreu o evento térmico.

3.2.2.5. Tratamento estatistico dos dados experimentais

Através da metodologia de planejamento fatorial foi possivel avaliar os efeitos
principais, de interagdo e quadrdticos das varidveis independentes, sobre as respostas
analisadas. No caso do planejamento fatorial fraciondrio s6 foi possivel a avaliacdo dos
efeitos principais, o que permitiu a escolha das varidveis significativas sobre as
propriedades dos géis, para posterior realizacdo dos planejamentos fatoriais completos.
Trabalhou-se com um intervalo de confianca de 95% (p< 0,05) na avaliacdo dos efeitos dos
planejamentos fatoriais fraciondarios e completos.

Foi utilizado o pacote Statistica® (Statsoft, v. 5.0) nas andlises dos efeitos significativos

das varidveis independentes sobre as propriedades mecanicas (planejamentos fatoriais
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fraciondrios e completos) e de capacidade de retencdo de dgua (planejamentos fatoriais
completos). Esse mesmo software foi utilizado para a estimativa dos parametros do modelo
de Maxwell, ajustado aos dados de relaxagao de tensdes dos planejamentos estudados.

A partir da andlise de varidncia (ANOVA), realizada nos planejamentos fatoriais
completos, pode-se propor modelos probabilisticos adequados, que correlacionassem as
respostas em funcdo das varidveis estudadas, com a constru¢do de superficies de resposta.

O seguinte modelo polinomial de segunda ordem foi usado na anélise estatistica:

Y =bg+ biX; + baXo + b3Xs + byXa+ bsXs + by Xi” + byXo’
+b33X57 + baaXy” + bssXs” + b1oX 1 Xa + bi3X X3 + braX Xa + bisX Xs +
b3 X0 X3+ boaXo Xy + b3aX3X4 + basXoXs + basX3Xs + basXuXs
(3.7)
onde:

Y — propriedades mecanicas (médulo de elasticidade, tensdao ou deformagdo na ruptura),
ou, parametros do modelo de Maxwell (mddulos eldstico ou viscoso), ou capacidade
de reten¢do de dgua (% de separacao de dgua)

sendo,

b; - coeficientes da regressao;

X — Concentragdo de caseinato de sédio (%p/p),

X, - Concentragdo de Concentrado Protéico do Soro (CPS) (%p/p),
X3 - Concentragdo de Carragena (%p/p),

X4— Concentragdo de Sacarose (%p/p) ou forca idnica (mM)

X5— Temperatura (°C) de mistura dos componentes.
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CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram apresentados da seguinte maneira: em primeiro lugar, os
planejamentos fatoriais fracionarios (com e sem adi¢ao da sacarose) que possibilitaram a
avaliagcdo de quais variaveis exerceram efeitos significativos sobre as propriedades
reologicas a baixas e altas deformagdes (relaxagdes de tensdo e ruptura) dos géis lacteos
acidificados. As variaveis estudadas foram as concentragdes de caseinato de sodio,
concentrado protéico do soro e carragena, bem como a velocidade de mistura, o tempo ¢ a
temperatura de tratamento térmico. Em segundo lugar, com a avaliagdo global dos efeitos
apresentados pelas variaveis dos planejamentos fatoriais fraciondrios foi possivel compor
novos planejamentos completos, com reduzido nimero de varidveis. Nesta Gltima etapa,
além da adigdo de sacarose também foi estudada a variagdo da qualidade do solvente
através da modificagdo da forca idnica, manipulando a concentragdo e o tipo de sal
adicionado (mistura KCI/NaCl). Nestes dois ultimos planejamentos também foi estudada
como resposta a capacidade de retengdo de agua e andlise da microscopia eletronica de

varredura foi feita em alguns géis destes sistemas multicomponentes.
4.1. Planejamento fatorial fracionario
4.1.1 Ensaios de compressao uniaxial até a ruptura

Nas diferentes condig¢des estabelecidas pelos planejamentos fracionarios, foram obtidos
géis com caracteristicas diversas, podendo-se observar estruturas mais ou menos rigidas,
dependendo da combinagdo dos diferentes niveis estudados. Dessa maneira, a avaliagdo das

propriedades mecanicas permitiu quantificar essas diferengas, tendo sido analisados como

resposta dos ensaios de compressdo, a tensdo e deformagdo na ruptura e o modulo de
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elasticidade para cada formulacdo do planejamento fatorial fraciondrio. As respostas

(tensdo e deformagdo na ruptura ¢ modulo de elasticidade) do planejamento fatorial

sem adicao de sacarose proposto nesse estudo, podem ser observadas na Tabela 4.1.

2(6-2)

Tabela 4.1: Esquema codificado do planejamento fatorial fracionario 2 e as respostas das analises de tensdo na
ruptura, deformagao na ruptura e modulo de elasticidade dos sistemas-modelo sem adigdo de sacarose, obtidos em
diferentes velocidades de compressao.

© Variaveis Independentes Tensao na ruptura(kPa) Deformagao na ruptura(-) Modulo de Elasticidade(kPa)

g Velocidade (mm/s) Velocidade (mm/s) Velocidade (mm/s)

© |CAS CPS CAR T 't Vel| 0,1 1,0 5,0 9,0 0,1 1,0 50 | 9,0 0,1 1,0 5,0 9,0

1] -1 -1 -1 -1 -1 -1 | 12,32 | 17,38 | 20,23 | 20,92 | 0,46 | 0,48 | 0,47 | 0,41 | 26,11 | 26,68 | 35,94 | 65,52

2 1 -1 -1 I -1 1 | 20,72 | 33,41 | 33,69 | 38,95 | 0,41 | 0,46 | 0,48 | 0,50 | 57,15 | 73,34 | 88,63 | 89,25

3] -1 1 -1 1 1 -1 98 | 16,11 | 20,60 | 22,07 | 0,44 | 0,44 | 0,45 | 0,46 | 27,64 | 30,12 | 45,65 | 57,60
4 1 1 -1 -1 1 1 | 1,70 | 16,31 | 21,59 | 23,21 | 0,43 | 0,47 | 0,40 | 0,38 | 30,58 | 39,31 | 64,78 | 75,90
51-1 -1 1 1 1 1 | 33,60 | 37,53 | 41,47 | 45,40 | 0,44 | 0,48 | 0,59 | 0,70 | 77,39 | 83,39 | 90,06 | 96,73

6 1 -1 I -1 1 -11] 938 | 1426 | 19,52 | 20,79 | 0,37 | 0,38 | 0,41 | 0,43 | 31,53 | 45,03 | 56,16 | 56,63

7| -1 1 I -1 -1 1 1,63 3,10 | 4,71 4,88 || 0,16 | 0,17 | 0,22 | 0,26 | 9,83 17,41 | 18,63 | 20,81

8 1 1 1 1 -1 -1 2075 30,23 | 38,03 | 38,77 | 0,25 | 0,27 | 0,30 | 0,30 || 99,36 | 135,88 | 167,48 | 169,00
9 | -1 -1 -1 -1 1 1 | 11,09 | 18,68 | 24,76 | 25,17 | 0,48 | 0,55 | 0,59 | 0,55 | 17,94 | 26,85 | 27,74 | 28,41

10| 1 -1 -1 11 -1 | 1512|2295 | 29,22 | 32,21 | 0,38 | 0,38 | 0,38 | 0,40 || 48,68 | 70,31 | 89,83 | 100,60
1] -1 1 -1 I -1 1 | 10,07 | 16,42 | 18,40 | 20,03 | 0,56 | 0,60 | 0,51 | 0,55 | 15,04 | 23,36 | 29,72 | 30,68

2] 1 1 -1 -1 -1 -1 || 11,25 | 19,92 | 26,75 | 28,55 || 0,30 | 0,32 | 0,37 | 0,39 | 46,24 | 74,42 | 83,65 | 85,02

13]-1 -1 1 1 -1 -1 | 21,53 | 29,67 | 34,22 | 36,35 || 0,57 | 0,59 | 0,59 | 0,59 | 41,69 | 58,56 | 59,96 | 69,57

4] 1 -1 I -1 -1 1 | 18,65 | 25,09 | 34,69 | 36,88 | 0,29 | 0,41 | 0,34 | 0,36 | 88,14 | 70,21 | 122,06 | 123,70
15 -1 1 1 -1 1 -1 084 1,47 | 2,16 | 2,48 | 0,11 | 0,14 | 0,15 | 0,16 | 9,31 11,61 | 14,10 16,74
16 | 1 1 1 1 1 1 | 16,11 | 24,32 | 31,91 | 34,71 | 0,26 | 0,30 | 0,31 | 0,33 | 81,46 | 108,01 | 132,80 | 137,80
171 0 0 0 0 o0 0 || 28,05 | 34,95 | 53,97 | 64,08 | 0,41 | 0,51 | 0,49 | 0,51 | 68,83 | 85,01 | 96,02 | 99,63

18] 0 0 0 0 o0 0 || 27,70 | 34,84 | 53,48 | 63,29 || 0,41 | 0,52 | 0,48 | 0,52 | 68,45 | 84,77 | 95,48 | 99,43

191 0 0 0 0 o0 0 || 27,33 | 34,48 | 53,62 | 62,78 || 0,43 | 0,51 | 0,50 | 0,50 | 68,12 | 84,78 | 95,57 | 98,43

20| 0 0 0 0 o0 0 || 26,23 | 34,65 | 53,40 | 63,98 | 0,40 | 0,52 | 0,47 | 0,51 | 68,93 | 85,56 | 95,21 | 99,23

Nota-se uma clara tendéncia de aumento nos valores de tensdo na ruptura e do médulo

de elasticidade com o incremento da velocidade de compressdo, comportamento

caracteristico de materiais viscoelasticos. NAKAMURA et al. (2001), THYBO et al. (2000) e

RIBEIRO et al. (2004) que estudaram a influéncia da velocidade de compressao em géis de

gelana, batata cozida e em géis acidos de caseinato de sodio com carragena,

respectivamente, observaram comportamento semelhante. O comportamento tipico da

variacdo da tensdo e da deformagdo na ruptura dos géis lacteos acidos com adicao de

carragena, em funcdo da velocidade de compressdo, pode ser visto na Figura 4.1. Em geral,

os valores de deformagao na ruptura parecem aumentar com a velocidade de compressao,

52




mas em alguns ensaios (1, 5 ¢ 9) a deformabilidade diminuiu para as velocidades mais altas

(Tabela 4.1).
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Figura 4.1.: Relagao tensdo - deformacao tipica a diferentes velocidades de compressao (0,1, 1,0, 5,0 € 9,0

mm/s) de géis sem adi¢do de agticar do planejamento fatorial 22 fracionario. Ensaio 20.

Na Figura 4.2 pode-se observar os efeitos significativos das variaveis independentes

sobre as propriedades mecanicas de géis sem adicdo de acucar, obtidas a diferentes

velocidades de compressao (0,1, 1,0, 5,0 e 9,0 mm/s). Todas as varidveis estudadas

apresentaram efeitos significativos nas propriedades mecanicas, sendo que, em geral, estes

efeitos mostraram valores mais elevados que os obtidos a velocidades de compressao mais

altas. Em estudos com queijos ultra-filtrados do tipo Feta, Wium et al (1997) constataram

que o médulo de elasticidade também aumentava com a velocidade de compressao.
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Figura 4.2: Efeitos significativos (p< 0,05) das varidveis independentes obtidos no planejamento fatorial
fracionario sobre (A) tensdo na ruptura, (B) deformagao na ruptura e (C) modulo de elasticidade dos sistemas-
modelo sem adigdo de sacarose nas velocidades de compressdo de 0,1, 1,0, 5,0 ¢ 9,0 mm/s. Onde Cas -
concentragdo de caseinato de sodio, CPS - concentragdo de concentrado protéico de soro, Car- concentracao de
carragena, T - temperatura de mistura dos componentes, t — tempo de aquecimento da mistura e Vel — velocidade
de agitagdo.
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Nota-se que a variavel significativa que exerceu o efeito mais pronunciado na tensao
na ruptura foi a temperatura de mistura dos componentes (Figura 4.2A). Este efeito foi
positivo tanto para esta propriedade mecanica como também para a deformagao na ruptura
e o modulo de elasticidade. As tnicas variaveis com efeito negativo na tensao de ruptura e
modulo de elasticidade foram o concentrado protéico do soro (CPS) e o tempo de
aquecimento da mistura, ou seja, o aumento destas varidveis levou a uma diminui¢do da
dureza e firmeza dos géis.

Na Figura 4.2B verifica-se que, todas as variaveis foram significativas para a
deformacao na ruptura, porém, o efeito do tempo de aquecimento foi fortemente
dependente da velocidade de compressao. A variavel de maior contribui¢cdo (negativa) foi o
CPS, sendo que também foi observado que a maior parte das varidveis contribuiu para a
diminui¢do da deformabilidade do gel formado, com excecao da velocidade de agitagao,
que atuou de maneira a tornar a rede mais elastica. Quanto ao modulo de elasticidade
(Figura 4.2C) a tendéncia dos efeitos foi similar a tensdo na ruptura, porém a magnitude
dos efeitos foi menor para o CPS e maior para o caseinato de sodio e para a carragena. E
interessante observar que as varidveis que exerceram menor influéncia sobre as
propriedades mecanicas foram o tempo de aquecimento da mistura e a velocidade de
agitacdo, enquanto as demais variaveis estudadas foram bastante relevantes para a forca e
elasticidade da rede formada.

As respostas obtidas com o planejamento fatorial fracionario dos géis formados com
sacarose para tensdo na ruptura, deformacdo na ruptura e modulo de elasticidade sdo
apresentadas na Tabela 4.2, onde se podem observar as mesmas tendéncias mostradas no
planejamento sem adi¢@o de sacarose, com relacdo a velocidade de compressao.

Em geral, os valores das propriedades mecanicas foram superiores nos géis com
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sacarose em comparagao com os sem acgucar, tal como pode ser observado nos valores do

ponto central (ensaios 17-20). Como o mddulo de elasticidade, a tensdo e a deformagao na

ruptura sdo propriedades mecanicas associadas a firmeza, dureza e deformabilidade,

respectivamente, a adi¢ao de sacarose levou a géis mais firmes, duros e deformaveis que os

géis acidificados sem agucar.

Tabela 4.2: Esquema codificado do planejamento fatorial fracionario 27 e as respostas obtidas nas analises de tensdo
na ruptura, deformagdo na ruptura e modulo de elasticidade dos sistemas-modelo com adi¢do de sacarose, obtidos em

diferentes velocidades de compressao.

Variaveis Independentes

Tensdo na ruptura(kPa)

Deformagao na ruptura(-)

Modulo de Elasticidade(kPa)

o

é Velocidade (mm/s) Velocidade (mm/s) Velocidade (mm/s)

@ |CAS CPS CAR T t Vel| 0,1 1,0 5,0 9,0 0,1 1,0 50 | 9,0 0,1 1,0 5,0 9,0

1| -1 -1 -1 -1 -1 -1 | 13,02 | 14,32 | 15,89 | 17,28 | 0,40 | 0,42 | 0,44 | 0,46 | 28,90 | 39,90 | 53,97 | 55,54
2 1 -1 -1 1 -1 1 9,07 | 13,25 | 16,94 | 19,20 || 0,36 | 0,36 | 0,37 | 0,37 | 31,37 | 45,38 | 60,77 | 63,60
3] -1 1 -1 I 1 -1 | 444 | 620 | 835 8,57 | 0,23 | 0,24 | 0,24 | 0,25 | 22,42 | 30,39 | 42,76 | 43,83
4 1 1 B I 1 | 13,70 | 21,27 | 29,15 | 29,44 | 0,33 | 0,38 | 0,39 | 0,43 | 48,69 | 63,13 | 75,52 | 90,91
5 1-1 -1 1 1 1 1 5,53 6,49 | 8,12 | 21,52 || 0,37 | 0,46 | 0,47 | 0,49 | 12,67 | 24,73 | 34,51 | 81,33
6 1 -1 1 -1 1 -1 19,40 | 30,93 | 43,50 | 53,72 | 0,34 | 0,37 | 0,43 | 0,42 | 69,73 | 107,80 | 126,30 | 155,30
7| -1 1 1 -1 -1 1 0,75 | 0,95 1,64 1,67 | 0,13 | 0,15 | 0,19 | 0,19 | 6,12 7,18 10,65 | 10,85
8 1 1 1 I -1 -1 | 16,99 | 26,11 | 33,54 | 34,35 | 0,34 | 0,35 | 0,37 | 0,39 | 70,80 | 104,50 | 126,40 | 127,90
9 | -1 -1 -1 -1 1 1 9,30 | 14,10 | 14,76 | 18,20 | 0,43 | 0,48 | 0,49 | 0,51 | 26,54 | 37,79 | 46,63 | 52,39
10 | 1 -1 -1 1 1 -1 | 16,72 | 23,45 | 26,92 | 30,29 | 0,40 | 0,39 | 0,40 | 0,39 | 55,02 | 76,50 | 8531 | 101,20
11| -1 1 -1 1 -1 1 8,41 | 11,91 | 11,28 | 13,54 || 0,61 | 0,54 | 0,58 | 0,46 | 19,41 | 29,36 | 31,44 | 40,80
12| 1 1 -1 -1 -1 -1 823 | 11,65 | 15,69 | 18,47 | 0,35 | 0,35 | 0,35 | 0,38 | 18,33 | 39,88 | 52,96 | 59,37
13 -1 -1 1 1 -1 -1 2586|2721 | 30,66 | 36,17 | 0,52 | 0,52 | 0,53 | 0,53 | 64,04 | 65,62 | 72,46 | 79,47
14| 1 -1 I -1 -1 1 | 29,49 | 44,48 | 5594 | 61,91 | 0,33 | 0,36 | 0,37 | 0,37 | 108,10 | 154,10 | 192,0 | 211,90
15| -1 1 I -1 1 - 1,79 | 2,63 3,35 3,51 | 0,17 | 0,19 | 0,22 | 0,23 | 11,69 | 15,12 | 16,80 | 19,63
16 | 1 1 1 1 1 1 | 18,63 | 28,72 | 41,69 | 52,41 || 0,23 | 0,26 | 0,30 | 0,31 | 103,40 | 142,50 | 192,00 | 253,70
171 0 0 0 0 o0 0 || 32,66 | 54,80 | 71,91 | 79,36 || 0,43 | 0,53 | 0,56 | 0,58 | 96,59 | 135,00 | 153,70 | 173,00
18] 0 0 0 0 o0 0 || 33,67 | 55,24 | 72,35 | 80,33 || 0,44 | 0,53 | 0,55 | 0,59 | 96,15 | 133,40 | 163,30 | 175,70
191 0 0 0 0 o0 0 || 32,95 | 54,00 | 72,07 | 79,70 | 0,44 | 0,53 | 0,56 | 0,58 | 95,75 | 134,20 | 148,00 | 174,50
20 0 0 0 0 o0 0 | 32,52 | 54,86 | 72,28 | 80,03 | 0,44 | 0,53 | 0,55 | 0,59 | 96,51 | 135,10 | 171,10 | 175,70

Na Figura 4.3 sdo apresentados os efeitos significativos das varidveis independentes

sobre as propriedades mecanicas dos sistemas com adicdo de sacarose. A variavel que

exerceu o efeito mais pronunciado na tensdo de ruptura (Figura 4.3A) foi o caseinato de

sodio seguido das seguintes variaveis: carragena, CPS e sacarose. A velocidade de agitacao,

o tempo e temperatura de mistura dos componentes apresentaram pequeno efeito

significativo na tensdo de ruptura dos géis lacteos adogados. Os fortes aumento e

diminuicdo dos efeitos significativos da carragena e da temperatura de mistura dos
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componentes, respectivamente, foram a maior diferenga entre os géis com e sem adi¢ao de
sacarose. O aumento da dureza promovido pela carragena na presenca da sacarose pode ser
atribuido a capacidade do agucar de formar pontes de hidrogénio, aumentando o niumero e a
estabilizacao das zonas de jung¢do do polissacarideo (RIBEIRO, et al. 2004). Por outro lado, a
presenca da sacarose leva ao aumento da temperatura de desnaturacdo da proteina
(KULMYRZAEV et al., 2000), podendo explicar a diminui¢ao do efeito significativo desta
variavel independente na tensao de ruptura dos géis com agucar.

Com relagdo a deformacdo na ruptura (Figura 4.3B), todas as varidveis exerceram
efeito significativo sobre esta propriedade mecanica, sendo que os tempos de mistura, as
concentragdes de caseinato de sddio, carragena e CPS contribuiram negativamente a esta
propriedade, porém o CPS foi a variavel que exerceu a maior influéncia. Por outro lado, a
presenca de sacarose fez com que a temperatura de mistura apresentasse efeito positivo na
deformabilidade de géis lacteos mistos. No caso do mddulo de elasticidade (Figura 4.3C),
as variaveis que exerceram maiores efeitos significativos foram as concentracdes de
caseinato de sodio, CPS, carragena e sacarose, mostrando comportamento similar a tensao
na ruptura. Entre estas variaveis significativas, somente o CPS mostrou efeito negativo,
sendo que as demais varidveis contribuiram no aumento da firmeza do gel, principalmente a
concentracao de caseinato de sodio.

Nota-se que, de maneira geral, as variaveis que exerceram efeitos significativos e sua
ordem de importancia sobre a tensdo na ruptura foram similares nos dois planejamentos
fatoriais, porém, a magnitude dos efeitos foi fortemente afetada. O efeito apresentado pelo
caseinato de soddio nos sistemas-modelo com sacarose foi de aproximadamente trés vezes o
valor do efeito nos sistemas sem sacarose. De maneira similar ao caseinato, o efeito da

carragena sobre a dureza do gel dobrou nos sistemas com sacarose.
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Figura 4.3: Efeitos significativos (p< 0,05) obtidos no planejamento fatorial fracionario sobre a (A) tensdo na
ruptura, (B) deformag@o na ruptura e (C) modulo de elasticidade dos sistemas-modelo com adi¢do de sacarose
nas velocidades de compressao de 0,1, 1,0, 5,0 ¢ 9,0 mm/s. Onde Cas - concentragdo de caseinato de sodio, CPS
- concentragdo de concentrado protéico de soro, Car - concentracdo de carragena, Sac — concentragdo de
sacarose, T - temperatura de mistura dos componentes, t - tempo de aquecimento da mistura e Vel — velocidade
de agitag@o.
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Este resultado indica que a presenca do agucar pode estar modificando as interacdes
proteina-polissacarideo ou poderia estar atuando na estabilizagdo da proteina, em termos de
mudancgas na conformagao, estado de agregacdo e interacao proteina-solvente (ARAKAWA
& TIMMASHEFF, 1982). DICKINSON & MERINO (2002) verificaram que com adi¢do de
agucar, os géis de caseinato de s6dio mostravam uma distribui¢do mais homogénea do
material protéico ao longo da cadeia do polissacarideo e eram também mais fortes,
provavelmente devido a ligagdo preferencial entre a d4gua e a sacarose, o que levou a um
aumento das interagdes proteina-proteina.

Com relacado ao CPS, este apresentou efeito negativo na dureza do gel nos dois
planejamentos estudados (com e sem adicdo de sacarose), porém nota-se, em geral, que
com a adi¢ao de sacarose esse efeito decresceu ligeiramente quando comparado com os
sistemas-modelo sem adicdo de acucar. Essa caracteristica apresentada nos dois
planejamentos fatoriais pode estar relacionada a presenca de lactose (6,7% de lactose no
CPS), que cleva a temperatura de desnaturagdo da B-Lg (SPIEGEL, 1999), diminuindo a
efetividade do tratamento térmico. Uma outra possivel explicagdo para o efeito negativo da
concentragdo de CPS sobre as propriedades mecanicas de géis lacteos, seria a reduzida
interacdo da carragena com as proteinas do concentrado protéico do soro (TZIBOULA &
HORME, 1999) ou ainda a exclusdo destas proteinas da rede eldstica em fun¢do da forte
interagdo preferencial entre o caseinato de sddio e este polissacarideo.

De forma contraria aos estudos de tensdo na ruptura, a concentracdo de caseinato de
sodio foi uma das varidveis que exerceu menor influéncia na deformagdo na ruptura dos
g€is e nesse caso o efeito apresentado foi negativo. Além disso, com a adi¢ao de sacarose o

efeito da concentragdo de proteina foi ainda menor. HEMAR et al. (2002), trabalhando com
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o sistema proteinas do leite/carragena, constatou que a deformagdo na ruptura foi
independente do tipo ou concentracdo da proteina, diferente do que ocorreu neste trabalho,
pois o aumento da concentracao e o tipo de proteina mostraram efeitos significativos sobre
esta propriedade, ainda que no caso do caseinato o efeito fosse de menor magnitude.
Aparentemente, a diminui¢cdo do efeito negativo dos biopolimeros na deformabilidade dos
géis formados esta associada a acdo da sacarose no favorecimento das interacdes
macromoleculares. MLEKO (1997) estudou as propriedades reoldgicas de sobremesas
preparadas com proteinas do leite e carragena, sendo que a adi¢do de 10-15% de sacarose
diminuiu a habilidade gelificante das proteinas do soro. Porém, neste trabalho, a sacarose
colaborou positivamente em todas as propriedades mecanicas dos géis formados,
mostrando que a complexidade das interacdes entre os ingredientes ¢ que determina o
comportamento final do sistema.

A adicao de sacarose também aumentou significativamente os efeitos principais das
variaveis independentes sobre os valores do modulo de elasticidade, quando comparados
aos géis sem agucar. Essa tendéncia de aumento foi mantida nas diferentes velocidades de
compressao estudadas, nota-se, por exemplo, que para o caseinato de sodio a diferenca dos
géis sem e com sacarose chegou a 37% a 9 mm/s e para a carragena foi de 175%, nessa
mesma velocidade. Com relacido ao CPS, a adi¢do de sacarose no meio também
potencializou o efeito negativo sobre o modulo de elasticidade, como havia sido observado
para a tensdo e deformacgao na ruptura. Um fato que chamou a ateng¢do foi de que em todas
as propriedades avaliadas (tensdo e deformacdo na ruptura e modulo de elasticidade),
quando se adicionou a sacarose o efeito da temperatura de mistura diminuiu, podendo isto
estar associado a um deslocamento da temperatura de desnaturacdo das proteinas do soro,

tal como descrito anteriormente sobre a presenca da lactose.
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4.1.2. Ensaios de relaxaciao de tensoes

Em paralelo aos ensaios de ruptura, os géis também foram submetidos a medidas de
relaxacdo de tensdes, visando complementar o entendimento da relagdo reologia-estrutura
dos sistemas-modelo. Na andlise de relaxagdo de tensdes, o material relaxa depois de
submetido a uma deformacao instantanea, sendo entdo medida a variagao de for¢ca com o
tempo, tendo como requisito que esta andlise seja realizada dentro do intervalo de
viscoelasticidade linear, para o ajuste de determinados modelos mecanicos. Como a
deformacao ¢ constante, através do decaimento da forca pelo tempo e do valor de tensdao no
equilibrio, ¢ possivel encontrar uma relagdo com a estrutura do material. Na Figura 4.4
pode-se visualizar o comportamento caracteristico dos géis obtidos com e sem sacarose,
representado pela relacdo entre a forga temporal e a forga inicial (F/F,). As curvas
exemplificadas sdo referentes a ensaios no ponto central dos planejamentos fatoriais

fracionarios com e sem sacarose.
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Figura 4.4: Curvas de relaxagdo de tensdes, obtidas no ensaio 19 dos planejamentos fatoriais fracionarios com
e sem adic¢do de sacarose.
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Na Figura 4.4 pode-se observar a diferenca nas respostas dos sistemas estudados, sendo
que a forca detectada em elevados valores de tempo mostram que, sem a sacarose, a forca
era menor e, portanto mais fragil e menos estruturado era o gel. No entanto, para a obtengao
de uma andlise mais profunda dos dados obtidos, estes foram ajustados ao modelo de
Maxwell generalizado para determinagdo dos parametros viscoelasticos. Foram utilizados
apenas dois elementos (Equacdo 3.4) dos i elementos que compdem este modelo, pois o
aumento de elementos praticamente nao alterou as respostas determinadas. Portanto, a
partir desses ajustes pdde-se calcular os modulos elasticos (equacdo 3.6) € os viscosos
(equacdo 3.6) dos géis que foram utilizados como respostas do planejamento fatorial
fracionario, e que podem ser visualizados nas Tabelas 4.3 ¢ 4.4. Os valores dos efeitos
obtidos com seus respectivos p sobre os modulos elasticos (E;) e viscosos (1i), encontram-
se na Tabela 4.5 para os géis sem adi¢do de sacarose e na Tabela 4.6 para os sistemas com
adi¢do de acucar.

Nestas tabelas foram apresentados todos os efeitos obtidos nos planejamentos fatoriais
fracionarios, em que foi possivel, através do tratamento estatistico, constatar certas
tendéncias quanto as variaveis significativas (p<0,05) em ambos os planejamentos. Sem
adi¢do de sacarose, a concentragdo de caseinato de sodio, a de carragena e a temperatura de
mistura dos componentes foram as Unicas varidveis a apresentar efeitos significativos e
positivos sobre os moddulos elasticos. As demais varidveis foram negativas, porém nao

estatisticamente significativas a 95% de confianca.
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Tabela 4.3: Esquema codificado do planejamento fatorial fracionario2®> sem sacarose e as respostas do

modelo de Maxwell obtidas pelo ajuste das curvas de relaxacéo de tensdes dos sistemas-modelo.

CAS | CPS [CAR | T t | Vel | E.(kPa) E,(kPa) Ey(kPa) | m(kPas) | ma(kPa.s)
1 T 10 | a1 ] a1/l 6,74 6,34 6,49 598,89 26,51
2 1 a1 - 1 -1 1 14,93 16,64 20,06 1399,50 81,73
3 -1 1 -1 1 1 -1 7,28 6,31 5,48 588,24 25,80
4 1 1 a1 - 1 1 5,47 10,94 12,01 983,73 4473
5 a4 - 1 1 1 1 31,30 24,12 22,74 2657,40 90,95
6 1 -1 1 -1 1 -1 10,85 8,94 9,19 783,40 40,54
7 | -1 1 1 a4 1 8,61 6,40 5,29 661,64 25,12
8 1 1 1 1 a4 43,47 40,58 54,31 3595,30 201,45
9 | -1 | -1 | 1| 4 1 1 6,18 5,96 4,68 680,76 25,06
10| 1 a1 - 1 1 -1 17,62 21,54 26,00 1859,50 101,03
1| -1 1 -1 1 -1 1 4,71 4,64 3,42 519,69 16,39
12 1 1 5 T S T | 14,86 18,08 24,74 1524,70 80,92
13 ] -1 | -1 1 1 a4 15,44 14,48 10,06 1430,90 021
14 | 1 -1 1 a1 - 1 16,50 22,60 29,95 1687,20 117,18
15 | -1 1 1 -1 1 -1 7,85 7,80 6,19 910,41 32,04
16 | 1 1 1 1 1 1 23,38 25,11 32,55 1251,60 58,29
17 ] o 0 0 0 0 0 12,90 14,54 11,26 1659,80 61,16
18] 0 0 0 0 0 0 13,39 14,51 12,27 1510,70 60,68
19 ] o 0 0 0 0 0 13,22 14,65 11,78 1654,90 60,34
20 ] 0 0 0 0 0 0 13,30 14,71 11,90 1501,00 62,64

Tabela 4.4: Esquema codificado do planejamento fatorial fracionario2” com sacarose e as respostas do
modelo de Maxwell obtidas pelo ajuste das curvas relaxag@o de tensdes dos sistemas-modelo.

cas|cps|cAR| T [cas| t [ Vel| E.(kPa) | E(kPa) Ey(kPa) | m(kPas) | mu(kPa.s)
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 8,32 8,59 6,15 1143,99 30,65
2 1 -1 -1 -1 1 -1 1 26,08 21,61 30,55 2231,77 115,47
3 -1 1 -1 -1 1 1 -1 7,68 8,02 6,89 1031,31 36,05
4 1 1 -1 -1 -1 1 1 17,12 15,58 18,65 1946,66 103,20
5 -1 -1 1 -1 1 1 1 20,31 13,57 27,04 378,78 52,29
6 1 -1 1 -1 -1 1 -1 31,80 20,31 43,29 2056,84 99,24
7 -1 1 1 -1 -1 -1 1 7,98 8,82 7,14 970,75 29,07
8 1 1 1 -1 1 -1 -1 52,51 44,82 60,20 3953,39 266,43
9 -1 -1 -1 1 -1 1 1 7,99 7,08 4,94 793,73 22,03
10 1 -1 -1 1 1 1 -1 18,40 22,52 31,82 1947,62 112,30
11 -1 1 -1 1 1 -1 1 4,45 4,75 4,25 542,15 24,08
12 1 1 -1 1 -1 -1 -1 26,24 22,85 29,63 1940,40 100,15
13 -1 -1 1 1 1 -1 -1 8,81 10,47 7,15 1042,07 22,82
14 1 -1 1 1 -1 -1 1 32,57 28,61 36,53 2171,23 103,97
15 -1 1 1 1 -1 1 -1 8,78 8,064 6,27 1017,03 25,84
16 1 1 1 1 1 1 1 45,05 39,42 50,67 3186,22 182,53
17 0 0 0 0 0 0 0 11,97 11,92 12,03 1337,12 62,57
18 0 0 0 0 0 0 0 12,03 12,10 11,96 1350,39 62,48
19 0 0 0 0 0 0 0 13,05 13,00 13,11 1448.,45 67,79
20 0 0 0 0 0 0 0 12,03 12,27 11,79 1398.80 54,71

Quando se adicionou sacarose no sistema, comportamento semelhante foi obtido na

analise dos efeitos sobre os pardmetros de Maxwell, como pode ser observado na Tabela
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4.6. Os valores determinados para o efeito principal com adi¢ao de sacarose foram maiores,

quando comparados aos sem sacarose. Com relacdo aos efeitos das concentragdes dos

biopolimeros, pode-se verificar que com a adicdo do agucar estes foram maiores, porém o

efeito da concentragdo de caseinato de sodio foi mais pronunciado que o da concentragao

de carragena.

Tabela 4.5: Efeitos obtidos nos ensaios de relaxacdo de tensdes, para géis sem adi¢do de sacarose, utilizando o
lanejamento fatorial fracionario.

Efeitos
Principal CAS CPS CAR T t Vel
Parametros de
Maxwell
E.. (kPa) 14,40 7,37 -0,49 9,95 10,14 -1,92 -1,63
p 4,11107 | 528107 8,89 10! 1,30 107 1,17 102 5,89 10" 6,46 10!
E| (kPa) 14,94 11,05 -0,09 7,45 8,29 2,38 -0,96
p 4,6 10° 2,60 107 9,75 10" 2,64 107 1,5410% | 4,3910" 7,52 10"
E, (kPa) 16,02 18,06 1,85 8,43 9,51 -4.43 -1,47
p 1,69 10° 1,17 107 6,79 10™! 7,56 107 | 4,83107 3,28 10" 7,41 107
n; (kPa.s) 1373,00 629,65 -132,82 602,87 683,96 212,86 -181,21
p 3,54107 | 7,52107 6,90 10! 8,69102 | 5,57107 5,25 10" 5,87 10"
n,(kPa.s) 62,74 55,22 -5,06 25,70 28,22 21,64 -11,38
p 1,31 10° 5,69 107 7,67 10" 1,48 10" 1,1510" 2,18 10" 5,08 107

Tabela 4.6: Efeitos obtidos nos ensaios de relaxacdo de tensdes para os géis com adi¢do de sacarose utilizando o
planejamento fatorial fracionario.

Efeitos
Principal CAS CPS CAR SAC T t Vel
Parametros de
Maxwell
E.. (kPa) 18,66 21,93 1,94 11,44 2,44 531 -1,23 0,13
p 1,81107 | 1,1710* | 629107 | 1,28 107 | 545107 | 2,00 107 | 7,59 107 | 9,75 10
E| (kPa) 16,75 18,22 2,52 7,96 0,38 5,59 -1,92 -0,85
p 3,3710% [ 59310° | 421107 | 2,18107% | 9,0210" | 8,93107 | 537107 | 7.84 10
E, (kPa) 21,00 28,94 0,47 13,18 -3,58 8,24 1,00 -1,45
p 2,19107 | 3,1810° | 9,18 10" | 1,25107 | 4,4110" | 9,1210° | 8,2810" | 7,5210"
1 (kPa.s) 1594,43 | 156429 | 352,73 399,83 | -134,13 | 284,08 | -204,69 | -238,92
p 3,50 107 | 2,3910° | 1,60 10" | 1,15107% | 5,80 107 | 2,51 107 | 4,02107 | 3,30 10
Mo(kPa.s) 78,68 105,06 26,07 29,78 -17,34 37,23 7,39 -7,60
p 225107 | 436107 | 1,4810" | 1,03107 | 3,2410" | 474107 | 6,69 10" | 6,60 10"
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Fato oposto ocorreu com a temperatura de mistura no sistema de biopolimeros, pois
este efeito diminuiu com a adigdo da sacarose. Esse resultado pode estar associado a
estabilizacao do CPS a desnaturagdo (KULMYRZAEYV, et al., 2000) como observado para as
demais propriedades mecanicas.

O aumento do modulo eldstico implica em aumento da elasticidade do gel
(BERTOLA et al., 1991), mostrando que a adi¢dao da sacarose favoreceu este comportamento.
O moédulo viscoso médio também aumentou com adicdo de sacarose, além da presenca
desta também majorar os demais efeitos significativos. A rigidez de géis de caseinato
acidificados pode aumentar substancialmente na presenca de agucares, principalmente a
elevadas razodes agucar/proteina, devido ao aumento da for¢a de interagcdo proteina-proteina
(DICKINSON & MERINO, 2002). Vale ressaltar que os valores obtidos para os parametros
ajustados estdo na mesma ordem de grandeza dos determinados para queijos, em estudo
feito por Bertola et al. (1991).

Com o uso do planejamento fatorial fracionario, foi possivel avaliar as variaveis que
exerceram efeitos significativos (p<0,05) no comportamento reoldgico a altas e baixas
deformacdes desse sistema complexo, permitindo determinar as variaveis para compor o
planejamento fatorial completo. Em ambos os casos (com e sem sacarose) na analise de
relaxacdo de tensdes, as varidveis que mostraram efeito significativo foram o caseinato de
sodio, a carragena e a temperatura de mistura para a maioria dos pardmetros avaliados. No
entanto, pode-se observar que a concentracdo de CPS e de sacarose foram determinantes
nas propriedades do gel na ruptura.

Portanto, a partir dos resultados obtidos escolheu-se estudar os efeitos das
concentragdes de caseinato de sodio, CPS, carragena e sacarose, bem como a temperatura

de mistura dos componentes sobre as propriedades reologicas e de retencdo de agua,
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utilizando um planejamento fatorial completo. Além da adi¢do de agucar nestes sistemas, a
alteracdo da forca idnica do meio também foi estudada, com o intuito de comparar géis
doces e salgados. Adicionalmente foi feito um estudo do efeito da adi¢do de agucar ou
mistura salina KCI/NaCl sobre a temperatura de desnaturacdo das proteinas do soro. Este

estudo sera apresentado antes do estudo das propriedades dos géis acidos.

4.2. Analise Calorimétrica

Com as tendéncias mostradas no planejamento fatorial fracionario, um estudo
complementar do concentrado protéico do soro (CPS) foi realizado, utilizando a
calorimetria diferencial de varredura, visto que este ingrediente tem recebido consideravel
atencdo devido a seu excelente valor nutricional e vasta funcionalidade, e que na
gelificacdo das proteinas globulares, a desnaturacao térmica ¢ de grande importancia
(ToLsTOGUZOV, 1991). As estruturas dos géis de proteinas sd3o mantidas por interagdes
moleculares do tipo hidrofobicas, pontes de hidrogénio e dissulfeto, e também devido a
interacao Coulombiana dos grupamentos 16nicos das proteinas. A eficacia de tais interacdes
dependera fortemente das condi¢des do meio. Além disso, a presenca de co-solutos como
agucar (ou sal), amplamente utilizados na industria de alimentos, afeta na desnaturagdo e
propriedades funcionais das proteinas globulares (YAMUL & LUPANO, 2003). Muitos
atributos funcionais das proteinas podem ser manipulados pela adi¢do de solutos de baixo
peso molecular no sistema e que afetam a termoestabilidade das moléculas de proteina, a
sua capacidade de agregacao e consequentemente a formacao da estrutura tridimensional do
gel (DAMODARAN & KINSELLA, 1982; BAIER & MCCLEMENTS, 2006). Esses co-solutos que

atuam na estabilidade térmica das proteinas também sdo conhecidos como “osmolytes*
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quando estabilizam a proteina como € o caso da sacarose (“osmolytes* estabilizante) ou
como “osmolytes” desnaturantes, como da adi¢ao de sal (BAIER & MCCLEMENTS, 2006).

Sob o ponto de vista fundamental, a compreensao das interagdes entre co-solutos e
proteinas pode permitir o conhecimento da termoresisténcia dos géis protéicos ampliando
as possiveis aplicacdes tecnologicas da matriz. Com énfase principal no aspecto
tecnologico, foram investigados os efeitos de co-solutos sobre a estabilidade térmica das
proteinas majoritarias no soro de leite, ou seja o-lactoalbumina (o-La) e B-lactoglobulina
(B-Lg). Nas Figuras 4.5 ¢ 4.6 sao apresentados termogramas obtidos com o concentrado
protéico do soro (25% p/p) sem soluto, na presenga de sacarose e de misturas salinas, nas
mesmas concentragdes utilizadas nos planejamentos fatoriais completos. De acordo com a
literatura, mistura o-La/B-Lg apresenta dois picos de temperatura de desnaturagdo (Tq) a
37,5°C (correspondente a desnaturagdo da a-lactoalbumina) e 69,1°C (relacionada a B-
lactoglobulina) (BOYLE & ALLI, 2000).

De maneira similar, pode-se observar que nas situagdes apresentadas (sem soluto)
aparece um pico endotérmico na regido entre 70 e 80°C que, provavelmente, é referente a
desnaturagdo da B-Lg. Na regido proxima a 40 °C, que, corresponderia a temperatura de
desnatura¢do da o-La, ndo foi detectado um evento térmico evidente, além do fato de que
nesse sistema apresentar ocasionando aumento na temperatura de desnaturagdo. E provavel
que a nao deteccdo desta transicdo esteja relacionada a baixa concentragdo de «-
lactoalbumina, uma vez que representa somente 20% da proteina do soro do leite (FOX,
1989) Deve ser enfatizado que a concentragdo de proteina de soro usada foi de 25 %, pois
acima deste valor a solubilidade era parcial e, sendo assim, a concentracdao absoluta de o-

La correspondia a cerca de 5 % da solucao.
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Figura 4.5: Termograma do concentrado protéico do soro e deste com adigdo de diferentes concentragdes de
sacarose.T; temperatura no inicio do pico e T4 temperatura no pico de desnaturagdo do CPS
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Figura 4.6: Termograma do concentrado protéico do soro e deste com adigdo de diferentes concentragdes da
mistura salina KCI/NaCl (0,58 e 1,21% correspondentes a forcas idnicas de 0,21 e 0,31M, respectivamente).
T; temperatura no inicio do pico e T4 temperatura no pico de desnaturacao do CPS
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No nosso trabalho, o valor obtido para a temperatura de desnaturagdao do concentrado
protéico do soro sem soluto foi de 76,7°C, que é superior ao detectado por Boyle & Alli,

(2000)., O CPS utilizado no nosso estudo foi comercial e apresentava em sua composicao
6,7% de lactose, a presenca desse componente provavelmente fez com que a temperatura de
desnaturagdo do material fosse superior ao determinado por Boyle & Alli, (2000), que
trabalharam na auséncia de aclcares. Estes autores ao adicionar lactose (40% p/v) a
solugdo, observaram que o valor da temperatura de desnaturagdo da P-lactoglobulina
também foi maior (73,4 °C).

Nota-se ainda nas Figuras 4.5 e 4.6 que com a adicdo de soluto ocorreu um
deslocamento nos valores obtidos na temperatura de desnaturagdo. Na presenca de
sacarose, as temperaturas de desnaturagdo aumentaram, sendo que para as concentragdes de
sacarose de 5,7 € 14,2 % os valores obtidos foram 77,4 e 79,3 °C, respectivamente. No caso
da mistura KCI/NaCl, as temperaturas de desnatura¢do também aumentaram, passando para
77,2 e 78,9 °C na presenca de mistura salina com concentragdes de 0,58 e 1,21%,
respectivamente (correspondentes a forgas idnicas de 0,21 e 0,31M).

Uma vez verificado que estes solutos alteraram a estabilidade térmica da [-
lactoglobulina, um estudo sistematico da estabilidade térmica do concentrado protéico de
soro em ampla faixa de concentracdo de co-solutos foi realizado. Os resultados estdo
apresentados na Figura 4.7, na qual se encontram os valores da temperatura de inicio
(onset) e de pico do processo de desnaturagao, obtidos para o concentrado protéico do soro,
na presenca de diferentes concentracdes de sacarose. Resultados para o concentrado

protéico do soro contendo as misturas salinas (KC1/NaCl) estdo apresentados na Figura 4.8.
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Nota-se na Figura 4.7 que o aumento da concentracao de sacarose resultou no aumento
(aproximadamente linear) da temperatura de inicio e de pico de desnaturagdo. O aumento ¢
de cerca de 10 °C, quando a concentragdo de sacarose ¢ de 30 %. No caso da mistura salina,
como apresentado na Figura 4.8, também se observaram aumentos das temperaturas (inicio
e pico) na medida em que a concentragdo salina aumentou, porém, o aumento foi muito
menos dependente do aumento da concentragdo de sais, oscilando entre 77 e 82°C no
intervalo estudado na temperatura de pico e de 71 a 74 °C considerando o inicio do pico.

Pode-se verificar que ambos co-solutos levaram a um aumento da temperatura de
desnaturagdo, sendo que este aumento pode ser discutido, em termos gerais, considerando
os fatores que podem afetar a estabilidade das proteinas. A influéncia do soluto pode
ocorrer em separado ou simultaneamente pela: a) neutralizacdo das cargas das cadeias
laterais dos aminodcidos reduzindo a repulsao inter e/ou intramolecular (no caso de solutos
10nicos) e b) modifica¢des na estrutura da agua (DAMODARAN, 1988, BRAGA et al., 2006).
No caso do sistema aqui estudado, pode-se inferir que a sacarose afetou a estruturagdo das
moléculas de dgua, com conseqiiente alteracdo na conformagdo das proteinas do soro do
leite. A adicdao de agucares decresce a afinidade termodinamica das moléculas da proteina
pelo solvente (TIMASHEFF & ARAKAWA, 1988). Por outro lado, a desnaturagdo térmica de
uma proteina globular causa um aumento na area superficial exposta ao solvente, bem

como um aumento na hidrofobicidade superficial (DAMODARAN, 1996).
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Figura 4.7: Temperatura de inicio e de pico para a desnaturacdo de proteina em concentrado protéico de soro
em funcdo da concentragdo de sacarose adicionada.
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Figura 4.8: Temperatura de inicio e temperatura de pico para a desnatura¢do de proteina em concentrado
protéico de soro em fungdo da forca i6nica gerada pela adi¢dao da mistura salina KCIl/NaCl.

Ja na Figura 4.9 pode-se observar o comportamento geral das entalpias obtidas do

evento térmico quando o sistema foi adicionado de sacarose e da mistura salina KC1/NaCl.
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Com relacao aos valores de entalpia obtidos pela area do pico endotérmico (os valores de
AH sdo baseados na massa total das proteinas em solucao), estes estdo na mesma ordem de
grandeza aos determinados por Boye & Alli, 2000, que estudou a desnaturagdo térmica de
misturas de o-la ¢ B-lg. No presente estudo os valores de entalpia de desnaturagdo das
proteinas do soro indicaram pouca variacdo, oscilando com o aumento da concentracio do
acucar entre 22 e 25 J/g de proteina na amostra (Figura 4.9A). Comportamento similar
resultou com a elevacao de forca idnica do meio devido a mistura KCI/NaCl (Figura 4.9B),
em que se nota que os valores da entalpia para a mistura salina parecem ligeiramente
maiores que os obtidos com adicdo de sacarose porém, ndo houve diferenca significativa

entre elas (p<0,05).

O intuito deste estudo prévio visou compreender e complementar os comportamentos
detectados no planejamento fatorial fracionario e dessa maneira caminhar para a proxima

etapa, com o estudo dos sistemas biopoliméricos utilizando o planejamento fatorial

completo.
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Figura 4.9: Entalpia do concentrado protéico do soro quando adicionado A) de sacarose e B) da mistura salina
KCI/NaCl (forga idnica (FI) do sistema).
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4.3. Planejamento fatorial completo

Com o uso de planejamentos fatoriais completos, pode-se avaliar quantitativamente a
influéncia das varidveis mais importantes sobre as respostas de interesse, bem como suas
possiveis interacdes. Com base nas andlises obtidas com o planejamento fatorial
fraciondrio, foram definidos quais componentes deveriam ser estudados nessa etapa, que
foram: as concentracdes de caseinato de sodio, de concentrado protéico do soro, de
carragena e de sacarose. Na avalia¢do das varidveis de processo, a temperatura de mistura
dos componentes foi a que exerceu maior efeito nos resultados dos ensaios de ruptura
(Figuras 4.2 e 4.3) e de relaxacdo de tensdes (Tabelas 4.5 e 4.6), sendo esta a quinta e
ultima varidvel a compor o planejamento fatorial completo. Dessa maneira, o planejamento
fatorial completo apresentava cinco varidveis independentes, ou seja, 2° ensaios (32
ensaios) mais 10 pontos axiais e 4 pontos centrais, totalizando 46 formulacdes. Um
segundo planejamento completo foi realizado, em que a varidvel concentracao de sacarose
foi substituida pela for¢a idnica, sendo esta controlada pela relacdo entre a concentragdo e
propor¢ao dos sais KCI/NacCl.

Quanto as demais condi¢des de processo, ou seja, o tempo de mistura e a velocidade de
agitacdo, estas foram fixadas nos valores definidos no ponto central do planejamento
fatorial fraciondrio (17,5 minutos e 188 rpm, respectivamente). Com relagdo a velocidade
de compressao a ser utilizada nas andlises a altas deformagdes, optou-se por 1mm/s, sendo
essa velocidade bastante utilizada na literatura (RIBEIRO, et al. 2004, TAKEUCHI, 2003,
BRrAGA, 2002) e também por mostrar boa correlagdo com avaliagdo sensorial (WIUM et al.
1997) de alguns produtos lacteos. Com relacdo ao estudo de relaxacdo de tensdes, o

procedimento de condugdo dos ensaios ndo foi alterado.
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4.3.1. Ensaio de ruptura - géis com adicao de sacarose

Na Tabela 4.7 sao mostrados os resultados de propriedades mecanicas das diferentes
formulacdes estudadas e na Figura 4.10 estdo apresentados os efeitos lineares das varidveis
independentes sobre os resultados de tensdo na ruptura, deformacdo na ruptura, médulo de
elasticidade e do moédulo de ruptura (Tabela 4.7) para os sistemas de biopolimeros com
sacarose obtidos através da andlise do planejamento fatorial completo.

Pode-se observar que a tensdao na ruptura foi influenciada positivamente pelas
concentracoes de caseinato de sédio e carragena (Figura 4.10A), enquanto que o
concentrado protéico do soro (CPS) exerceu efeito negativo sobre esta propriedade,
semelhantemente ao que havia sido observado no planejamento fatorial fraciondrio. Nota-se
ainda que a carragena foi a varidvel de maior contribui¢do no aumento da tensao na ruptura
ou dureza do gel, seguida do caseinato de sédio. Estatisticamente, a sacarose e a
temperatura de mistura ndo foram varidveis significativas sobre a tensio na ruptura dos géis
com agucar. Comportamento semelhante foi obtido com os efeitos significativos sobre os
moédulos de elasticidade e de ruptura (Figura 4.10C e D). A carragena também foi a
varidvel de maior influéncia sobre a deformagdo na ruptura (Figura 4.10B), sendo esta
positiva. Também com efeito positivo, a sacarose influenciou na €.p, enquanto que as
concentragdes de caseinato de sédio e de CPS mostraram efeitos negativos, levando a
diminui¢io da deformabilidade do sistema. E interessante notar que as varidveis que
exerceram efeito significativo sobre as propriedades mecanicas foram somente as de
composi¢do dos géis, que foram as que apresentaram os maiores efeitos no estudo do
planejamento fraciondrio. Considerando-se a Tabela 2.1 que classifica as curvas de tensdo-

deformacao obtidas por compressdao uniaxial (KAVANAGH & ROSS-MURPHY, 1998) em
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categorias de material, pode-se concluir através de comparacdo que as caracteristicas dos

géis avaliados estariam entre macio e moderadamente consistente.

Tabela 4.7: Propriedades mecanicas dos géis lacteos acidificados com adi¢do de sacarose. Respostas do
planejamento fatorial completo 2°.

Varidveis Tensdo na Deformacdo | Méddulo de Modulo de
rintura (kPa) na rantira elagticidade | rintnra (kPa)
CAS CPS CAR SAC T
1 -1 -1 -1 -1 -1 13,79 0,41 42,65 33,63
2 1 -1 -1 -1 -1 29,04 0,53 71,24 54,79
3 -1 1 -1 -1 -1 17,41 0,47 54,11 37,04
4 1 1 -1 -1 -1 21,88 0,57 51,59 38,39
5 -1 -1 1 -1 -1 28,54 0,56 66,91 50,96
6 1 -1 1 -1 -1 43,28 0,47 119,10 92,09
7 -1 1 1 -1 -1 36,02 0,45 61,36 80,04
8 1 1 1 -1 -1 49,32 0,44 136,57 112,09
9 -1 -1 -1 1 -1 20,96 0,41 78,87 51,12
10 1 -1 -1 1 -1 32,15 0,39 116,79 82,44
11 -1 1 -1 1 -1 13,70 0,34 51,13 40,29
12 1 1 -1 1 -1 21,28 0,36 32,13 59,11
13 -1 -1 1 1 -1 18,22 0,56 49,68 32,54
14 1 -1 1 1 -1 45,85 0,62 102,12 73,95
15 -1 1 1 1 -1 25,62 0,47 79,79 54,51
16 1 1 1 1 -1 49,62 0,50 131,31 99,24
17 -1 -1 -1 -1 1 20,23 0,45 63,17 44,96
18 1 -1 -1 -1 1 24,42 0,43 66,26 56,79
19 -1 1 -1 -1 1 13,30 0,39 49,69 34,10
20 1 1 -1 -1 1 14,87 0,39 55,56 38,13
21 -1 -1 1 -1 1 30,23 0,56 70,64 53,98
22 1 -1 1 -1 1 38,08 0,38 133,87 100,21
23 -1 1 1 -1 1 32,50 0,62 74,84 52,42
24 1 1 1 -1 1 16,55 0,26 80,67 63,65
25 -1 -1 -1 1 1 35,11 0,57 86,56 61,60
26 1 -1 -1 1 1 24,83 0,40 72,52 62,08
27 -1 1 -1 1 1 14,23 0,44 41,58 32,34
28 1 1 -1 1 1 25,76 0,42 72,01 61,33
29 -1 -1 1 1 1 54,53 0,67 122,82 81,39
30 1 -1 1 1 1 42,78 0,58 94,24 73,76
31 -1 1 1 1 1 25,76 0,58 44,88 44,41
32 1 1 1 1 1 18,57 0,52 51,63 35,71
33 | 2,38 0 0 0 0 6,20 0,44 15,06 14,09
34 | 2,38 0 0 0 0 18,15 0,35 65,30 51,86
35 0 -2,38 0 0 0 34,15 0,65 70,14 52,54
36 0 2,38 0 0 0 23,74 0,56 59,28 42,39
37 0 0 -2,38 0 0 11,67 0,40 24,64 29,18
38 0 0 2,38 0 0 47,50 0,61 110,12 717,87
39 0 0 0 -2,38 0 25,68 0,48 118,88 53,50
40 0 0 0 2,38 0 37,76 0,68 54,74 55,53
41 0 0 0 0 -2,38 26,97 0,50 75,26 53,94
42 0 0 0 0 2,38 35,22 0,55 86,88 64,04
43 0 0 0 0 0 53,40 0,51 128,23 104,71
44 0 0 0 0 0 52,70 0,52 126,35 101,35
45 0 0 0 0 0 53,05 0,51 127,29 104,02
46 0 0 0 0 0 53,40 0,51 128,23 104,71
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Figura 4.10: Efeitos lineares significativos (p < 0,05) das varidveis independentes dos sistemas acidificados de
biopolimeros com adi¢do de sacarose sobre (A) tensdo na ruptura, (B) deformag@o na ruptura, (C) médulo de
elasticidade, e (D) médulo de ruptura. Onde CAS - concentragdo de caseinato de s6dio, CPS - concentra¢do de
concentrado protéico de soro, CAR - concentra¢do de carragena, SAC — concentraciio de sacarose.
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Para melhor compreender as tendéncias e interagdes ocorridas neste sistema complexo,
a partir da avaliacdo do planejamento experimental completo, foram gerados modelos
matematicos em que se utilizou um modelo polinomial de segunda ordem (Equacao 3.7).

Os valores dos coeficientes das varidveis significativas e intera¢des ocorridas na
andlise da tensdo na ruptura, deformacgdo na ruptura e médulos de elasticidade e de ruptura
encontram-se na Tabela 4.8. Através da analise de varidncia (ANOVA) foi verificada a
significancia dos modelos matematicos, dentro do limite de confianca de 95%. Nas Tabelas
49, 4.10, 4.11 e 4.12 encontra-se a ANOVA dos modelos obtidos para as quatro
propriedades mecanicas estudadas. Pode-se constatar que os modelos obtidos sao
estatisticamente validos, pois o valor de f.,iculado (fcal) sempre foi maior que o fiapelado (ftab),
o que possibilitou gerar as superficies de respostas, que estdo apresentadas nas Figuras 4.11
e 4.12 para tensdo na ruptura (Gnp), 4.13, 4.14 e 4.15 para deformagdo na ruptura (€rp),
4.16 para médulo de elasticidade (E) e 4.17 para o médulo de ruptura (Rup). Além disso, o
coeficiente de correlacdo, R foi razodvel, sendo maior que 0,79 para todos os modelos.

Observa-se que a tensdo na ruptura (Onp) foi influenciada fortemente pelas
concentracdes de carragena e caseinato de s6dio (CN-Na), sendo que a primeira apresentou
efeitos linear e quadrético, enquanto a segunda além do quadrético, também mostrou
interacdo com a temperatura (Tabela 4.8). A concentracdo de concentrado protéico do soro
também apresentou efeitos linear, quadratico e de interacdo com a temperatura. De acordo
com os valores significativos obtidos, o efeito linear da concentracdo da carragena foi o

maior responsavel pelo fortalecimento da rede do gel.
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Tabela 4.8: Valores dos coeficientes significativos dos modelos matemédticos codificados das propriedades
mecanicas dos sistemas de biopolimeros com adi¢cdo de sacarose (p<0,05). Onde: b; s@o os coeficientes da
regressdo com os sub-indices, 1 — concentracdo de caseinato de sddio, 2 - concentragdo de CPS, 3 -
concentra¢do de carragena, 4 - concentra¢do de sacarose, 5 - T(°C) de mistura dos componentes € Y - tensdo

na ruptura, deformagdo na ruptura, médulo de elasticidade ou médulo de ruptura.
Y
Tensao na ruptura Deformacao na Moédulo de Moédulo de ruptura
Coeficientes (kPa) ruptura Elasticidade (kPa)
(kPa)
by 52,89 0,514 127,74 104,48
bl 2,92 -0,021 10,81 9,45
5 b2 -3,01 0,024 -7,26 -
£ b3 6,87 0,041 14,26 9,33
= b4 - 0,022 - -
b5 - - -
bll -7,39 -0,027 -15,34 -12,20
2 b22 443 ; 11,02 29,63
}g b33 -4,32 - -10,54 -8,58
5, b44 3,94 - 7,11 8,41
b55 -4,10 - -8,13 -7,54
b12 - - -
bl13 - 0,022 - -
bl4 - - - -
s bl5 4,32 -0,035 - -4,55
lg,, b23 - - - -
5 b24 - - - -
= b25 -3.49 . . -6,98
b34 - 0,033 - -6,91
b35 - - - -
b45 - 0,029 - -

Tabela 4.9: Andlise de varidncia do modelo matemdtico obtido para a tensdo na ruptura do planejamento

fatorial completo com adi¢do de sacarose.

Fonte Soma Graus Média fecalc ftab
de variag@o Quadratica de liberdade Quadratica

Regressio 7,10 10% 10 709,64 25,21 2,11
Residuos 9,85 10" 35 2,81 10"

Erro 985,20 35

Total 8081,59 45

R’= 0,82

R= 0,91

Tabela 4.10: Analise

de variancia do modelo matemdtico obtido para a deformacdo na ruptura a partir do
lanejamento fatorial completo com adi¢do de sacarose.

Fonte Soma Graus Média fcalc ftab
de variag@o Quadritica de liberdade Quadriatica

Regressio 2,94 10" 9 0,03 10,51 2,15
Residuos 1,1210" 36 3,1110°

Erro 0,11 36

Total 0,41 45

R’= 0,72

R= 0,85
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Tabela 4.11: Andlise de varidncia do modelo matemético obtido para o médulo de elasticidade a partir do

lanejamento fatorial completo com adicdo de sacarose.

Fonte Soma Graus Média fcalc ftab
de variag@o Quadritica de liberdade Quadritica

Regressao 2,97 10+ 8 3714,48 7,71 2,20
Residuos 1,78 10™ 37 4,8210"

Erro 17821,52 37

Total 47537,36 45

R’= 0,63

R= 0,79

Tabela 4.12: Andlise de varidncia do modelo matemadtico obtido para o médulo de ruptura a partir do

lanejamento fatorial completo com adi¢do de sacarose.

Fonte Soma Graus Média fcalc ftab
de variag@o Quadritica de liberdade Quadriatica

Regressao 2,13 10+ 10 2127,89 14,94 2,11
Residuos 4,98 10" 35 1,42 10"

Erro 4983,70 35

Total 26262,61 45

R’= 0,81

R= 0,90

Para melhor visualizacdo dos efeitos ocorridos na tensdo de ruptura, foram construidas
superficies de respostas obtidas a partir da combina¢do entre os componentes, que
mostraram efeitos significativos nao lineares. Inicialmente, na Figura 4.11, foi avaliado o
comportamento das duas proteinas do sistema, ou seja, a interagdo entre o caseinato de
sédio e o concentrado protéico do soro (CPS), em que estdo apresentadas as superficies
geradas para a tensdo na ruptura (Gnp) em fungdo dessas varidveis com variagdo da
temperatura (30, 55 e 80°C).

Nota-se que com o aumento da temperatura, de maneira geral, os valores de tensdo na
ruptura diminuiram, porém € notdrio que o ponto de maxima tensdo se deslocou para
menores valores de concentracdo de CPS, a medida que a temperatura de tratamento
térmico aumentou. O efeito negativo da concentracdo do concentrado protéico do soro
sobre todas as propriedades avaliadas foi um fato marcante, tanto na andlise do

planejamento fatorial fraciondrio como no completo.
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Figura 4.11: Superficies de resposta na andlise da tensdo na ruptura. Comportamento das varidveis caseinato de
sédio (CAS) e concentrado protéico do soro (CPS) com a varidvel temperatura (T) a) (30°C), b) (55°C) e ¢) (80°C).
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Esperava-se que a colaboracdo do CPS fosse positiva na formacdo de géis, como
relatado em vdrios estudos, pois as proteinas se agregam de maneira irreversivel via
ligacdes covalentes e nao-covalentes devido as mudangas conformacionais que ocorrem nas
mesmas durante o aquecimento (VERHEUL & ROEFS, 1998). Géis de proteina do soro
formados sob a ac¢do do calor sdo mais rigidos que os formados por acidificacdo, como foi
constatado por Ju & Kilara (1988), a partir de resultados obtidos em compressdo. No
entanto, € possivel que esse efeito negativo possa estar associado a formacao de agregados
de elevada massa molar de proteinas do soro durante o tratamento térmico. Estes agregados
favorecem a separagdo entre os biopolimeros, o que acaba dificultando as interagdes das
proteinas do soro com a caseina e desta com a carragena, enfraquecendo a rede principal.
Nesta figura também pode ser observado que maiores valores de concentragao de caseinato
de sodio levaram a uma rede mais forte, sendo que o ponto de maxima tensio variou com a
temperatura de tratamento térmico.

Na Figura 4.12 podem ser visualizados os efeitos das demais varidveis sobre a tensao
na ruptura. Nessa figura, podem ser observados os valores dos pontos de maxima tensao na
ruptura nas interacdes entre a carragena com o caseinato de sédio (4.12a), com a sacarose
(4.12b) e com a temperatura de tratamento térmico (4.12c), considerando as demais
varidveis com valores no ponto central. Nota-se, na Figura 4.12a, que os maiores valores de
tensdo na ruptura foram obtidos quando a concentracido de caseinato de sddio estd faixa de
6 a 8%, e a de carragena no valor midximo estudado (em torno de 1%), ou seja, na

concentracdo mixima permitida pela legislacdo vigente.
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Figura 4.12: Superficies de resposta na andlise da tensdo na ruptura. Comportamento da carragena (CAR) com
a) caseinato de sédio (CAS), b) sacarose (SAC) e ¢) temperatura de tratamento térmico (T).
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Nesse estudo, estatisticamente ndao foram detectados efeitos de interagdo entre o
caseinato de so6dio (CN-Na) e a carragena, porém varios estudos constatam a afinidade
entre esses componentes. Estudos realizados por Ribeiro er al. (2004) com caseinato de
sodio e a carragena mostraram interacdes entre esses componentes, de forma a promover o
fortalecimento da rede do gel.

Provavelmente as interagdes que ocorrem entre a K-carragena e o caseinato de sédio
sdo de origem eletrostdtica (SNOEREN ef al., 1975, DALGLEISH, & LAW,1998) ou ainda esse
efeito pode ser ocasionado pela formagdao de um gel fraco de carragena que mantém a
casefna presa na rede polimérica (BOURRIOT et al., 1999). Como as interacdes entre as
proteinas do leite sdo devido a formacdo de agregados entre o caseinato de sddio e
proteinas do soro, provavelmente estes ficam aprisionados na rede de carragena (TZIBOULA
& HORNE, 1999), estruturando a rede polimérica.

Outro ponto a ser considerado é que o miximo de tensdo na ruptura ocorre com O
caseinato de s6dio na concentragdo intermedidria, como observado por outros autores
(RIBEIRO et al., 2004), porém nas maiores concentragdes de carragena. Isso pode estar
indicando que partir de determinada concentragdao hd um excesso de polimeros que leva a
sua exclusdo e enfraquecimento do gel.

Na Figura 4.12 b pode-se ver o efeito da sacarose, que colaborou na estrutura do gel de
forma a deixd-lo com os maiores valores de tensao na ruptura, a medida que a concentragao
do acucar aumentava, este efeito foi mais pronunciado na maior concentragdo do
polissacarideo. Ja na Figura 4.12¢ pode-se verificar que os maiores valores de tensdao foram
observados com temperaturas de tratamento térmico entre 40 e 60°C.

Neste trabalho, em que se acidificou o sistema pelo uso de GDL, variou-se a

83



temperatura de mistura e que também se adicionou sacarose, observou-se que o
entendimento das interacdes € mais complexo que para sistemas modelo com menor
nimero de varidveis. Existem alguns estudos relacionados ao efeito dos agucares na
desnaturagdo e propriedades funcionais das proteinas do soro (KULMYRZAEV et al, 2000;
SPIEGEL, 1999), mostrando que a adi¢ao de sacarose diminui a capacidade de gelificagcdo e
aumenta a temperatura de inicio de gelificacdo da P—lactoglobulina (B-Lg) (YAMUL &
LUPANO, 2003). SINGH ef al (1996), relataram que apés tratamento térmico a 90°C por 10
min, a B-Lg se complexa com a caseina (em pHs inferiores a 6,9), devido a intera¢do com a
K-caseina por pontes dissulfeto.

A concentragdo de sacarose intensificou a estrutura do sistema, como também
observado por Dickinson & Merino (2002). Esse aumento na forca do gel pode ser
resultado de uma distribuicdo mais homogénea do material protéico ao longo da cadeia do
polissacarideo e, das interagdes ocorridas entre a rede de carragena e os agregados protéicos
(HEERTIE, 1993), ou, provavelmente, estd no fato de que as ligacdes caseinato de sédio-
caseinato de sédio e caseinato de sddio-carragena foram mais efetivas com a hidratagao
preferencial da proteina na presenca de sacarose. Nesse caso o agucar € excluido do contato
com a superficie da proteina, possibilitando o aumento destas ligacdes (FARRELL & MORA-
GUTIERREZ, 2000).

Na Figura 4.13 estdo apresentadas as superficies geradas para a deformacao na ruptura,
que foram obtidas pela combinacdo das varidveis significativamente importantes nesta
propriedade, ou seja, efeitos significativos mostrados na Tabela 4.8. Por esta tabela nota-se

que a carragena foi a varidvel que exerceu efeito mais expressivo sobre a deformabilidade,
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Figura 4.13: Superficies de resposta na andlise da deformac@o na ruptura (p<0,05). Comportamento das
varidveis concentra¢cdo de concentrado protéico do soro (CPS) e caseinato de sédio (CAS), com a
concentracdo de carragena (CAR) em a) 0% b) 0,65% e c) 1% (p/p).
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provavelmente porque mostra interagdes com o CN-Na e, principalmente porque apresenta
o maior efeito linear.

Na Figura 4.13, nota-se que em geral, os valores de deformabilidade aumentam com o
aumento da concentragdo de carragena, porém diminuem com o aumento dos teores de CPS
e de CN-Na. A formacgao desse gel estd ligada a acidificacdo do meio e sua agdo direta no
estabelecimento de uma rede de caseinato e/ou CPS, porém a acdo da temperatura sobre a
carragena e as proteinas do soro também siao fundamentais para a for¢a e deformabilidade
destes géis. Assim, estes resultados indicam a forte relevancia da carragena nas interacoes
observadas.

As proteinas do soro complexadas pelo calor poderiam interagir com CN-Na,
formando uma mistura de agregados recobertos com proteina do soro (VASBINDER &
KRUIF, 2003). No entanto, como a maxima deformabilidade esta também associada as
menores concentragdes de CPS, parece confirmar que esta proteina nao estd participando da
rede principal, apesar de que a maior parte destas (B-Lg) estd abaixo do seu pl, e poderia
formar complexos com a carragena. Isso sugeriria a maior afinidade deste polissacarideo
pelo caseinato de sédio, que por outros componentes do sistema.

Quando se avalia o comportamento do CN-Na com a carragena, na Figura 4.14 a, b e c,
observa-se que o aumento da concentracdo do polissacarideo ¢ a maior responsavel pela
elasticidade do sistema. O aumento da concentracao de caseinato de sddio colaborou com a
diminui¢do da deformabilidade a altos valores da concentracdo de carragena, porém a
baixas concentracdes do polissacarideo, o comportamento foi inverso. No primeiro caso
esse fato pode ser atribuido ao predominio dos agregados protéicos formados pela acao

acida, caracteristica de géis particulados (HORNE, 1999) na rede tridimensional (obtida pelo
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Figura 4.14: Superficies de resposta na andlise da deformacdo na ruptura (p<0,05). Comportamento das

varidveis concentragdes de caseinato de sédio (CAS) e carragena (CAR) em a) 0% de sacarose b) 10% de
sacarose e ¢) 20% de sacarose.

87



modelo na Tabela 4.8) e uma possivel micro separag¢do de fases. Isso pode ser corroborado
pelo fato de que na menor concentracdo do polissacarideo, os maiores valores de
deformacao ocorreram a maiores concentragdes de proteina. Neste caso, a rede principal
deve ser formada da proteina (CN-Na), enquanto que no primeiro caso a rede seria de
carragena com a proteina aprisionada. Nota-se que no valor superior de concentracdo de
sacarose sdo obtidos os maiores valores de deformacdo, desde que a concentracdo de
carragena também seja méaxima (Figura 4.14), devido a um provavel favorecimento da
formacdo da rede biopolimérica com a diminuicdo das interacdes destes com a dgua
(interagdo preferencial sacarose-dgua). A presenca de sacarose que interage
preferencialmente por pontes de hidrogénio com a 4gua presente devido a sua alta
hidrofilicidade, favoreceu as interagdes biopoliméricas quando a concentragcao de caseinato
era baixa e a de carragena alta. De maneira similar, o aumento da concentracdo de proteina
elevou a deformabilidade do sistema na presen¢a de menor concentra¢ao de polissacarideo,
e este efeito ficou menos pronunciado com a elevacdo da concentracdo de sacarose. Este
fato poderia estar associado a um aumento das interacdes proteina-proteina, que nessas
condic¢des formaria um gel mais particulado e quebradigo.

Observa-se também que o decréscimo da temperatura na mistura (Figura 4.15) facilitou
as interagdes proteina-proteina, proteina-polissacarideo ou polissacarideo-polissacarideo.
Este efeito da temperatura parece estar associado especialmente a este dltimo caso, devido a
formacdo de hélices em estado ordenado que deve ser responsdvel pele rede principal
(Spagnuolo, et al., 2005). Tal influéncia foi mais pronunciada a mais elevada concentracao
de sacarose, devido ao aumento do efeito de hidratacdo preferencial (FARRELL & MORA—

GUTIERREZ, 2000), j4 comentado anteriormente.
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Figura 4.15: Superficies de resposta na andlise da deformac@o na ruptura (p<0,05). Comportamento das

varidveis concentracdes e da carragena (CAR) com a temperatura de mistura (TEMP) em a) 0% de sacarose
b) 10% de sacarose e ¢) 20% de sacarose.
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Na Figura 4.16 encontram-se as superficies geradas para o médulo de elasticidade, em
que se pode observar o comportamento das varidveis concentrado protéico do soro (CPS) e
caseinato de sodio (Figura 4.16a), caseinato de sédio e carragena (Figura 4.16b), sacarose e

carragena (Figura 4.16 c¢) e carragena e temperatura (Figura 4.16d).
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Figura 4.16: Superficies de resposta (p<0,05) na andlise do médulo de elasticidade. Comportamento das
varidveis a) concentrado protéico do soro (CPS) e caseinato de sédio (CAS), b) caseinato de sédio (CAS) e a
carragena (CAR), c) sacarose (SAC) e a carragena (CAR) e d) carragena (CAR) e a temperatura de mistura
(TEMP).

Nota-se que o mddulo de elasticidade foi fortemente influenciado pelas concentracdes
do caseinato de sodio e carragena até uma determinada concentragcao, porém vale ressaltar

que todas as varidveis apresentaram efeitos quadraticos. Os maiores valores do médulo de
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elasticidade estdo na faixa de concentracdes entre 6-8% de caseinato de sédio, 1,27-1,75%
de CPS, superior a 0,65% de carragena e ao redor de 10% de sacarose. Além disso, a
temperatura entre 55 e 65°C levou aos maiores valores de médulo de elasticidade. E
interessante observar que esses valores foram os aplicados no ponto central do
planejamento experimental. Os componentes biopoliméricos atuaram de modo a fortalecer
a rede formada e suportar maiores valores de tensdo em baixas deformagdes, sem sofrer
danos estruturais irreversiveis.

Como a carragena foi o componente que mais influenciou nos valores do médulo de
elasticidade, esse fato pode estar relacionado a elevada resisténcia a baixas deformagdes em
compressao dos agregados de carragena-caseinato de sédio e de carragena-carragena, o que
também foi observado em condi¢des de ruptura. Ou seja, a caracteristica dos efeitos obtidos
sobre o médulo de elasticidade foi similar a da tensdo na ruptura, mostrando que a rigidez
dos géis a altas e baixas deformagdes segue comportamentos similares.

Outro parametro estudado foi o médulo de ruptura, obtido pela razio entre a tensdo e a
deformacdo em condi¢des de fratura do gel. Seguindo a mesma linha de avaliagdo
relacionada aos principais efeitos ocorridos, na Figura 4.17, pode-se observar o
comportamento das proteinas do sistema com o aumento da temperatura de mistura nessa
propriedade. Verifica-se que o médulo de ruptura diminuiu com o aumento da temperatura,
como detectado na andlise da tensdo na ruptura. Porém, é possivel observar que o maior
valor do médulo de ruptura se deu nas maiores concentracoes de biopolimeros e de
sacarose.

Todos os resultados indicam que o acticar modificou as interagdes entre a proteina e o
polissacarideo ou estabilizou a proteina em termos da sua conformacdo, estado de

agregacao e interacdo proteina-solvente como sugerido por Arakawa & Timasheff (1982).

91



200
z z
g G
2 g
7 g
a
g g w
é 2
Z 2
| % e
£ £ R
I 4,341
[ 16,569 I 6,331
[ 28796 [ 21,039
141,023 25247
I 53,251 [ 49,455
B 65470 SO I 63562
B 77,705 B 77570
I 59,932 B 92078
Il =hove Il =hove
a b
Z Z
a a
¢ ¢
7} 7}
g g
é é
Z Z
K] K]
= =
I 3875 B 7,307
17344 121633
120813 125960
I 44,282 [ 50,287
B 57,751 B 64513
I 71,220 I 75,340
[ ek B 93,267
Il =hove Il =hove

Figura 4.17: Superficies de resposta (p<0,05) na andlise do médulo de ruptura. Comportamento das varidveis
concentrado protéico do soro (CPS) e caseinato de sédio (CAS) em: a) com a temperatura a 44,5°C, b) com a

temperatura a 55 °C, ¢) com a temperatura a 65,5 °C e d) da carragena (CAR) com a sacarose (SAC) a
temperatura de 55 °C.

Segundo Dickinson & Merino (2002), o que acontece quando se adiciona acgiicar em
um sistema lacteo, € um aumento na interacdo proteina-proteina, ou seja: (i) aumento da
atracdo entre as moléculas das proteinas do soro, (ii) uma forte interacao eletrostatica entre
as moléculas de caseina causada pela adicao de actcares e (iii) uma correspondente forca

atrativa das interagdes proteina-proteina no caseinato. As forcas interativas mais

importantes em géis dcidos de caseina sao provavelmente as hidrofébicas.
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Em estudos com agucares de baixa massa molecular, em particular a sacarose, sao
relatadas mudangas nas propriedades funcionais da caseina e sua capacidade de interacdo
com outros ingredientes: (a) aumento da solubilidade do caseinato de s6dio préximo do seu
ponto isolétrico (ANTIPOVA & SEMENOVA, 1995); (b) aumento na compatibilidade
termodindmica da caseina com o polissacarideo em baixas concentracdoes (ANTIPOVA &
SEMENOVA, 1995; SCHORSCH et al., 1999, RIBEIRO et al., 2004); (c) aumento na atividade
superficial do caseinato de so6dio na interface ar-dgua (ANTIPOVA et al., 1999); (d) um
substancial aumento na capacidade de formagao de gel de caseinato de s6dio (DICKINSON &
MERINO, 2002) e (e) um marcante aumento na viscosidade de géis acidos de caseina,
devido ao efeito da sacarose na auto-associagdo do caseinato de sédio (BELYAKOVA et al.,
2003).

Por outro lado, o efeito da sacarose sobre a carragena estd associado a diminui¢do das
interacdes polissacarideo-solvente devido a competicdo da sacarose pela dgua levando ao
aumento das interacdes das hélices do biopolimero e fortalecendo a rede do gel (DOYLE et
al., 2006).

O efeito negativo da concentragdo de CPS na dureza, firmeza e elasticidade dos géis
nesse estudo pode estar associado a desnaturagdo parcial da P-lactoglobulina (SPIEGEL,
1999) com a adic¢ao de sacarose, levando a uma formacao dessa rede protéica de gel mais
fraco. Outra explicacdo possivel para esse efeito negativo da concentracdo do CPS nas
propriedades mecanicas do gel lacteo pode ser a forte interacdo entre o caseinato e a
carragena, com a diminui¢do interativa desse biopolimero com o CPS (TzBouLA &
HORNE, 1999) ou simplesmente sua exclusio da rede elastica, devido a formacdo de

agregados de elevada massa molar.
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4.3.2. Ensaios de Ruptura - Géis com adicao de Sal (KCIl/NaCl)

O aspecto visual dos géis em que se adicionou a mistura de KCI/NaCl foi totalmente
diferente dos géis com sacarose e dos géis sem adicao de acticar, mostrando-se muito mais
particulados. Comparando-se os resultados das propriedades mecanicas dos géis com
adicdo de sacarose (Tabela 4.7) ou sal (Tabela 4.13) em cada formulacdo € possivel
verificar que os com sal foram muito inferiores quanto a tensdo de ruptura, médulo de
elasticidade e o médulo de ruptura, enquanto que a deformagdo nao diferiu tdo fortemente,
apesar de serem um pouco menor. O fragil gel formado com a adicdo de sal, em
comparacdo com os que tiveram adicdo de sacarose, provavelmente ocorreu pelas ténues
interacdes ocorridas nesse sistema complexo, em funcdo do aumento da forca ionica.

Quatro das formulagdes preparadas com sais (ensaios 9, 12, 13 e 15) ndo formaram
géis auto-sustentdveis impossibilitando a realizacdio dos ensaios de ruptura. Essas
formula¢des possuiam em comum a mesma temperatura de mistura (44,5 °C) e forga idnica
(0,31M) (niveis -1 e +0,53), as quais correspondiam a menor temperatura e a maior for¢a
ionica do planejamento principal, respectivamente. No ensaio 40, mesmo com a maior
forca ionica estudada (0,34M), a combinagdo das varidveis nesse caso, possibilitou a
realizagdo dos ensaios mecanicos. Por outro lado, as formulagdes 14, 16 e 41 mostraram
duas fases, porém gelificadas. Em recentes estudos, o mecanismo de deplecdo-floculacdo é
sugerido para explicar a separacdo de fases em sistemas envolvendo caseina-carragena,
devido a transi¢do ordenada/desordenada do polissacarideo (SCHORSCH et al., 2000), e isto

aparentemente ocorre quando a carragena estd ordenada, como € o caso deste trabalho.
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Tabela 4.13: Propriedades mecanicas dos géis lacteos acidificados com adicdo da mistura salina

(KCI/NaCl). Respostas do planejamento fatorial completo 2° .

Varidveis Tensdona | Deformagdo | Mddulo de | Mddulo de
ruptura naruptura | elasticidade ruptura

CAs | CPS | CAR | SAC/FI T (kPa) (kPa) (kPa)
1 -1 -1 -1 -1/7-1 -1 4,35 0,22 16,26 19,77
2 1 -1 -1 -1/7-1 -1 3,83 0,34 22,26 11,26
3 -1 1 -1 -1/-1 -1 2,44 0,26 15,37 9,38
4 1 1 -1 -1/-1 -1 391 0,39 16,79 10,03
5 -1 -1 1 -1/-1 -1 3,62 0,18 16,44 20,11
6 1 -1 1 -1/7-1 -1 3,82 0,33 18,29 11,58
7 -1 1 1 -1/-1 -1 2,8 0,21 18,2 13,33
8 1 1 1 -1/-1 -1 4,5 0,33 16,72 13,64
9 -1 -1 -1 1/0,53 -1 - - - -
10 1 -1 -1 170,53 -1 0,48 0,43 0,45 1,12
11 -1 1 -1 1/0,53 -1 0,68 0,4 1,64 1,70
12 1 1 -1 1/0,53 -1 - - - -
13 -1 -1 1 1/0,53 -1 - - - -
14 1 -1 1 1/0,53 -1 1,97 0,66 0,78 2,98
15 -1 1 1 1/0,53 -1 - - - -
16 1 1 1 1/0,53 -1 3 0,26 2,86 11,54
17 -1 -1 -1 -1/-1 1 15,97 0,4 45,86 39,93
18 1 -1 -1 -1/-1 1 12,11 0,3 43,39 40,37
19 -1 1 -1 -1/-1 1 14,04 0,42 43,40 33,43
20 1 1 -1 -1/-1 1 12,85 0,27 38,50 47,59
21 -1 -1 1 -1/-1 1 13,23 0,23 40,31 57,52
22 1 -1 1 -1/-1 1 12,12 0,26 47,09 46,62
23 -1 1 1 -1/-1 1 14,71 0,39 41,13 37,72
24 1 1 1 -1/-1 1 10,85 0,31 42,07 35,00
25 -1 -1 -1 1/0,53 1 0,5 0,16 12,87 3,13
26 1 -1 -1 1/0,53 1 1,54 0,28 14,87 5,50
27 -1 1 -1 1/0,53 1 0,55 0,22 14,10 2,50
28 1 1 -1 1/0,53 1 1,12 0,31 15,70 3,61
29 -1 -1 1 1/0,53 1 1,05 0,22 17,77 4,777
30 1 -1 1 1/0,53 1 0,97 0,27 15,85 3,59
31 -1 1 1 1/0,53 1 1,57 0,21 12,58 7,48
32 1 1 1 1/0,53 1 2,87 0,31 15,44 9,26
33 |-2,38 0 0 0/0 0 1,75 0,05 6,00 35,00
34 2,38 0 0 0/0 0 2,12 0,38 13,84 5,58
35 0 -2,38 0 0/0 0 2,08 0,23 31,35 9,04
36 0 2,38 0 0/0 0 3,15 0,28 18,66 11,25
37 0 0 -2,38 0/0 0 0,64 0,32 3,90 2,00
38 0 0 2,38 0/0 0 1,15 0,29 6,98 3,97
39 0 0 0 |-2,38/-247 0 33,52 0,48 108,78 69,83
40 0 0 0 2,38/1,06 0 0,98 0,29 13,16 3,38
41 0 0 0 0/0 -2,38 1,28 0,4 3,18 3,20
42 0 0 0 0/0 2,38 9,7 0,33 32,08 29,39
43 0 0 0 0/0 0 1,1 0,24 5,86 4,58
44 0 0 0 0/0 0 1,11 0,24 5,86 4,63
45 0 0 0 0/0 0 1,11 0,23 5,86 4,83
46 0 0 0 0/0 0 1,11 0,23 5,89 4,83
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De acordo com o mecanismo de deplecao-floculacdo, a carragena seria excluida do
espaco entre as moléculas de caseinato e proteinas do soro que estariam agregadas, devido
ao processo de acidificagdo e/ou desnaturagdo térmica das proteinas do CPS. Esse processo
¢ facilitado quando as concentracdes dos biopolimeros sao altas, sendo que de fato a
separacdo foi observada em formulacdes contendo a maxima concentragdo estudada de
caseinato de sddio e carragena. Além disso, o aquecimento moderado deste sistema também
favorece as interacdes hidrofébicas e o aumento da forca idnica reduz a formacdo de
interacOes eletrostaticas (TURGEON & BEAULIEU, 2001), o que deve ter facilitado a
separacdo de fases. O fato de ter sido observada separacdo de fases quando a carragena esta
no estado ordenado contrapde os resultados obtidos por Bourriot et al., (1999), que
observaram separacdo de fases entre micelas de caseina e carragena quando o
polissacarideo estava na forma espiralada (“coil”), independente da forca i6nica do meio.
No entanto, estes autores estudaram as micelas de caseina que possuem massa molar muito
maior que o caseinato de sédio e, portanto mais propenso a separacdo de fases. Porém, a
baixa temperatura de mistura nao influenciou somente a conformagdo do polissacarideo,
mas também a desnaturacdo das proteinas do soro. Nessas condicdes, as proteinas do soro
nao exporiam grupos que estariam contribuindo em manter uma estrutura mais uniforme do
gel, o que poderia dificultar a separacao macroscépica de fases.

Os efeitos lineares referentes a andlise de tensdo na ruptura, deformacdo na ruptura e
dos médulos de elasticidade e de ruptura do planejamento experimental utilizando a mistura
de sal (KC1/NaCl), encontram-se na Figura 4.18. A adi¢do da mistura salina produziu efeito
negativo sobre a tensio na ruptura, médulos de elasticidade e de ruptura (Figuras 4.18A, C
e D). Observa-se na Figura 4.18 que a tensdo na ruptura foi influenciada de forma positiva

pela temperatura, entretanto o efeito da forca idnica possuia maior magnitude negativa.

96



10
fd 5
4 o .
& s FI T
-10
B
0,1
& 0,05
0
CaS
C
20
< 0
;) i "
m -20
-40
D
. 20
A& 10
z:%' |:| T T
23 -10 [ FI T
£ -20
-30

Figura 4.18: Efeitos lineares significativos (p < 0,05) das varidveis dos sistemas de biopolimeros com adi¢dao
da mistura salina (KC1l/NaCl) obtidos a partir do planejamento fatorial completo sobre (A) tensdo na ruptura,
(B) deformag@o na ruptura, (C) médulo de elasticidade e (D) médulo de ruptura. Onde CAS - concentracio de
caseinato de sédio, FI - forga idnica e T - temperatura de mistura dos componentes.
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Nota-se ainda que, estatisticamente, as proteinas do leite e a carragena ndo foram
varidveis linearmente significativas (Figura 4.18A) sobre a tensdo na ruptura.
Comportamento semelhante foi obtido com os efeitos significativos ocorridos sobre o
mobdulo de elasticidade e com o médulo de ruptura, sendo que nesse ultimo o caseinato de
sodio apresentou um pequeno efeito negativo.

Quanto a deformacgdo na ruptura, o caseinato de sdédio foi a unica varidvel a apresentar
efeito significativo linear sobre esta propriedade (Figura 4.18 B). Além dos coeficientes
lineares, na Tabela 4.14 também se encontram os coeficientes quadraticos e de interagao

para a tensdo na ruptura, deformacao na ruptura e modulo de elasticidade.

Tabela 4.14: Valores dos coeficientes significativos dos modelos matematicos codificados do sistema de
biopolimeros com adi¢cdo da mistura de sais (KCI/NaCl). ). Onde: b; sdo os coeficientes da regressdo com os
sub-indices, 1 — concentragdo de caseinato de sddio, 2 - concentragcdo de CPS, 3 - concentracdo de carragena,
4 - concentracdo da mistura salina KCI/NaCl, 5 - T(OC) de mistura dos componentes e Y - tensio na ruptura,
deformacdo na ruptura, médulo de elasticidade ou médulo de ruptura.

Y
Tensdo na ruptura | Deformacio na Moédulo de Médulo de ruptura
Coeficientes (kPa) ruptura Elasticidade (kPa)
(kPa)
by 1,98 0,25 6,92 5,77
bl - 0,045 - -1.98
5 b2 R , - ,
S b3 - i - :
= b4 3,74 - -10,81 -11,76
b5 2,45 - 8,80 5,00
o bl1 } } - 2.53
}:’ b22 R , 3,19 _
kS b33 - ] . )
g b44 2,30 0,027 8.21 5,88
= b55 0,70 - 1,89 1,82
bl12 - - - -
bl3 R , - ,
bl4 0,51 0,021 - -
% bl5 0,52 -0,032 - -
’:% b23 - - _ ;
E b24 R - _ -
g b25 - , - -
b34 R , - ,
b35 R , - ,
b45 2,34 -0,041 -3,46 9,43
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Através da andlise de variancia (ANOV A) puderam ser avaliados os modelos ajustados
aos dados experimentais. Nas Tabelas 4.15, 4.16, 4.17 e 4.18 sdo mostradas as Tabelas da
andlise de variancia para tensao na ruptura, deformacao na ruptura, médulos de elasticidade

e de ruptura, respectivamente.

Tabela 4.15: Andlise de varidncia do modelo matemdtico da tensdo na ruptura do planejamento fatorial
completo com adicao de sal.

Fonte Soma Graus Média fente fiah
de variacdo Quadratica de liberdade Quadratica

Regressdo 1,70 10** 7 242,90 223,97 2,29
Residuos 3,69 10*! 34 1,08

Erro 36,87 34

Total 1737,19 41

R’= 0,98

R= 0,99

Tabela 4.16: Andlise de varidncia do modelo matemadtico da deformacao na ruptura do planejamento fatorial

completo com adicao de sal.

Fonte Soma Graus Média feate fian
de variagdo Quadrética de liberdade Quadrética

Regressao 2,45 10" 6 0,04 8,26 2,37
Residuos 1,73 10" 35 4,93 10"

Erro 0,17 35

Total 0,42 41

R’= 0,59

R= 0,77

Tabela 4.17: Andlise de varidncia do modelo matemdtico do médulo de elasticidade do planejamento

fatorial completo com adi¢do de sal.

Fonte Soma Graus Média frate fian
de variagdo Quadratica de liberdade Quadratica

Regressio 1,54 10" 6 2562,75 208,10 2,37
Residuos 4,31 10" 35 1,23 10"

Erro 431,02 35

Total 15807,51 41

R’= 0,97

R= 0,99

Tabela 4.18: Andlise de varidncia do modelo matemético do médulo de ruptura do planejamento fatorial

completo com adicao de sal.

Fonte Soma Graus Média frate fian
de variagdo Quadrética de liberdade Quadrética

Regressio 1,15 10" 7 1641,53 53,69 2,29
Residuos 1,04 10** 34 3,06 10"

Erro 1039,44 34

Total 12530,14 41

R’= 0,92

R= 0,96




Constatou-se que todos os modelos obtidos foram significativos a um nivel de
confianca de 95%, pois os valores de f.,jcutado (fcar) foram muito maiores que o fiapelado (frab),
sendo, portanto validos para explicar o comportamento das varidveis no sistema.

Através dos modelos obtidos, é possivel explicar o comportamento das varidveis
independentes e de suas interagdes, notando-se que na andlise de tensdo de ruptura hé nitida
influéncia do aumento da temperatura sobre a for¢a do gel. Os valores de tensdo na ruptura
obtidos (Tabela 4.13) mostram que a intera¢do do sal com a d4gua nao favoreceu a obtengao
de géis duros, sendo estes formados, provavelmente, por interagdes CPS-temperatura
devido a desnaturagdo (mudancas conformacionais) dessa proteina, que se agregam via
ligacdes covalentes e nao-covalentes (VERHEUL & ROEFS, 1998). Tal resultado indica que
com temperaturas superiores a 80°C, poderia haver um aumento da tensio de ruptura.

Na Figura 4.19, este efeito pode ser melhor observado a partir da superficie de resposta
representando o caseinato e a forca idnica com a variagdo de temperatura. Observa-se que
com o aumento da temperatura ocorre um forte aumento na tensdo de ruptura, porém a
elevacdo da forca idnica levou a um decréscimo nessa propriedade. Tanto a adi¢do de
sacarose quanto a adi¢do de sal modificaram as interacdes nestes sistemas devido a
mudanca da qualidade do solvente, porém no primeiro caso facilitou as interacdes
biopoliméricas e no segundo uma agregagao desordenada. O modelo para tensiao na ruptura
mostra ainda uma interacdo de pequena intensidade entre o caseinato de sédio-FI, que pode
ser visualizado nos extremos de concentracdo de sal. De maneira geral, a forca idOnica
decresceu a tensdo, pois diminui a repulsdo eletrostatica, facilitando a rdpida agregacdao
proteina-proteina antes de alcancar o pl (decréscimo lento do pH), diminuindo a forca do

gel, devido a formacao de estruturas heterogé€neas e particuladas.
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Figura 4.19: Superficies de resposta (p<0,05) na andlise de tensdo na ruptura dos géis com adicdo de sal.

Comportamento das varidveis caseinato de sédio (CAS) e forca idnica (FI) nas temperaturas de: a) 30°C b)
55°C e c) 80°C.
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A adicao de sal aumenta a temperatura de desnaturagao das proteinas do soro (BOYE et
al, 1997a, Purpo & ANON, 1999), como pode ser observado na se¢do 4.2, porém o efeito do
sal na gelificacdo destes biopolimeros também depende de seu efeito eletrostatico, como
visto anteriormente. A quantidade de ions no sistema estudado proveniente dos
biopolimeros, especialmente do caseinato de sédio, e da mistura salina (KCl e NaCl),
contribuiram para o aumento da forca ionica. No entanto, deve-se considerar que esse
balanco de cargas € complexo, pois vale lembrar que, além da adicao de sais, o pH € baixo
devido a acdo do GDL. O sal, em baixas concentracdes, pode proteger as cargas
superficiais das moléculas de proteina, contribuindo no balango entre forcas atrativas e
repulsivas. Além disso, se o pH estiver longe do ponto isoelétrico da proteina e a forca
ionica do sistema for baixa, finos agregados lineares (da ordem de nm) sdo formados,
devido a forgas repulsivas entre as moléculas de proteina.

O comportamento desse sistema quando se avaliou a deformacdo na ruptura, pode ser
visto na Figura 4.20. Nessa Figura podem ser observados os efeitos obtidos da
concentracdo do caseinato de sédio e da forca iOnica, com a variacdo da temperatura nos
niveis estudados. E notivel que a rede de caseinato de sédio foi a responsdvel pela
deformabilidade dos géis e que a adi¢do de sais modificou esta propriedade. Nota-se que o
aumento da forca idnica diminuiu a deformabilidade da rede devido a agregacdo
desordenada do caseinato, mas este efeito foi observado nas menores concentragdes de
proteina. Além disso, dependendo da temperatura de mistura, ou seja, a medida que esta
aumenta, um gel mais forte € formado com baixas concentracdes de caseinato de sddio e de

sais.
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Figura 4.20: Superficies de resposta (p<0,05) na andlise de deformacdo na ruptura. Comportamento das
varidveis caseinato de s6dio (CAS) e forga i6nica (FI) nas temperatura de a) 30°C, b) 55°C e ¢) 80°C.
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A temperatura também influenciou de maneira efetiva nos médulos de elasticidade e de
ruptura. O moédulo de elasticidade seguiu as mesmas tendéncias da tensdo da ruptura e, por
isto, a superficie de resposta para esta propriedade nao foi apresentada. Com relacdo ao
moédulo de ruptura, novamente, com o aumento da temperatura € a menor for¢a idnica,
ocorreu o aumento dessa propriedade como pode ser observado na Figura 4.21. Assim, os
menores valores do médulo de ruptura foram obtidos com a diminui¢do da temperatura e
tendo a forca idnica alta, porém a concentracdo do caseinato de sédio exerceu pouca
influéncia sobre esta propriedade, como pode ser observado.

A pH préximos ao pl ou com alta for¢a idnica, a agregacdo é rapida, devido a
diminui¢cdo das interagdes repulsivas entre as moléculas das proteinas e/ou polissacarideo.
Agregados esféricos (da ordem de pm) com separacdo de fase local sao formados, levando
a géis particulados com baixa capacidade de retencdo de dgua (BOYE et al., 1997b,
VERHEUL & ROEFS, 1998), semelhantes aos obtidos nesse trabalho.

Portanto, a for¢a idnica e a temperatura de mistura definiram as caracteristicas
reoldgicas do sistema com sal, provavelmente afetando mais a rede de caseinato de sédio-
CPS que a de carragena-caseinato ou carragena-carragena. Provavelmente ocorre um
aumento das ligacdes hidrofébicas e eletrostaticas, e diminui¢ao das pontes de hidrogénio,

levando a uma rede muito mais fraca.
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Figura 4.21: Superficies de resposta (p<0,05) na andlise do médulo de ruptura. Comportamento das varidveis
caseinato de sédio (CAS) e forca i6nica (FI) nas temperatura de: a) 30°C, b) 55°C e ¢) 80°C.
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4.3.3 Ensaios relaxaciao de tensoes - géis com adicao de sacarose

Nas analises dos resultados de relaxagdo de tensdes os géis, obtidos nas condigdes
estabelecidas pelo planejamento fatorial completo, também se utilizaram dois elementos na
equagao de Maxwell generalizada, tal como no planejamento fatorial fracionario, bem
como os mesmos critérios de ajuste. Os moddulos eléastico e viscoso dos géis foram
determinados através das Equacdes 3.5 e 3.6, sendo que os valores obtidos foram utilizados
na analise estatistica do planejamento fatorial completo 2° (Tabela 4.19). Os pardmetros
ajustados estdo na mesma ordem de grandeza dos determinados para o queijo “Port Salut
Argentino” em estudo realizado anteriormente por Bertola et al. (1991). Nas Figuras 4.22 ¢
4.23 estao apresentadas as variaveis que produziram efeito significativo nos modulos
elastico (E;) e viscoso (1), respectivamente, que eram os de maior magnitude e, portanto,
0s mais importantes.

Na Figura 4.22 pode-se constatar, pela andlise estatistica, que as concentragdes de
caseinato de sodio e carragena apresentaram efeitos significativos e positivos no méddulo
elastico dos géis com acucar, ou seja, contribuiram no aumento da firmeza e elasticidade da
rede. Por outro lado, as varidveis concentracdo de CPS e sacarose mostraram efeitos
significativos negativos. Estes resultados foram similares aos obtidos para tensao na ruptura
e modulo de elasticidade, com excecdo do fato de a sacarose ter apresentado efeito
significativo. Com relacdo a andlise do modulo viscoso dos géis, as varidveis que
exerceram efeitos significativos foram as mesmas e seguiram o mesmo comportamento do

modulo elastico, tal como pode ser observado na Figura 4.23.
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Tabela 4.19: Respostas do planejamento completo 2°, parimetros da equagio de Maxwell ajustados aos dados
de relaxagdo de tensdes dos géis com adi¢do de sacarose.

Variaveis Parametros
Ensaios CAS CPS CAR SAC T E, (kPa) E, (kPa) N1 (kPa.s) N2 (kPa.s) E, (kPa)
1 -1 -1 -1 -1 -1 6.26 3.98 1034,11 28.49 2.44
2 1 -1 -1 -1 -1 15,25 11,46 1760,51 64,94 2,90
3 -1 1 -1 -1 -1 6,84 3,65 767,22 19,45 3,23
4 1 1 -1 -1 -1 12,88 9,28 1346,02 65,46 2,74
5 -1 -1 1 -1 -1 13,00 6,03 1937,95 45,83 6,28
6 1 -1 1 -1 -1 29,56 24,38 3870,61 176,81 9,62
7 -1 1 1 -1 -1 7,27 291 827,01 25,38 2,37
8 1 1 1 -1 -1 9,83 4,57 1021,59 33,36 2,20
9 -1 -1 -1 1 -1 2,30 4,45 216,55 1,47 2,20
10 1 -1 -1 1 -1 9,69 23,22 833,50 8,45 10,41
11 -1 1 -1 1 -1 4,55 3,70 909,93 23,15 3,46
12 1 1 -1 1 -1 6,53 6,16 1006,13 37,29 2,72
13 -1 -1 1 1 -1 7,85 4,76 760,49 29,61 6,04
14 1 -1 1 1 -1 14,72 12,63 1441,56 79,39 7,41
15 -1 1 1 1 -1 4,78 4,49 890,50 30,70 6,63
16 1 1 1 1 -1 9,43 13,34 1342,99 98,16 5,05
17 -1 -1 -1 -1 1 5,38 5,65 872,07 31,61 422
18 1 -1 -1 -1 1 11,95 14,44 1688,73 109,68 2,90
19 -1 1 -1 -1 1 5,76 4,70 383,86 32,17 2,37
20 1 1 -1 -1 1 9,24 10,29 849,04 56,58 6,57
21 -1 -1 1 -1 1 10,12 6,35 1404,27 52,49 8,46
22 1 -1 1 -1 1 16,84 17,81 2276,13 91,69 15,26
23 -1 1 1 -1 1 6,93 5,89 477,57 41,21 6,07
24 1 1 1 -1 1 11,88 13,55 1061,14 55,60 10,20
25 -1 -1 -1 1 1 7,43 5,47 682,81 36,40 8,30
26 1 -1 -1 1 1 9,83 9,89 950,16 54,54 9,58
27 -1 1 -1 1 1 6,80 3,26 962,30 27,65 4,09
28 1 1 -1 1 1 8,63 9,88 1248,62 72,53 1,66
29 -1 -1 1 1 1 17,63 17,67 1869,44 126,10 14,24
30 1 -1 1 1 1 17,47 19,75 1937,63 128,20 10,79
31 -1 1 1 1 1 7,18 4,46 988,59 37,31 6,56
32 1 1 1 1 1 7,05 5,27 1072,36 30,12 6,12
33 -2,38 0 0 0 0 3,13 2,09 415,26 9,38 4,74
34 2,38 0 0 0 0 12,81 11,22 1520,66 55,68 9,78
35 0 -2,38 0 0 0 11,11 7,45 1425,09 41,10 9,46
36 0 2,38 0 0 0 5,42 4,58 704,74 21,65 8,58
37 0 0 -2,38 0 0 2,58 1,72 306,10 8,27 0,77
38 0 0 2,38 0 0 12,31 8,43 1588,56 55,87 9,37
39 0 0 0 -2,38 0 12,82 8,34 1578,62 51,40 7,49
40 0 0 0 2,38 0 9,55 6,62 1113,35 33,41 8,94
41 0 0 0 0 -2,38 10,83 7,50 1267,90 48,19 5,86
42 0 0 0 0 2,38 11,45 8,76 1278,94 55,00 6,90
43 0 0 0 0 0 12,07 8,83 1466,08 52,26 4,53
44 0 0 0 0 0 12,00 9,86 1428,24 52,85 4,62
45 0 0 0 0 0 12,00 8,91 1451,85 57,70 4,50
46 0 0 0 0 0 12,05 8,80 1418,15 50,22 4,64
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Figura 4.22: Efeitos lineares significativos sobre o modulo elastico obtidos a partir da analise do planejamento
fatorial completo (p < 0,05) para o sistema de biopolimeros quando adicionados de sacarose. Onde CAS -
concentragdo de caseinato de sddio, CPS - concentragido de concentrado protéico de soro, CAR - concentragéo
de carragena, SAC — concentragdo de sacarose.
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Figura 4.23: Efeitos lineares significativos sobre o médulo viscoso obtidos a partir da analise do planejamento
fatorial completo (p < 0,05) para o sistema de biopolimeros quando adicionados de sacarose. Onde CAS -
concentragdo de caseinato de sddio, CPS - concentragdo de concentrado protéico de soro, CAR - concentracao
de carragena, SAC — concentracao de sacarose.

Os modelos matematicos para a predi¢do dos modulos elastico e viscoso dos géis,
gerados a partir dos dados obtidos pelo planejamento experimental fatorial completo,
encontram-se na Tabela 4.20. Nas Tabelas 4.21 e 4.22 podem ser visualizados os resultados
da andlise de varidncia (ANOVA), verifica-se que 0 fiajculado € muito maior que o fiabelado
(aproximadamente dez vezes) em ambos os casos, dessa maneira foi possivel gerar

superficies de respostas que sao apresentadas nas Figuras 4.24 a 4.26.
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O modelo para o moédulo eldstico mostra que os efeitos lineares foram mais

pronunciados que os efeitos quadraticos e de interacdo, sendo esta propriedade mais

influenciada positivamente pela concentragao de caseinato de sodio e carragena (Tabela

4.20). A sacarose pode agir favorecendo as interagdes proteina-proteina, tal como

observado em sistemas contendo proteinas do leite e sacarose (KULMYRZAEV et al., 2000).

Tabela 4.20: Valores dos coeficientes significativos dos modelos matematicos codificados para a predi¢do dos
modulos elastico e viscoso do sistema de biopolimeros com adicdo de sacarose (p<0,05). Onde: b; sdo os
coeficientes da regressdo com os sub-indices, 1 — concentragdo de caseinato de sddio, 2 - concentragdo de
CPS, 3 - concentracao de carragena, 4 - concentracdo de sacarose, 5 - T(°C) de mistura dos componentes ¢ Y-
moédulo eldstico ou modulo viscoso.

Y
Moédulo Elastico Moédulo Viscoso
Coeficientes
bo 11,81 1209,89
bl 2,39 262,02
5 b2 -1,92 233,01
g b3 1,97 247,42
—l b4 -1,04 -128,59
b5 - -
R b1l -0,62 }
2 b22 -0,57 -
s -0,71 -
- - -
< b55 ] .
b12 -0,94 -101,26
bl3 - -
bl4 -0,97 -113,04
% bl15 -0,92 -
S b23 -1,75 226,59
& b24 . 245,01
E b25 ] -
b34 - -
b35 -
b45 1,41 183,20

Tabela 4.21: Analise de varidncia do modelo matematico do planejamento fatorial completo para o médulo
elastico do sistema de biopolimeros, com adi¢do de sacarose.

Fonte Soma Quadratica Graus de | Média Quadratica fecalc ftab
de variagdo liberdade

Regressao 8,69 107 9 96,57 21,30 2,15
Residuos 1,63 10™ 36 4,53

Erro 1,63 107 36

Total 1,03 107 45

R*= 0,84

R= 0,92
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Tabela 4.22: Analise de varidncia do modelo matematico do planejamento fatorial completo para o médulo
viscoso do sistema de biopolimeros, com adi¢ao de sacarose.

Fonte Soma Quadratica Graus de | Média Quadratica fecalc ftab
de variagdo liberdade

Regressio 1,41 107 9 1,56 10" 21,71 2,15
Residuos 2,59 107 36 72007,11

Erro 2,59 107 36

Total 1,67 10" 45

R’= 0,84

R= 0,92

A adicdo de agucar favorece interagdes atrativas mais fortes entre proteinas (FARRELL &
MORA—GUTIERREZ, 2000), como em g¢€is de caseinato de sodio (ANTIPOVA et al., 1999).
Dickinson & Merino (2002) no estudo de emulsdes estabilizadas por caseinato, notaram
que a presenca de agucares pode ter aumentado efetivamente o niumero de interagdes entre
as particulas, levando a um maior grau de interconectividade da microestrutura do gel.

No entanto, o modulo eldstico diminuiu na presenga de sacarose, apesar de um
provavel aumento das interagdes entre as proteinas do caseinato de sodio. Isso pode estar
indicando que a for¢a da rede estd mais associada as interagdes caseinato-carragena € que
também pode haver uma exclusdo do CPS da rede, favorecida pela sacarose, tal como se
observa na Figura 4.24. O efeito negativo da sacarose sobre o modulo elastico também
poderia estar associado a diminui¢ao das interagdes entre as proteinas do soro, uma vez que
os grupos sulfidrilas ndo foram totalmente expostos durante o tratamento térmico, devido a
um possivel aumento da temperatura de desnaturagdo da -Lg com adigdo de agucar.

Na Figura 4.24 a, pode ser observada a superficie de resposta obtida com o CPS e com
o caseinato de sodio, em que se nota que o aumento do médulo acontece com o aumento da
concentragdo de caseinato e diminui¢do da concentracdo de CPS, indicando que esse efeito

poderia ser ainda mais pronunciado na auséncia do CPS.
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Figura 4.24: Superficies de resposta na analise do moédulo elastico dos géis com adigdo de sacarose.
Comportamento das variaveis a) concentrado protéico de soro (CPS) e caseinato de sodio (CAS), b) caseinato

de sddio (CAS) e carragena (CAR) e c) caseinato de sddio (CAS) e sacarose (SAC). As demais varidveis
foram fixadas no valor do ponto central.
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O efeito interativo caseinato-carragena pode ser visualizado na Figura 4.21b, em que o
aumento da concentracdo de ambos implicou no aumento do mddulo elastico. Segundo
TZIBOULA & HORNE (1999), na mistura de carragena com proteinas do leite podem ocorrer
dois eventos independentes e antagdnicos: (i) a formagdo de um complexo entre a
carragena e as proteinas do soro, que interfere na formagao do gel, e (ii) formagdo de uma
rede elastica de carragena e o meio gelificado.

O complexo proteinas do leite-carragena ¢ aprisionado nesta rede e as caracteristicas
reologicas dessas misturas sdo governadas por fatores que influenciam ambos os eventos
citados. Na Figura 4.24c, pode-se ver o efeito antagdnico mostrado pela sacarose, pois
nota-se que em baixas concentragdes, o moddulo eldstico teria um aumento fortemente
dependente da concentragdo de caseinato de sddio, pois o efeito negativo do agucar € mais
notdrio que a elevacao da concentracao da proteina.

A diminui¢ao do moédulo elastico (E;) representa um decréscimo da elasticidade ou
firmeza do produto, j& o mddulo viscoso (1), estd associado a caracteristica de maciez do
mesmo (BERTOLA et al. 1991). O comportamento descrito pelo ajuste do modelo para o
modulo viscoso dos géis, mostra que o caseinato de sddio e a carragena contribuiram no
aumento desta propriedade, ou seja, diminuiram a maciez do sistema, ja o CPS e a sacarose
produziram efeito contrario.

Na Figura 4.25, pode-se observar que com o aumento da concentra¢do de CPS hd uma
tendéncia de diminui¢do do médulo viscoso do material, exceto a baixas concentracdes de
caseinato e a altas concentracdes de sacarose. No entanto, os maiores valores foram obtidos
na faixa superior de concentragdo (8 a 10,76 %) do caseinato de sodio no sistema e baixas

concentragoes de sacarose e CPS.
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Figura 4.25: Superficies de resposta na analise do moddulo viscoso dos géis com adigdo de sacarose.

Comportamento das variaveis concentrado protéico de soro (CPS) e caseinato de sodio (CAS). Sacarose nas
concentragdes de: a) 0%, b) 10% (p/p) e ¢) 20% (p/p).
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O comportamento ocorrido entre o polissacarideo e as proteinas pode ser visualizado

na Figura 4.26. Os resultados observados nas Figura 4.26a e a 4.26b, indicam novamente
que a interacdo entre o caseinato € a goma foi importante na formacao da rede destes géis,
pois a carragena e a K-caseina interagem para formar um complexo que se agrega em uma

rede tridimensional (STAINSBY, 1980), sendo responsavel pelo aumento dos modulos.
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Figura 4.26: Superficies de resposta na analise do moddulo viscoso dos géis com adi¢do de sacarose

Comportamento das varidveis a) caseinato de sodio (CAS) e carragena (CAR) e b) carragena (CAR) e
concentrado protéico de soro (CPS). Outras varidveis com valor no ponto central.
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Na Figura 4.26b ¢ apresentado o comportamento do CPS e da carragena, sendo que o
modulo viscoso tem um valor méximo em elevadas concentragdes de polissacarideo e
baixos valores de concentracao do CPS. As interacdes entre proteinas do soro e K-carragena
sdo favoraveis a valores de pH superiores a 5 e este efeito sinergistico ¢ maior, quando a
proteina passa por tratamento térmico (MLEKO et al., 1997).

Esse mecanismo ndo esta relacionado com a penetracdo da k-carragena nos agregados
de B-lactoglobulina, porém esta claro que a K-carragena acelera o processo de agregacéo
das proteinas do soro (CAPRON et al., 1999). No entanto, neste trabalho esta sinergia nao foi
observada e um dos motivos pode estar associado ao pH estudado, que era ao redor de 4,6,
favorecendo a agregacdo proteina-proteina e, em func¢ao dos resultados obtidos, também a

forte interagdo caseina-carragena.
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4.34 Ensaios de relaxacao de tensoes - géis com adicao de sal (KCI/NaCl)

Da mesma maneira que foi realizado para os géis com adicao de agucar, o ajuste da
equagao de Maxwell aos dados dos ensaios de relaxacdo de tensdes permitiu a
determinagdo dos moédulos eléastico e viscoso dos géis com adicdo da mistura salina
KCl1/NaCl. Nas Figuras 4.27 e 4.28 sdo apresentadas as variaveis que produziram efeito

significativo sobre os principais modulos eléstico (E;) e viscoso (1), respectivamente.

E, (kPa)

CAS CAR Fl T

Figura 4.27: Efeitos lineares significativos do planejamento fatorial completo (p<0,05) sobre o médulo eléstico
ocorridos para o sistema de biopolimeros quando adicionado da mistura salina KCI/NaCl. Onde CAS -
concentragdo de caseinato de s6dio, CPS - concentrac¢do de concentrado protéico de soro, CAR - concentragéo
de carragena, FI — forca i6nica e T - temperatura de mistura dos componentes.
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Figura 4.28: Efeitos lineares significativos do planejamento fatorial completo (p<0,05) sobre o moédulo
viscoso ocorridos para o sistema de biopolimeros quando adicionado da mistura salina KCI/NaCl. Onde CAS
- concentragdo de caseinato de sodio, FI — forca ionica e T - temperatura de mistura dos componentes.

As respostas do planejamento experimental fatorial completo 2° encontram-se na

Tabela 4.23. A partir dos resultados obtidos no ponto central (formulagdes 43 - 46) pode-se
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observar que houve uma forte queda dos valores médios dos modulos elastico e viscoso,

quando comparados com os géis com agucar (Tabela 4.23).

Tabela 4.23: Respostas do planejamento completo 2° dos pardmetros de ajuste do modelo de Maxwell aos
dados de relaxacdo de tensdes dos géis com adi¢do da mistura salina KCI/NaCl.

Varidveis independentes Respostas
Ensaios Cas CPS Car FI T E, (kPa) E;(kPa)  mq(kPas)  mz(kPas) B, (kPa)

1 -1 -1 -1 -1 -1 3,04 3,10 12,31 3,10 1,16
2 1 -1 -1 -1 -1 0,96 0,40 60,13 5,80 9,62
3 -1 1 -1 -1 -1 2,67 0,27 12,98 4,09 4,10
4 1 1 -1 -1 -1 2,45 0,29 32,82 3,63 0,11
5 -1 -1 1 -1 -1 1,48 0,01 5,88 0,12 0,99
6 1 -1 1 -1 -1 5,02 0,22 34,36 1,92 0,01
7 -1 1 1 -1 -1 5,23 0,51 17,23 5,80 4,27
8 1 1 1 -1 -1 7,29 0,14 57,34 1,33 0,13
9 -1 -1 -1 0,53 -1 - - - - -
10 1 -1 -1 0,53 -1 16,54 1,46 77,76 1,02 5,93
11 -1 1 -1 0,53 -1 2,52 0,54 8,98 2,56 0,32
12 1 1 -1 0,53 -1 - - - - -
13 -1 -1 1 0,53 -1 - - - - -
14 1 -1 1 0,53 -1 14,12 1,02 60,76 7,99 2,74
15 -1 1 1 0,53 -1 - - - - -
16 1 1 1 0,53 -1 19,55 4,29 60,66 3,33 30,56
17 -1 -1 -1 -1 1 12,20 0,59 45,49 7,49 5,78
18 1 -1 -1 -1 1 2,45 1,00 57,73 1,19 10,19
19 -1 1 -1 -1 1 5,40 0,59 50,96 8,36 3,31
20 1 1 -1 -1 1 1,37 0,94 43,56 1,06 2,13
21 -1 -1 1 -1 1 6,74 21,47 12,78 2,69 13,99
22 1 -1 1 -1 1 6,66 0,86 41,87 1,43 5,56
23 -1 1 1 -1 1 4,30 0,92 52,40 1,54 10,23
24 1 1 1 -1 1 2,75 1,19 62,65 2,21 8,67
25 -1 -1 -1 0,53 1 2,66 0,33 29,85 3,84 0,71
26 1 -1 -1 0,53 1 2,14 0,29 33,34 3,15 0,44
27 -1 1 -1 0,53 1 2,90 0,53 15,06 6,89 1,97
28 1 1 -1 0,53 1 1,15 0,49 6,34 4,60 1,59
29 -1 -1 1 0,53 1 2,78 0,58 13,20 6,33 6,36
30 1 -1 1 0,53 1 5,84 0,35 32,61 4,14 0,63
31 -1 1 1 0,53 1 4,50 0,41 31,29 5,10 3,69
32 1 1 1 0,53 1 5,98 0,34 34,26 2,77 5,04
33 -2,38 0 0 0 0 0,77 0,04 5,10 0,33 0,18
34 2,38 0 0 0 0 6,25 0,42 48,54 5,14 3,11
35 0 -2,38 0 0 0 8,17 1,10 59,30 14,56 5,83
36 0 2,38 0 0 0 5,51 0,34 35,85 4,56 1,08
37 0 0 -2,38 0 0 1,90 0,17 9,75 1,27 0,06
38 0 0 2,38 0 0 3,26 0,05 9,38 0,59 0,13
39 0 0 0 -2,47 0 12,67 8,30 1578,47 51,34 7,22
40 0 0 0 1,06 0 6,27 0,15 20,91 1,80 0,06
41 0 0 0 0 -2,38 5,32 0,20 20,91 2,40 0,93
42 0 0 0 0 2,38 3,93 0,53 37,13 6,23 4,34
43 0 0 0 0 0 4,05 0,43 26,88 5,10 0,66
44 0 0 0 0 0 3,96 0,44 27,42 4,95 1,10
45 0 0 0 0 0 3,95 0,43 29,14 4,95 0,76
46 0 0 0 0 0 3,96 0,31 25,14 3,63 0,39
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Nota-se que com a adicdo da mistura salina KCI/NaCl, o modulo eléstico foi afetado
positivamente pela presenca do caseinato de sodio, carragena e sais, ou seja, estes
componentes acarretaram em aumento da forca da rede eldstica dos géis formados. No
entanto, o aumento da temperatura de mistura foi uma varidvel que influenciou na redugao
da elasticidade dos géis. No modulo viscoso, o caseinato de sodio também produziu efeito
positivo juntamente com a temperatura de mistura e, nesse caso, 0 aumento da forga idnica
colaborou negativamente.

Em comparagdo com as propriedades obtidas em compressao até a ruptura, somente o
comportamento do modulo viscoso foi similar a tensao na ruptura e modulo de elasticidade.
Isso mostra que as propriedades reoldgicas obtidas em diferentes condigdes de deformagao
aplicada, trazem informagdes importantes sobre o comportamento da rede em diferentes
situagdes. Neste caso, o mddulo eldstico obtido nos ensaios reflete o comportamento da
rede em longos tempos de observagao, ao contrario do modulo de elasticidade.

A partir dos dados experimentais (Tabela 4.23), modelos matematicos foram
determinados para os modulos elédstico e viscoso, que se encontram na Tabela 4.24. Na
analise de variancia (ANOVA, Tabelas 4.25 e 4.26) observa-se que os modelos mostraram
0S fealculados Maiores que 0S fipelados pPara ambos os casos analisados. Dessa maneira foi
possivel gerar as superficies de resposta, baseados nos modelos matematicos para os
modulos eléstico e viscoso que se encontram nas Figuras 4.29 e 4.30, respectivamente.

O comportamento das varidveis caseinato de sodio e temperatura de mistura com a
forca i6nica nos niveis inferior (OM), médio (0,28M) e superior (0,34M) pode ser
observado nas Figuras 4.29a, b e c, respectivamente. Nota-se que o aumento da forga ionica

influenciou fortemente o comportamento da interacdo entre o caseinato e a temperatura de
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Tabela 4.24: Valores dos coeficientes significativos dos modelos matematicos codificados dos moédulos
elastico e viscoso dos sistemas de biopolimeros adicionados da mistura KCI/NaCl (p<0,05). Onde: b; sdo os
coeficientes da regressdo com os sub-indices, 1 — concentragdo de caseinato de sddio, 2 - concentragdo de
CPS, 3 - concentracao de carragena, 4 - concentracdo de sacarose, 5 - T(°C) de mistura dos componentes ¢ Y-
moédulo eldstico ou modulo viscoso.

Y
Moédulo Elastico Moédulo Viscoso
Coeficientes
bo 3,81 29,92
bl 1.64 10.75
5 b2 - -
£ b3 0,65 ]
— b4 2,28 -5,77
b5 1,29 0,51
o b1l - -
S b22 0,59 3,74
;g b33 - -2,97
g b44 2,40 .
< b55 .
bl12 - -4.41
b13 1,09 3,15
bl4 2,51 -
% b15 -1,97 -7,49
S b23 0,77 8,82
5 b24 - -4,95
E b25 - 2,47
b34 - -
b35 - -
b45 2,37 -8,54

Tabela 4.25: Analise de varidncia do modelo matematico do planejamento fatorial completo para o médulo
elastico do sistema de biopolimeros, com adigdo da mistura KCI/NaCl.

Fonte Soma Quadratica Graus de | Média Quadratica fecalc ftab
de variagdo liberdade

Regressdo 5,94 10" 11 54,03 11,80 2,11
Residuos 1,42 10" 31 4,58

Erro 141,96 31

Total 736,24 42

Rquad= 0,81

R= 0,90

Tabela 4.26: Analise de varidncia do modelo matematico do planejamento fatorial completo para o médulo
viscoso do sistema de biopolimeros, com adi¢do da mistura KCI/NaCl.

Fonte Soma Quadratica Graus de | Média Quadratica fecalc ftab
de variagdo liberdade

Regressio 1,38 10" 12 1,15107 26,07 2,09
Residuos 1,32 10" 30 44,09

Erro 1322,67 30

Total 15.117,65 42

Rquad= 0,91

R= 0,96

119




mistura. Com baixo valor de FI, a for¢ca da rede elastica foi favorecida pelo aumento da
temperatura de mistura, pois a maior temperatura acarretou em E; mais elevado ou mais

interacdes biopoliméricas, nas menores concentragdes de caseinato de sodio.
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Figura 4.29: Superficies de resposta na analise do mddulo elastico dos géis com adi¢do da mistura KCI/NaCl.
Comportamento das varidveis caseinato de sdédio (CAS) e temperatura de mistura (T) em forga idnica (FI) a) OM,
b) 0,28M, c) 0,34M e d) caseinato de sodio (CAS) e carragena (CAR) demais variaveis no ponto central.

A medida que o teor desta proteina foi mais elevado, o efeito da temperatura foi pouco
relevante, uma vez que o papel das proteinas do soro na rede do gel passou a ter
importancia menor. No entanto, a alta FI, a rede mais forte foi obtida a altas concentragdes
de caseinato e a baixas temperaturas, pois a rede desordenada provavelmente foi formada

pela neutralizagao das cargas da proteina com os ions de KCI/NaCl. O modelo mostra esta

120



interacao de significativa intensidade entre o caseinato de sddio-sal, pois estes contribuiram
na formacgao e for¢a do gel devido aos agregados entre a carragena, caseinato de sodio e
proteinas do soro, sendo que, provavelmente a rede principal era formada pela carragena
(TzIBOULA & HORNE, 1999).

Ja na Figura 4.29d, verifica-se a variacdo do moddulo elastico com a concentragao de
carragena ¢ do caseinato de sodio. Nota-se que com o aumento da concentracdo do
caseinato de sddio e da carragena aumentaram os valores do mddulo eléstico (E;), devido
ao aumento das provaveis interacdes carragena—caseinato de sodio, o que ¢ confirmado
pelo menor médulo que, nesse caso, se deu com a diminuicao da concentragdo de ambos os
biopolimeros.

A Figura 4.30 mostra o comportamento do modulo viscoso em funcdo das
concentracdoes de CPS e da carragena com a for¢a idnica nos niveis minimo, central e
maximo (0, 0,28 e 0,34M, respectivamente), na qual se verifica que essa propriedade do
material diminuiu com o aumento da forga ionica. Este efeito ¢ mais evidente quando as
concentragdes de carragena e de CPS sdo elevadas, sendo que o maior valor do modulo
viscoso (1) foi obtido a baixa forca idnica, colocando em evidéncia a interagdo CPS-
carragena, detectada estatisticamente (Tabela 4.24).

Em estudos feitos por Mleko, et. al. (1997) com k-carragena e isolado protéico do soro
(IPS), foi observada a formacao de um codgulo dessa mistura em pH 4 e 5, fato atribuido a
proximidade do ponto isolétrico das proteinas do soro. Polissacarideos como a K-carragena,
a pH baixos, podem atuar como floculantes na precipitacdo de proteinas em suspensdo.
Sendo assim, as proteinas do soro devem estar interagindo com a carragena nas condic¢des

estudadas (pH final igual a 4,6).

121



140
2 120
g
H a0
Z
§ W
g g
=
(]
®
‘U} o
[ 5658
[ 19,544
[ 29,430
133318
[ 43,202
I 53,087
I 53973
I 73250
Il above
140
z '120
2w
580
g o
§ )
[ F
=
5
Il 4527 S
I 11,014
B 17,401
[ 23,788
[ 30,175
[ 38,582
[ 42,948
I 43,238
W 55,723
I 2,110
Il above
140
z '120
2w
580
5 e
§ a0
o g
et
%
w
& T
[ 3770
[ 11,683
119517
127540
[ 35,483
I 43,387
Il 51310
Il 59,233
Il above

¢)

Figura 4.30: Superficies de resposta na analise do médulo viscoso dos géis com adi¢do da mistura KCI/NaCl.
Comportamento das variaveis concentrado protéico de soro (CPS) e carragena (CAR) com forga idnica em a)
0M, b) 0,28M ¢ ¢) 0,34M.
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Figura 4.31: Superficies de resposta na analise do moédulo viscoso em géis com adigdo da mistura KCIl/NaCl.

Comportamento das variaveis caseinato de sodio (CAS) e carragena (CAR) a temperatura de mistura no nivel
a) minimo (30°C), b) central (55°C) e ¢) maximo (80°C).
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Na Figura 4.31 esta representado o comportamento do médulo viscoso (1) em fungdo
das concentragdes de carragena e caseinato de s6dio com a variacdo da temperatura nos
niveis central (30°C), minimo (55°C) e maximo (80°C). O aumento da temperatura de
mistura diminuiu o valor de n;, mostrando que o valor maximo do modulo viscoso se deu a
menor temperatura, juntamente com as maiores concentragdes de caseinato de sédio e
carragena, onde novamente se v€ a predominancia da rede de caseinato-carragena.

Schkoda et al. (1999) verificaram que o modulo viscoso de géis lacteos acidificados
diminuiu com o aumento da concentracdo de NaCl em leite nanofiltrado, decrescendo a
tendéncia das micelas de caseina se agregarem, devido a altas forgas repulsivas, implicando
também em sistemas com baixa capacidade de retencdo de agua. Neste trabalho também foi
verificado um forte efeito negativo da forga idnica sobre esta propriedade reoldgica. A
adicao de co-solutos no sistema estudado afetou os moddulos elastico e viscoso dos géis
formados, de maneira a aumenta-los ou diminui-los, dependendo do soluto adicionado.
Com relacao ao modulo elastico, o valor médio apresentado para o sal foi de 3,27 kPa, ja
com adi¢do da sacarose esse valor foi de 12,16 kPa. Para o modulo viscoso, a adicao da
mistura salina KCI/NaCl produziu um valor médio de 31,43 kPa.s, porém adicionando
agucar o efeito nessa propriedade foi muito mais pronunciado, conferindo um valor médio

de 1.454,50 kPa.s no sistema modelo de biopolimeros estudado.
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4.3.5. Capacidade de retencao de agua - géis com adicao de sacarose

Na Figura 4.32 estdo apresentados os efeitos lineares ocorridos no sistema de
biopolimeros com sacarose, obtidos a partir da avaliacdo da capacidade de reteng¢do de dgua
do planejamento fatorial completo (Tabela 4.27). Os resultados mostram capacidade de
retengdo de dgua (CRA) entre 38 e 85%, sendo que os menores valores foram associados a
baixas concentracdes de polissacarideo. A carragena foi a varidvel de maior efeito no
aumento da capacidade de reten¢do de dgua, devido ao seu pronunciado cardter hidrofilico.
Nota-se, inclusive, que o menor valor da capacidade de retencdo de dgua correspondeu ao
ponto axial (ensaio 37, Tabela 4.27) em que ndo houve adi¢do de carragena. Seguindo a
mesma tendéncia, as concentracdes de CPS e de sacarose também produziram efeito
positivo na capacidade de retencdo de dgua dos géis formados. No entanto, a concentragio
de caseinato de sddio produziu efeito negativo no sistema avaliado, colaborando na redugdo

da capacidade de retencao de dgua do sistema de biopolimeros.
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Figura 4.32: Efeitos lineares significativos das varidveis independentes (p< 0,05) sobre a capacidade de
retencdo de dgua dos sistemas de biopolimeros acidificados quando adicionados de sacarose. Onde CAS -
concentragdo de caseinato de sddio, CPS - concentragdo de concentrado protéico de soro, CAR - concentragdo
de carragena, SAC — concentracio de sacarose.
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Tabela 4.27: Respostas do planejamento completo 2° para analise de capacidade de retencio de dgua (CRA)
nos sistemas adicionados de sacarose.

Ensaios CAS CPS CAR SAC T CRA (% p/p)
1 -1 -1 -1 -1 -1 64,19
2 1 -1 -1 -1 -1 48,51
3 -1 1 -1 -1 -1 70,18
4 1 1 -1 -1 -1 56,36
5 -1 -1 1 -1 -1 76,71
6 1 -1 1 -1 -1 73,72
7 -1 1 1 -1 -1 83,62
8 1 1 1 -1 -1 78,43
9 -1 -1 -1 1 -1 65,43
10 1 -1 -1 1 -1 60,28
11 -1 1 -1 1 -1 71,77
12 1 1 -1 1 -1 64,26
13 -1 -1 1 1 -1 72,33
14 1 -1 1 1 -1 74,47
15 -1 1 1 1 -1 78,97
16 1 1 1 1 -1 78,46
17 -1 -1 -1 -1 1 61,23
18 1 -1 -1 -1 1 55,48
19 -1 1 -1 -1 1 69,58
20 1 1 -1 -1 1 64,64
21 -1 -1 1 -1 1 66,59
22 1 -1 1 -1 1 68,51
23 -1 1 1 -1 1 75,63
24 1 1 1 -1 1 63,42
25 -1 -1 -1 1 1 64,40
26 1 -1 -1 1 1 64,66
27 -1 1 -1 1 1 75,04
28 1 1 -1 1 1 72,63
29 -1 -1 1 1 1 69,91
30 1 -1 1 1 1 75,20
31 -1 1 1 1 1 76,93
32 1 1 1 1 1 85,87
33 238 0 0 0 0 82,57
34 2,38 0 0 0 0 76,56
35 0 2,38 0 0 0 58,57
36 0 2,38 0 0 0 80,61
37 0 0 2,38 0 0 38,26
38 0 0 2,38 0 0 65,08
39 0 0 0 -2,38 0 57,92
40 0 0 0 2.38 0 72,62
41 0 0 0 0 2,38 81,01
42 0 0 0 0 2,38 78,24
43 0 0 0 0 0 79,49
44 0 0 0 0 0 79,71
45 0 0 0 0 0 79,27
46 0 0 0 0 0 79,70
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A compreensao das tendéncias e interagdes ocorridas no sistema foi possivel através da
avaliacdo dos modelos matematicos gerados a partir do planejamento experimental
completo, sendo que na Tabela 4.28 sdo apresentados os valores dos coeficientes das
varidveis significativas e interagdes ocorridas nos ensaios de capacidade de retencdo de
agua.

Tabela 4.28: Valores dos coeficientes significativos dos modelos matemadticos codificados para a predi¢do da
capacidade de retengdo de dgua dos sistemas de biopolimeros com adi¢do de sacarose. Onde: b; sdo os

coeficientes da regressdo com os sub-indices, 1 — concentragdo de caseinato de sodio, 2 - concentracdo de
~ ~ 0 .
CPS, 3- concentracdio de carragena, 4 - concentrac¢io de sacarose, 5 - T("C) de mistura dos componentes.

Coeficientes CRA
(% plp)
bo 79,15
bl -1.66
b2 3,61
§ b3 5,40
= b4 2,51
b5 -
o bll
S b22 1,80
k& b33 -4,96
s b44 2,56
< b55 -
b12
b13 1,64
bl4 1,87
@ bl5 1,24
g» b23 _
5 b24 -
£ b25 _
b34 -
b35 1,92
b45 1,42

Através da andlise de varidncia (ANOVA) Tabela 4.29, verificou-se que pelo
modelo matemaético obtido o valor de f cyculado (fearc) foi muito maior que o f perado (fran)s

possibilitando gerar as superficies de respostas, que estdo apresentadas na Figura 4.33.
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Tabela 4.29: Andlise de varidncia do modelo matematico obtido para a capacidade de retencdo de dgua para
os sistemas com adicao de sacarose.

Fonte Soma Ouadratica Graus de | Média Ouadratica fin
de variacdo Liberdade
Regressio 4,09 10*” 12 341,11 48,29 2,06
Residuos 2,33 10" 33 7,06
Erro 233,095 33
Total 4326,46 45
2_ 0,95
R= 0,97

Na Figura 4.33, pode-se observar através das superficies de resposta o efeito das
concentracoes de caseinato de sddio, CPS e carragena e na Figura 4.34 da carragena com a
sacarose. A concentracdo de caseinato de sédio apresentou efeito linear negativo, porém
vale ressaltar que a interacao entre a carragena e o caseinato de sédio foi positiva. Verifica-
se que com o aumento da concentracio de CPS a capacidade de retencdo de dgua
aumentou, até a concentracdo do ponto central dessa varidvel, a partir do qual a CRA se
manteve estdvel como pode ser visto nas Figuras 4.33b e 4.33c. Nessas figuras também se
verifica que nas maiores concentracdes de carragena a CRA € maior, indicando sua
importancia na interagdo com agua.

Na Figura 4.34 pode-se ver o efeito positivo do actucar, especialmente a baixas
concentracdes de carragena. As interacdes entre as proteinas do leite que favorecem o
aumento da forca do gel, parecem também contribuir com o aumento de CRA, porém, seu
efeito € bem menor que o da carragena. A formacdo de agregados entre o caseinato de
sodio e as proteinas do soro, que provavelmente estariam aprisionados na rede de carragena
(TzZIBOULA & HORNE, 1999) também poderia dificultar a perda de 4gua. No entanto, a
maior capacidade de reten¢do de dgua ocorreu a niveis intermedidrios de concentracido de
proteinas, uma vez que nas maiores concentragdes pode haver incompatibilidade entre os

biopolimeros, facilitando a expulsao da dgua.
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Figura 4.33: Superficies de resposta na andlise das varidveis carragena (CAR) e caseinato de sédio (CAS)
sobre a capacidade de retencdo de d4gua com concentracdo de concentrado protéico (CPS) nivel: a) inferior, b)
central e c¢) superior.
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Figura 4.34: Superficies de resposta na andlise das varidveis carragena (CAR) e sacarose (SAC) sobre a
capacidade de retencdo de dgua.

A Figura 4.35 mostra a estrutura dos géis, visualizada por microscopia eletronica de
varredura. Na Figura 4.35a pode-se observar o gel sem adi¢do do soluto, na 4.35b com a
adicao de 10 % (p/p) de sacarose e na 4.35¢c com 20% (p/p) de acucar. As condicdes de
processo e as concentracdes dos biopolimeros foram mantidas no ponto central
(equivalentes aos ensaios 39, 40 e 43). Nota-se que sem a adi¢do de agucar a estrutura
formada apresenta um ndmero elevado de poros, quando comparada com géis preparados
com 10 e 20% (p/p) de sacarose. A adicdo do agicar promoveu o fortalecimento da rede do
gel levando a formacdo de uma rede mais homogénea e coesa. Belyakova er al. (2003)
também verificaram que na presenca de sacarose, a microestrutura do gel de caseinato de
sddio acidificado foi mais homogénea e composta por pequenas particulas de proteina.

A comparagdo dos resultados de microscopia mostrados na Figura 4.35 com os valores
obtidos na andlise de capacidade de retencdo de dgua mostra que a adicdo de agucar
contribuiu tanto para uma rede mais homogénea, como para uma maior interacdo com a

agua.
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Figura 4.36: Microscopia eletronica de varredura (aumento de 10.000 vezes) dos géis biopoliméricos com
adigdo de sacarose a) 0% b) 10% (p/p) e c) 20% (p/p).
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A estrutura que manteve a malha do sistema de biopolimeros, e que de certa maneira
reteve mais dgua, provavelmente foi proveniente das interagdes entre o caseinato de sodio e
carragena (DALGLEISH, & LAw, 1998), favorecidas pela hidratagdo preferencial desta
proteina na presenca de sacarose. Neste caso, o agucar foi excluido do contato com a
superficie da proteina, possibilitando tais ligacdes (FARRELL & MORA-GUTIERREZ, 2000) e
ligando-se a dgua, ou simplesmente, a adi¢do de agucar levou ao aumento do nimero de
colisdes efetivas entre as particulas e fortaleceu as interacdes entre as mesmas (DICKISON &

MERINO, 2002, BELYAKOVA et al., 2003).
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4.3.6. Capacidade de retencao de agua - géis com adicao de sal (KCI/NaCl)

A mistura de KCI/NaCl quando adicionada aos sistemas de biopolimeros proporcionou
um efeito diferente ao da sacarose. Analisando os valores obtidos nos ensaios do
planejamento fatorial completo (Tabela 4.30), nota-se que a capacidade de reteng¢do de dgua
(CRA) foi muito menor com a adi¢c@o sal que com a de agucar. Verifica-se que na auséncia
da mistura de sais (ensaio 39) obteve-se a maior porcentagem de retencdo de dgua (57,70),
resultado similar ao sistema sem sacarose (57,92).

O comportamento global ocorrido no sistema de biopolimeros pode ser melhor
compreendido quanto a CRA na Figura 4.37, em que sdo mostrados os efeitos lineares
significativos das varidveis estudadas a partir da avaliagdo do planejamento fatorial
completo. Na Figura 4.37 verifica-se que a mistura salina (representada pela forca idnica)
produziu efeito negativo na CRA, ou seja, colaborou no aumento da separaciao de solvente,
devido a formacdo de uma rede mais porosa e, provavelmente, mais fragil, como foi

observado nos resultados de tens@o na ruptura.

10

CRA %
o

CAR Fl T

Figura 4.37: Efeitos lineares significativos (p < 0,05) das varidveis independentes dos sistemas acidificados de
biopolimeros quando adicionados da mistura de KCI/NaCl sobre a CRA. Onde , CAR - concentracido de
carragena, FI — forca idnica, T - temperatura de mistura dos componentes.
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Tabela 4.30: Respostas do planejamento fatorial completo 2° da andlise de capacidade de retencio de dgua no

sistema adicionado da mistura salina KCI/NaCl.

ensaios. CAS CPS CAR FI T CRA (%)
1 -1 -1 -1 -1 -1 36,61
2 1 -1 -1 -1 -1 33,69
3 -1 1 -1 -1 -1 35,38
4 1 1 -1 1 -1 40,44
3 1 -1 1 -1 -1 43,47
6 1 -1 1 -1 -1 44,42
7 -1 1 1 -1 -1 43,73
8 1 1 1 -1 -1 43,61
9 -1 -1 -1 053 -l 28,56
10 1 -1 -1 0,53 -1 34,40
11 -1 1 -1 0,53 -1 36,66
12 1 1 -1 053 -l 46,71
13 -1 1 1 0,53 -1 44,16
14 1 -1 1 0,53 -1 48,82
15 -1 1 1 0,53 -1 42,15
16 1 1 1 0,53 -1 43,54
17 -1 -1 -1 -1 1 51,54
18 1 -1 -1 -1 1 51,28
19 -1 1 -1 -1 1 53,64
20 1 1 -1 -1 1 51,85
21 -1 -1 1 -1 1 50,59
22 1 -1 1 -1 1 52,15
23 -1 1 1 -1 1 52,14
24 1 1 1 -1 1 50,65
25 -1 -1 -1 0,53 1 49,51
26 1 -1 -1 053 1 48,35
27 -1 1 -1 0,53 1 47,72
28 1 1 -1 0,53 1 48,48
29 -1 -1 1 0,53 1 51,26
30 1 -1 1 0,53 1 51,02
31 -1 1 1 0,53 1 48,43
32 1 1 1 0,53 1 47,70
33 2,38 0 0 0 0 49,10
34 238 0 0 0 0 56,66
35 0 2,38 0 0 0 56,17
36 0 2,38 0 0 0 55,91
37 0 0 2,38 0 0 30,30
38 0 0 2,38 0 0 47,86
39 0 0 0 -2,47 0 57,70
40 0 0 0 1,06 0 29,29
41 0 0 0 0 2,38 42,14
42 0 0 0 0 2,38 56,90
43 0 0 0 0 0 48,30
44 0 0 0 0 0 48,39
45 0 0 0 0 0 48,26
46 0 0 0 0 0 48,20

134



Esse comportamento sugere que uma diminui¢do no nimero de agregados e/ou que a
agregacao mais rapida e desordenada com a adic@o de sal poderiam explicar a diminui¢ao
da for¢ca do gel (BOYE et al., 1997). Por outro lado, as liga¢cdes ocorridas no sentido de
formacao, retencao e estrutura do gel estdo fortemente relacionadas a agao da temperatura
de mistura dos componentes e ndo somente em relacio a concentracao dos biopolimeros, tal
como pode ser observado nos resultados, € novamente pode-se observar a acdo da
carragena atuando positivamente no sistema. Os coeficientes do modelo matematico
determinado para a capacidade de retencdo de dgua dos géis adicionados de mistura salina,

encontram-se na Tabela 4.31.

Tabela 4.31: Valores dos coeficientes significativos do modelo matematico codificado para a predicdo da
capacidade de retencdo de dgua dos sistemas de biopolimeros com adi¢do da mistura de sais KCI/NaCl. Onde:
b; sdo os coeficientes da regressdo com os sub-indices, 1 — concentracdo de caseinato de sddio, 2 -
concentragdo de CPS, 3- concentracdo de carragena, 4 - concentracio da mistura salina, 5 - T(OC) de mistura
dos componentes.

CRA
Coeficientes
by 48,11
bl -
b2 -
b3 2,42
b4 -1,97
b5 4,50
bl1l -1.87
b22 R
b33 -
b44 -
b55 -
bl12 -
bl3 -
bl4 -
bl5 -
b23 R
b24 R
b25 -
b34
b35 -1,87
b45 -

Linear

quadratico

interacoes
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Na Figura 4.38 € apresentada algumas superficies de resposta referentes a andlise da
capacidade de retencdo de dgua, quando se adicionou a mistura KCI/NaCl aos sistemas
poliméricos, cujos modelos foram avaliados por anédlise de variancia (ANOVA - na Tabela

4.32).

Tabela 4.32: Andlise de varidncia do modelo matemdtico obtido a partir da avaliacdo do planejamento
fatorial completo para a CRA dos sistemas biopoliméricos com adi¢do da mistura KCI/NaCl.

Fonte Soma Ouadratica GL Média Ouadratica fcalc ftab
de variacdo

Regressao 1,16 107 9 128,71 4,40 2,15
Residuos 1,05 10" 36 2,92 10"

Erro 1052,786 36

Total 2211,173 45

R’= 0,79

R= 0,89

Pode ser verificado na Figura 4.38, o efeito da temperatura com relagdo a capacidade
de retencdo de 4gua, sendo que a baixas temperaturas de mistura, quando praticamente ndao
ha desnaturacdo das proteinas do soro, a quantidade de solvente liberada foi menor devido a
elevada solubilidade da B-Lg ndo desnaturada. Além disso, é possivel que a carragena no
estado ordenado possa se ligar mais facilmente a d4gua, que no estado desordenado.

Normalmente, o tratamento térmico dado ao leite, préximo a 70°C, causaria a
desnaturacdo das proteinas do soro que poderiam complexar com a caseina por interagdes
hidrofébicas e pontes dissulfeto (KELLY & O’KENNEDY, 2001). Quando o meio €
acidificado, alguns autores sugerem que essas interagdes ocorrem devido a agregacdo das
proteinas desnaturadas do soro préximas ao seu ponto isoelétrico e destas com as particulas
de caseina, aumentando o nimero e a for¢a das ligacdes (LUCEY & SINGH, 1998). Neste
caso, a reatividade dos grupos SH diminuiria significativamente em condicOes dcidas e

dessa maneira, interagdes ndo covalentes sdo envolvidas na estrutura do gel dcido, enquanto
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Figura 4.38: Superficies de resposta na andlise do efeito das varidveis carragena (CAR) e forca i6nica (FI)
sobre a capacidade de reten¢do de 4gua dos géis com mistura salina com temperatura no nivel a) inferior, b)
central e c¢) superior.
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que em pH neutro o intercAmbio das rea¢des moleculares dissulfeto — dissulfeto sdo
favorecidas, como € o caso dos géis térmicos de proteina do leite. Estas interacdes proteina-
proteina desfavorecem as pontes de hidrogénio entre proteina-dgua, levando a uma maior
expulsdo de dgua da matriz.

A adicdo de sal influenciou a acdo da carragena, pois esta aumentou fortemente a
liberacdo de solvente com alta for¢a iOnica, especialmente a baixas concentragdes de
polissacarideo. Esse biopolimero passa por uma transi¢io conformacional de estrutura
ordenada para desordenada entre 20 e 50°C, dependendo da forga iOnica e da temperatura
(Ross-MURPHY, 1998). A temperatura de gelificacdo da carragena varia de acordo com o
tipo e concentracdo, solutos idnicos e ndo idnicos e presenca de outros polimeros. De todos
os tipos de carragena, a kappa fornece os géis mais fortes. A rigidez dos géis de x-
carragena € diretamente dependente da concentragdo da goma e dos seguintes cdtions nessa
ordem, K*> Ca™ >> Na*. Um gel rigido e eldstico é formado com K*, ao passo que com
Ca* o gel é quebradico e fragil. Tanto com K* e Ca* 2 a K-carragena possui alto poder
gelificante, marcado por um efeito sinergistico com os dois cations (THERKELSEN, 1993).
No sistema-modelo estudado estdo presentes todos esses ions (Tabela 3.1) sendo que o
sodio estd presente em maior quantidade (caseinato e NaCl), seguido pelo potéssio (KCl),
os quais podem ter elevado a temperatura da transi¢do conformacional ou de gelificagdo.

Neste caso, o efeito positivo do aumento da temperatura sobre a CRA pode estar
associado também a sua influéncia sobre a conformacdo da carragena. Diferentemente do
ocorrido com a adi¢do de sacarose, os géis obtidos com adi¢do da mistura salina KCI/NaCl
aumentaram o ndmero e o tamanho dos poros formados, como pode ser observado na

Figura 4.39, o que claramente favoreceu a saida de dgua (Tabela 4.30).
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Figura 4.39: Microscopia eletronica de varredura (aumento de 10.000 vezes) dos géis com mistura salina
KCI/NaCl a) 0% b) 1,0% p/p; e ¢) 1,5% p/p.
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A adicdo de co-solutos no sistema afetou na capacidade de retencdo de dgua dos géis
formados, de maneira a aumentar ou diminuir esta propriedade, dependendo do soluto
adicionado. Com auséncia de co-solutos, a CRA foi em torno de 57 %, sendo que com
adicao da mistura salina KCI/NaCl (ponto central), este valor caiu para 48 %. Ja com a
adicao de sacarose o efeito nessa propriedade foi positivo, apresentando um valor préoximo

a 79% (ponto central) na capacidade de reten¢do de dgua nos sistemas modelo estudados.
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CAPITULO 5. CONCLUSOES GERAIS

= O uso da metodologia de planejamento experimental fatorial, no estudo das
propriedades de sistemas de biopolimeros, possibilitou a deteccdo das varidveis que
exercem efeitos nas propriedades mecanicas e capacidade de retencdo de 4gua de géis
protéicos adicionados de polissacarideo e dos co-solutos, sacarose e mistura salina
KCI/NaCl.

= Constatou-se que, nos sistemas contendo sacarose, a tensdo de ruptura e o médulo
de elasticidade foram fortemente influenciados pelas concentragdes de carragena e de
caseinato de sédio. Os maiores valores de tensdo na ruptura estdo na faixa de concentragao
de caseinato de sédio entre 6 e 8%, e de carragena em torno de 1%. A deformacdo na
ruptura, que fornece a caracteristica de flexibilidade da rede do gel, foi influenciada
negativamente pelas proteinas do leite. Isso mostra a importincia das interacoes
biopoliméricas com a dgua na maior ductilidade ou plasticidade do sistema.

= Os sistemas contendo a mistura salina (KCI/NaCl) foram mais frageis e
particulados, fato este constatado na diminui¢do da firmeza e dureza dos géis obtidos. No
entanto, a forca do gel aumentou com o incremento da temperatura de mistura. Com relagao
a deformacdo na ruptura, o caseinato de sddio foi a tnica varidvel significativa sobre esta
propriedade.

= A temperatura de desnaturacdo (Tq4) das proteinas do soro sem adi¢do de soluto, foi
de 76,7°C, sendo que na presenca de sacarose ou sal, as temperaturas de desnaturacéo
aumentaram. Ambos afetaram a estabilidade das proteinas, com a adi¢do do actcar a

temperatura de desnaturacdo foi maior (87,6 °C na concentra¢do médxima de sacarose,
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30%), ja com a mistura salina, o aumento da for¢a idnica (FI), indica que o sal efetivamente
atuou mais fortemente na estabilidade das proteinas desnaturando-as a temperaturas
inferiores.

= O aspecto visual dos géis contendo a mistura KCI/NacCl, foi totalmente diferente dos
de sacarose. A adicdo do actcar promoveu o fortalecimento da rede do gel, levando a
formacdo de uma malha mais firme e coesa. Os resultados da microscopia foram
relacionados aos valores obtidos na andlise de capacidade de retencao de agua (CRA), pois,
quanto maior foi o valor da CRA, menor o nimero de poros formados no sistema e
consequentemente maior a capacidade de retencdo de dgua dos géis na presenca de
sacarose. Os géis obtidos com adi¢ao da mistura salina KC1/NaCl aumentaram, em nimero
e tamanho, os poros formados e conseqiientemente, mostraram menor capacidade de
retencdo de dgua. Com auséncia de co-solutos, a CRA foi em torno de 57%, sendo que com
a adi¢do da mistura salina KCI/NaCl este valor caiu para 48% e com a adi¢ao de sacarose
obteve-se um valor préximo de 79%.

= Géis adicionados de sacarose levaram a formac¢ao de um gel mais duro, devido a
agregacao do polissacarideo e o caseinato de sédio, de interacdes carragena-carragena, pois
o efeito do agucar estd associado a diminuicdo das interagdes polissacarideo-solvente.

= No caso dos géis com sal, o aquecimento moderado deste sistema favoreceu as
interacoes hidrofébicas e o aumento da forca i0nica, reduzindo a formagdo de interacdes
eletrostdticas. A temperatura do tratamento térmico e a forga idonica foram de fundamental
importancia na ténue formagdo da rede do gel. Assim como quando se adicionou sacarose
no sistema, a adi¢do de sal modificou as interacdes nestes sistemas devido a mudancga da
qualidade do solvente, porém no primeiro caso facilitou as interagdes biopoliméricas e no

segundo uma agregacao desordenada.
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= Com esse trabalho foi possivel delinear as influéncias dos componentes e condi¢cdes
de processo, em um amplo espectro, podendo verificar quais parametros conferem/facilitam
a aplicacdo tecnoldgica de biopolimeros em produtos lacteos, podendo em um futuro,

minimizar etapas no desenvolvimento de novos produtos.
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