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REsumo

Tendo em vista a necessidade do entendimento das interacdes entre ingredientes
para o desenvolvimento de novos produtos lacteos e para o controle e manipulacao de
suas caracteristicas de estabilidade e textura, este trabalho teve como objetivo elucidar as
interacdes entre as proteinas do leite e a goma gelana. Foi estudado o efeito de diferentes
concentragdes de gelana, caseinato de s6dio e concentrado protéico de soro de leite,
assim como o estado conformacional do polissacarideo, nas propriedades de textura,
microestrutura e estabilidade em relagdo a perda de agua dos sistemas formados. A
transicdo conformacional da gelana em diversos valores de pH foi estudada por ensaios
reolégicos oscilatérios a baixas freqiiéncias. Foi observado que a transicdo de estado
desordenado — ordenado do polissacarideo € irreversivel com a temperatura em pH 3,5,
enquanto em maiores valores de pH os géis formados sao termorreversiveis. Além disso,
sistemas em pH 3,5 apresentaram viscosidade e carater elastico mais pronunciados,
enquanto que na faixa de pH de 5,3 a 7,0, ndo foram observadas mudancgas significativas
nas caracteristicas reolégicas do material. Em sistemas mistos proteinas-polissacarideos,
diferentes estruturas foram observadas de acordo com as concentragdes de biopolimeros
e 0 estado conformacional do polissacarideo, resultando em alteragdes das propriedades
mecanicas, de retengdo de agua e de solubilidade dos sistemas. Sistemas bipoliméricos
caseinato de sédio — gelana formaram coacervados em altas concentragdes de proteina e
apresentaram microestrutura compacta, refletindo em maiores valores de tensdo de
ruptura, elasticidade e baixa capacidade de retencdo de &gua. Ja nos sistemas
tripoliméricos, ndao foram observados coacervados devido ao favorecimento das
interagcbes entre as proteinas que ocasionou um aumento dos valores de capacidade de
retencdo de agua das amostras. A gelana e as proteinas do soro apresentaram

incompatibilidade termodinamica em altas concentracdes poliméricas, confirmada pelos
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ensaios de solubilidade protéica em agua, levando a formacao de sistemas mais frageis,
menos deformaveis e com uma estrutura mais porosa, que contribuiu para o aumento da
capacidade de retencdo de 4gua e reducéo da sinerese dos mesmos. O uso de gelana
em estado desordenado no preparo das amostras com alta concentracao protéica induziu
a formacao de complexos eletrostaticos entre as proteinas e as moléculas de gelana

individuais, diminuindo a rigidez dos sistemas.
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ABSTRACT

As the ingredient interactions are important for the development of new milk
products and for the control and management of its stability and texture properties, the aim
of this work was to elucidate the milk proteins and gellan gum interactions. The effect of
different concentrations of gellan gum, sodium caseinate and whey protein concentrate, as
well as the polysaccharide conformational transition on the systems texture properties,
microstructure and water release were studied. The gellan gum conformational transition
was studied in different pH values by oscillatory shear measurements at low frequencies. It
was observed that the conformational polysaccharide transition (coil-helix) was thermo-
irreversible at pH 3.5 while at higher pH values the gels were temperature reversible.
Moreover, systems at pH 3.5 showed higher viscosity and storage modulus, but at 5.3 —
7.0 pH range it was not observed significant differences on the material rheological
properties. Protein-polysaccharide systems showed different structures according to the
polymers concentration and polysaccharide conformation, resulting on variations of its
mechanical properties, water binding and solubility. Bi-polymeric systems composed of
caseinate and gellan formed coacervates at high protein concentration leading to a
compact structure which reflected in higher rupture stress, elasticity and water holding
capacity. Nevertheless, on multipolymeric samples it was not observed coacervates
probably due the enhance of protein-protein interactions that lead to increase on water
holding capacity values. Gellan gum and whey proteins showed thermodynamic
incompatibility at high polymer concentrations, confirmed by the solubility measurements,
and induced the formation of weaker and less deformable gels, which had a porous
structure with more ability to hold water. The use of coil gellan on the preparation of the
samples with high protein concentration resulted on electrostatic complexes formation

between the proteins and the individual gellan molecules, reducing the gels hardness.
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- CAPITULO 1 -

Introducao geral






Capitulo 1

A textura é um parametro de qualidade que influencia fortemente a aceitacao de
produtos alimenticios por parte dos consumidores (VAN DER BERG et al., 2007),
podendo ser mensurada através de propriedades reoldgicas e estruturais. Os alimentos
sdo uma mistura complexa formada por diferentes componentes que interagem entre si
formando variadas estruturas e texturas dependendo da sua composicéo e do processo a
que sao submetidos. Assim, o estudo de sistemas mais simples, formados por uma
pequena quantidade de ingredientes, tem sido uma ferramenta Gtil para o entendimento
das interacoes entre os componentes dos alimentos. Géis multicomponentes sdo um bom
modelo para produtos alimenticios naturais e manufaturados, que contenham elevado teor
de umidade (50-90%). Sua consisténcia semi-solida se da devido a presenca de redes
formadas por biopolimeros que retém grande quantidade de agua (MORRIS, 1985).
Muitos ingredientes podem compor a estrutura dos géis multicomponentes, porém as
proteinas e os polissacarideos sdo os mais importantes (TOLSTOGUZOV, 1986). A
combinagéo de proteinas nativas ou desnaturadas e polissacarideos neutros ou aniénicos
possibilita a obtencdo de um grande nimero de estruturas e, conseqlientemente, de
texturas. (BROWNSEY & MORRIS, 1998; DE JONG & VAN DE VELDE, 2007,
TOLSTOGUZOV, 2000; VAN DER BERG et al., 2007). Varios sdo os exemplos de géis
mistos de proteinas e polissacarideos reportados na literatura (OLSSON et al., 2000;

TURGEON & BEAULIEU, 2001; TAVARES & DA SILVA, 2003).

A goma gelana é um polissacarideo de grande interesse e aplicabilidade em
alimentos por possuir propriedades funcionais unicas (TANG et al., 1994). Além de ser um
agente gelificante, a gelana é um biopolimero estabilizante formador de filme, espessante
e liberador de sabor. Por formar um gel transparente, inclusive a baixas concentracoes, e
apresentar resisténcia ao calor e a acidos quando comparado a géis de outros

polissacarideos, a gelana tem grande potencial de uso na industria de alimentos e
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biotecnologia (MIYOSHI et al, 1996; CHANDRASEKARAN & RADHA, 1995;
SANDERSON, 1990). No entanto, as interacbes da gelana com outros componentes
dependem do seu estado conformacional, que esta relacionado a temperatura, da
concentragéo do polimero e da composigao do solvente (KASAPIS et al., 1999; LAU et al.,
2000). A aplicacao bem sucedida da gelana visando a obtencdo dos atributos de textura
desejados depende de um amplo entendimento das relacbes entre as propriedades
mecéanicas e as interagbes de ordem molecular entre os componentes dos sistemas

(TANG et al., 1995).

O setor de laticinios é de grande importancia na economia brasileira, sendo um
dos maiores geradores de receita da industria de alimentos (ABIA, 2006). Na atualidade,
muitos produtos lacteos sdo uma combinacdo de inumeros ingredientes, visando a
obtengcado de novos sabores e texturas, como é o caso de iogurtes, requeijdes e queijos
analogos. Assim, estudos que visam o entendimento das interagcbes entre ingredientes
sdo muito relevantes nessa area, por permitir a manipulacdo e o controle de atributos

desejaveis em alimentos, bem como o desenvolvimento de novas texturas.

Portanto, este trabalho teve como objetivo estudar o efeito de diferentes
concentragdes de sistemas tripoliméricos gelana - caseinato de sédio - proteinas do soro
de leite e a influéncia do estado conformacional do polissacarideo, nas interacoes
estabelecidas entre estes ingredientes e nas propriedades obtidas de textura,
microestrutura e estabilidade em relagdo a perda de agua dos sistemas formados. Para
isso foram realizados ensaios de solubilidade em agua, ensaios de compressao uniaxial,
microscopia eletronica de varredura e ensaios de sinerese e capacidade de retencéo de
agua. A interacao da gelana (em diferentes estados conformacionais) com cada uma das

proteinas também foi estudada pela avaliacdo das interagbes e das caracteristicas de
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sistemas bipoliméricos: gelana — proteinas do soro e gelana — caseinato em diferentes

concentragdes, de forma que os sistemas tripoliméricos fossem melhor compreendidos.

Inicialmente foi realizado um estudo do mecanismo de transicdo conformacional da
gelana em diferentes valores de pHs por ensaios reoldgicos oscilatérios (Capitulo 3), onde
se obteve as temperaturas de transicdo conformacional da goma. No Capitulo 4 sao
apresentados os resultados de propriedades mecénicas, capacidade de retengcado de
agua, sinerese, solubilidade e a microestrutura dos sistemas bi e tripoliméricos compostos
por diferentes concentracoes de cada polimero e dois diferentes estados conformacionais
da gelana. O Apéndice 1 mostra o estudo do processo de acidificagdo com GDL de
sistemas gelana — caseinato de sodio — proteinas do soro, a partir do qual se determinou

a razao de GDL que seria utilizada na acidificagao dos sistemas.
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1. Biopolimeros: Composicao e Interacoes

A natureza e composi¢ao dos biopolimeros influenciam ndo s6 a sua estrutura,
como também as interagdes estabelecidas com outros componentes, determinando suas
propriedades funcionais e suas caracteristicas reolégicas e estruturais. Proteinas e
polissacarideos s&o os dois biopolimeros mais estudados em alimentos visando o
controle e manipulagdo de suas propriedades estruturais, de textura e estabilidade

(DICKINSON, 1998).

Os polissacarideos sédo biopolimeros constituidos de mon6meros de agulcares
simples ricos em grupos funcionais — OH, capazes de formar pontes de hidrogénio.
Polissacarideos estereoregulares (especialmente os de origem bacteriana, como a
gelana) podem apresentar pontes de hidrogénio intramoleculares, que estabilizam sua
estrutura helicoidal, e pontes intermoleculares possibilitando a formagdo de gel

(RINAUDO, 2004).

As proteinas sdo macromoléculas complexas compostas por aminoacidos unidos
por amidas substituidas, ou ligagbes peptidicas. A natureza e tipo desses aminoacidos
(Anexo 1) definem as estruturas primarias, secundaria e terciaria das moléculas protéicas,
determinando suas interagdes com outros biopolimeros. Os aminoacidos sao
classificados em quatro grupos segundo sua polaridade: apolares, polares nao ionizaveis,
polares ionizaveis acidos e polares ionizaveis basicos (CHEFTEL, 1996), como apresenta

o Anexo 1.

Os aminoacidos polares, de forma geral, sdo aptos a formar pontes de hidrogénio
que exerce papel fundamental na estabilizagdo das estruturas secundarias e terciarias
das proteinas. Estas interacdes sdo moderadamente fortes (10-40kJ mol”) e de curto
alcance. No entanto, sua importancia nas interacoes proteinas — polissacarideos perdem

a relevancia a altas temperaturas.
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Os aminoacidos polares ionizaveis estao relacionados a quantidade de interacoes
eletrostaticas atrativas e repulsivas intra e intermoleculares das moléculas protéicas.
Dependendo do grau de ionizagao, esta interagdo pode ser de curto alcance (fraca) ou de
longo alcance (forte). Normalmente sua ordem de magnitude varia de 42 a 84 kJ mol™. De
forma geral, as interacdes eletrostaticas polimero — polimero sao sensiveis a variagbes de
pH e forga ibnica (DICKINSON, 1998; CHEFTEL, 1996), diminuindo de intensidade com o

aumento da forga i6bnica (MCCLEMENTS, 2006).

Os aminoéacidos apolares recebem essa classificacdo de acordo com a
hidrofobicidade média de suas cadeias laterais, que n&o interagem com moléculas
polares (exceto por interacoes de Van der Waals). Eles sao responsaveis pelas interacdes
hidrofébicas que possuem origem entrépica e sdo moderadamente fortes (5-100 kJ mol™).
As interagbes hidrofobicas sdo de longo alcance e se fortalecem com o aumento de
temperatura (acima de 60°C). Através delas, os aminoacidos apolares se associam
tendendo a permanecer na regido interna das moléculas de proteina (DICKINSON, 1998;

CHEFTEL, 1996).

Outro tipo de interacao possivel entre proteinas, porém de pouca influéncia nas
interagdes proteinas - polissacarideos, sdo as intera¢cdes de Van der Waals. Inerente a
todos os compostos em diferentes intensidades, as interacbes de Van der Waals
possuem origem eletromagnética e sdo consideravelmente fracas (1 - 9 kJ mol”). Sua
intensidade depende da distancia entre os atomos. A grandes distancias as interacdes
sdo inexistentes, mas a medida que a distancia entre as moléculas diminui, uma forca
atrativa surge entre elas. Quando se reduz ainda mais a distancia entre as moléculas, as

forcas repulsivas tornam-se predominantes (DICKINSON, 1998; CHEFTEL, 1996).

De forma contraria as interagbes de Van der Waals, as interagbes do tipo

covalente sdo as mais relevantes para sistemas protéicos e de proteinas-polissacarideos.

10



Capitulo 2

Elas sdo extremamente fortes (330 - 338 kJ mol™") e ocorrem entre grupos reativos
especificos de diferentes macromoléculas (DICKINSON, 1998). Nas proteinas as
interagcbes covalentes normalmente estdo associadas a residuos de cisteina e cistina
presentes na cadeia peptidica, que sdo capazes de formar pontes dissulfeto. Em valores
de pH extremos e a altas temperaturas, mudangas na estrutura terciaria das proteinas
expdem grupos tiol livres desses residuos possibilitando a formagéao de pontes dissulfeto,
que devido a sua grande estabilidade, tornam o processo de desnaturacdo protéica
irreversivel. Dentre as interagdes proteina — polissacarideo, as interagdes covalentes sao
de grande relevancia e conferem permanéncia aos complexos formados (DICKINSON,

1998; CHEFTEL, 1996).

As proteinas e polissacarideos também estdo sujeitos aos efeitos de exclusio de
volume ou interacbes estéricas que sao de origem repulsiva e de curto alcance. Elas
restringem o rearranjo espacial relativo de segmentos macromoleculares, reduzindo a

entropia dos sistemas (DICKINSON, 1998; MC CLEMENTS, 2006).

Assim, o balango de todas as interagbes citadas acima, aliado a condi¢des do
meio, como pH, forca ibnica e concentracdo dos polimeros pode induzir a formacao de

sistemas monofésicos ou bifasicos, conforme ilustrado na Figura 1.

11
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Figura 1. Representacdo esquematica dos possiveis rearranjos estruturais de sistemas mistos
proteina — polissacarideo (MCCLEMENTES, 2006).

Em um sistema monofasico dois biopolimeros podem existir como moléculas
individuais ou como complexos solUveis homogeneamente distribuidos. A formacao de
complexos sollveis entre proteinas e polissacarideos anidénicos ocorre normalmente em
solucdes de baixa concentragdo polimérica e em valores de pH préximos ou acima do
ponto isoelétrico das proteinas. O aumento da concentracao de polimeros e a redugéo do
pH para valores abaixo do pl das proteinas podem induzir a formacao de complexos
insoluveis e separagao de fases (BUROVA et al., 2007). A separagcado de fases pode
ocorrer a partir de dois mecanismos fisico-quimicos diferentes que irdo determinar se ela
€ associativa ou segregativa. (MCCLEMENTES, 2006; DE KRUIF & TUINIER, 2001). Na
separagdo associativa interagbes relativamente fortes sdo estabelecidas entre dois
biopolimeros diferentes induzindo a associagao dos mesmos. Isto normalmente acontece
em sistemas poliméricos com moléculas de cargas elétricas opostas que sao atraidos por
interacbes eletrostaticas, como polissacarideos aniénicos e proteinas abaixo do ponto

isoelétrico. O resultado desse tipo de separacéo é uma fase rica em ambos biopolimeros

12
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e uma fase com baixa concentracao polimérica. A fase rica em polimeros pode ser tanto
um coacervado, como um precipitado, dependendo da forca das atracdes e da natureza
dos biopolimeros presentes (MCCLEMENTES, 2006). Na separacao segregativa, forcas
repulsivas relativamente forte sdo estabelecidas entre dois biopolimeros diferentes, ou
seja, ha uma energia livre de mistura positiva relativamente alta (desfavoravel). A origem
molecular deste fendmeno normalmente é a exclusdo estérica existente entre as
moléculas. Este tipo de separacéo de fase ocorre entre biopolimeros ndo carregados ou
quando ambos biopolimeros possuem a mesma carga. Em concentragdes poliméricas
suficientemente baixas, os dois polimeros podem apresentar alta miscibilidade, formando
uma solugcdo monofasica, mas quando as concentracdes excedem certos limites duas
fases sado formadas, cada qual rica em um biopolimero (GRINBERG & TOLSTOGUZOV,

1997; POLYAKQV et al., 1997; MCCLEMENTES, 2006).

2. Goma Gelana

A gelana é um polissacarideo gelificante que pode ser utilizado em produtos
confeitados, geléias, cremes, géis a base de agua, recheios para tortas, pudins, produtos
resfriados e congelados e produtos lacteos, como sorvetes, iogurtes e “milk-shakes”
(MORRIS, 1995; BAYARRI et al, 2001). E um polissacarideo aniénico extracelular,
produzido pela bactéria Sphingomonas elodea. O produto direto da fermentacédo é o
polissacarideo em sua forma altamente acilada, cuja repulsdo estérica impede a
gelificacdo. A desacilagcdo por tratamento com alcali resulta na forma desacilada, que é a
normalmente comercializada e possui elevado poder gelificante. Em sua forma desacilada
a gelana apresenta uma seqiéncia complexa de tetrassacarideos (Figura 2) que se
repetem: (3 -D- glicose, B- D- acido glicurdnico e a- L- ramnose na propor¢ao molar de 2:
1: 1, e um grupo lateral carboxilico em cada unidade tetramérica repetida (MIYOSHI et al.,

1996; MILAS & RINAUDO, 1996; SANDERSON, 1990). Sua densidade de carga é
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relativamente baixa quando comparada a de outros polissacarideos como as pectinas e
carragenas, sendo de 0,25 mol de cargas negativas/mol de monossacarideo.
CH,O0H o
H H CH.OH
(”"\/e/ Lo g SR (< N)
CHy

0
‘?"‘-\.
oH cooH® OH OH

>
Figura 2. Unidade tetramérica da gelana desacilada (OGAWA et al., 2006).

Grupo carboxilico

Em solucdo aquosa (sol), a gelana apresenta repulsdo eletrostatica intra e
intermolecular entre seus grupos carboxilicos laterais, o que impede tanto a formacao
quanto a agregacao das hélices para a formacao de gel. A gelificacao de solugcdes de
gelana pode ser induzida pela mudanca da forga ibnica do meio, por alteragdes de pH,
tratamento térmico ou aumento da concentragdo do polimero (YAMAMOTO, 2006;
RODRIGUEZ- HERNANDEZ et al., 2003). Dois modelos sdo propostos na literatura para
explicar a gelificagdo da goma gelana (ROBINSON et al, 1991), o fibroso e o de
dominios. Eles sao bem similares, mas diferem entre si na descricdo dos agregados. No
entanto, 0 modelo mais comumente aceito é o de dominios. Este modelo afirma que a
altas temperaturas, a gelana se apresenta em estado desordenado (cadeias simples) e na
conformacgao enovelada. Assim, resfriando-se a solu¢cdo em condigbes nao gelificantes,
os novelos se convertem reversivelmente em duplas-hélices (estado ordenado) e a
associacao dessas duplas-hélices por forcas de van der Waals leva a gelificacao
macroscépica (transicao sol — gel), como pode ser observado na Figura 3. Na presenca
de cations, conjuntos de dupla-hélices se associam formando a rede de gel (ROBINSON
et al., 1991; MIYOSHI et al., 1996; NICKERSON et al., 2003; RODRIGUEZ- HERNANDEZ
et al., 2003). As concentragbes de gelana normalmente utilizadas em alimentos variam de
0,2 a 0,4% (m/m). No entanto ela apresenta capacidade de gelificacdo em concentracdes
bem menores quando em baixos valores de pH e presencga do tipo e quantidade ideal de

céations (LAU et al., 2000; MILAS & RINAUDO, 1996).
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Transicéo Transigéo sol-gel
desordenada - ordenada

xRl _

Figura 3. Representacdo esquematica ao processo ae transicdo conrormacional ga gelana
(MIYOSHI et al.,1995).

A temperatura de transicdo conformacional da gelana varia entre 30 e 50T,
dependendo da concentracdo do polimero e da composicao do solvente (principalmente
pH e presenca de sais) (GIVANASIS et al., 2000; IKEDA et al., 2004; KASAPIS et al.,
1999; LAU et al., 2000; OGAWA et al., 2002; RODRIGUEZ- HERNANDEZ et al., 2003), tal
como ocorre com a goma xantana (LEE & BRANT, 2002; IKEDA et al,, 2004). Assim
como a xantana, em diferentes artigos da literatura afirma-se que essa mudanga
conformacional seja reversivel (MIYOSHI et al, 1996; NAKAJIMA et al, 1996). No
entanto, no caso da xantana essa mudanga ndo se mostrou reversivel quando uma
solugao deste polissacarideo foi submetida a tratamento térmico prévio com caseinato de
sodio, levando a diferentes caracteristicas estruturais (BRAGA & CUNHA, 2004). Porém,
ainda ndo ha estudos nesse sentido sobre a goma gelana, embora isso possa afetar

profundamente as propriedades dos géis formados com proteinas.

Produtos acidificados correspondem a uma grande gama de produtos alimenticios.
Entretanto, pouca informacao sobre o efeito do pH nas propriedades dos géis de gelana
esta disponivel na literatura (YAMAMOTO, 2006; MAO et al., 1999). Sabe-se que a
reducdo do pH gera dissociacdo dos grupos carboxilicos laterais das moléculas de

gelana, tornando-a um polieletrélito menos aniénico, com menor repulséo eletrostatica.
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Isso leva a uma reducéo das dimensdes das cadeias permitindo a formacédo de duplas-
hélices pela associacdo de duas moléculas, com a presenca de pontes de hidrogénio
entre o acido glucurdnico de uma cadeia e a glicose e a ramnose de outra cadeia. Além
disso, ions H" se ligam a superficie das hélices individuais e diminuem sua densidade de
carga, reduzindo a barreira eletrostatica para a agregacao das hélices e possibilitando a
formacao de “zonas de jungao”. Interagdes secundarias, incluindo pontes de hidrogénio,
ligam as cadeias as zonas de juncdo, o que resulta na gelificagdo macroscépica
(transicao sol — gel) (HORINAKA et al., 2004a; GIVANASIS et al., 2000; IKEDA et al.,
2004; KANI et al., 2005; KASAPIS et al., 1999; LAU et al., 2000; MAO et al., 1999;
MIYOSHI et al., 1994; MORITAKA et al., 1995; NICKERSON et al., 2003; OGAWA et al.,

2002; OGAWA, 1996; RODRIGUEZ — HERNANDEZ et al., 2003).

O pH natural de uma solucado tipica de gelana contendo ions calcio em
concentragdes de 1,5 a 60 mM, comumente estudada na literatura, estd em torno de 5,0
(SANDERSON, 1990). Em pH alcalino e sob aquecimento, ocorre desacetilacdo das
moléculas de gelana (KANG et al., 1982) o que favorece a agregacao e contribui para a
formacgao de géis mais fortes que em pH natural, como observado por MORITAKA et al.
(1995). No entanto, essas condicbes sdo pouco usuais na producdo de alimentos. A
acidificacao de sistemas de gelana até valores de pH préximos de 4,0 também resulta no
aumento da forca dos géis, independentemente do tipo de acidificacdo empregada
(MORITAKA et al.,, 1995; YAMAMOTO & CUNHA, 2007), visto que nestas condigbes a
repulsao eletrostatica entre as moléculas é reduzida e a formagédo de zonas de jungdes é
favorecida. No entanto, em valores de pH préximos a 2,0, dois comportamentos distintos
sao relatados na literatura. Moritaka e colaboradores (1995) observaram que solugdes de
gelana acidificadas de forma direta com HCI até pH 2,0 apresentam aspecto turvo e

separagdao de fase que possivelmente estariam relacionados a hidrolise acida das
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moléculas (MORITAKA et al., 1995). Ja Yamamoto (2006) estudou a acidificacao indireta
de solucoes de gelana a partir da adicao de GDL e obteve maiores valores de tensao de
ruptura em sistemas formados em pH 2,0. Aparentemente, a acidificacdo indireta nao
provoca hidrélise das moléculas de gelana mesmo a baixos valores de pH e, portanto
seria a maneira mais adequada de se acidificar os sistemas compostos por este
polissacarideo. O pH também afeta a mobilidade das cadeias de gelana, a qual diminui
com o decréscimo do pH. Como ja afirmado, as cadeias de gelana se tornam menos
aniénicas a medida que o pH diminui e a redugcao da repulsdo eletrostatica entre
segmentos intramoleculares pode resultar no impedimento da expansdo da cadeia
(HORINAKA et al, 2004 a, b). Quanto menor a mobilidade das moléculas, maior a

facilidade de agregacao e gelificagao.

3. Proteinas do leite

O leite possui cerca de 3,5% de proteinas que podem ser classificadas em quatro
grupos: caseinas, proteinas do soro (a-lactoglobulina, B-lactoglobulina, albumina sérica
(BSA) e imunoglobulinas (Ig)), proteinas das membranas dos glébulos de gordura e
outras. Deste total, 80% € caseina, 19% sao proteinas do soro e 1% sao fracdes

restantes (FOX & MCSWEENEY, 1998; SGARBIERI, 1998).

3.1. Caseinas

As caseinas sao fosfoproteinas com caracteristicas acidas devido a grande
quantidade de acido glutdmico e aspartico em sua cadeia peptidica. Sua composicao de
aminoacidos confere as caseinas uma hidrofobicidade média, ligeiramente superior a da
maioria das proteinas globulares, possibilitando que essa proteina se associe mais

facilmente a complexos de alto peso molecular (CHEFTEL, 1996). As caseinas sao
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constituidas de quatro fragbes principais: 0gi-, 0s-, B- € k-caseina (WONG et al., 1996). O

ponto isoelétrico e massa molecular das principais fragdes sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Ponto isoelétrico e massa molecular das principais fragdes da caseina (SGARBIERI,
2005; CHEFTEL, 1996)

Fracao Protéica Ponto isoelétrico MM (Da)
Ot 4,9 23.612
Os2 5,3 25.228
B 4,5 24.000
K 4,1 21.000

A ogi-caseina é quantitativamente a principal fragao protéica do leite bovino, sendo
insoluvel nas condi¢cdes de pH, temperatura e forga iGnica que ocorrem naturalmente no
leite. Ela é composta por 199 residuos de aminodacidos e apresenta estrutura pouco
ordenada, correspondendo a fragcdo com maior carga i6nica (SGARBIERI, 2005). Sua

composi¢cdo aminoacidica € apresentada na Figura 4.

Polares
ionizaveis
bésicos 12,56%

Polares nao
jonizaveis
31,66%

Polares
ionizaveis 4cidos
15,58%

Figura 4. Composi¢cdo aminoacidica da ogi-caseina. Baseado em Sgarbieri (2005) e Cheftel
(1996).

As ag-caseinas sao compostas por 207 residuos de aminoacidos e contém mais
residuos com cadeias laterais carregadas que a ag;. Ela é a mais hidrofilica das fracdes

devido a maior fosforilagdo e quantidade de residuos catibnicos em sua cadeia

(SGARBIERI, 2005). Sua composicao é apresentada na Figura 5.
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Figura 5. Composicdo aminoacidica da ags-caseina. Baseado em Sgarbieri (2005) e Cheftel
(1996).

As B-caseinas sao as que apresentam maior hidrofobicidade, e diferentemente das
outras caseinas, a sua auto-associacdo é dependente da temperatura. Em razdo da
composicdo e da seqléncia de aminoacidos caracteristicos, as caseinas a e B
apresentam estruturas flexiveis com baixissimo grau de estrutura secundaria (a-hélice) e
com menos de 10% da estrutura em conformacao . Essa estrutura relativamente aberta
e flexivel das caseinas deve-se ao elevado teor de prolina (Pro) uniformemente distribuida
ao longo da cadeia polipeptidica. A prolina tem a propriedade de interromper a
continuidade das estruturas secundérias, particularmente a a-hélice, promovendo uma

estrutura bastante randomizada (SGARBIERI, 2005). A composi¢cdo aminoacidica da -

caseina € apresentada na Figura 6.
arg
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Figura 6. Composi¢cdo aminoacidica da B-caseina. Baseado em Sgarbieri (2005) e Cheftel (1996).

A k-caseina é a fracdo que possui 0 mais baixo teor de fosfato e nao precipita em
baixos valores de pH, nem em presenca de calcio. Ela possui uma regiao N-terminal

hidrofébica e a regidao C-terminal hidrofilica (BRIGNON et al., 1977). A regidao terminal
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hidrofilica é glicosilada e concentra a maioria dos aminoacidos acidos e hidréfilos, sendo
designada glicomacropeptidio (GMP). Os residuos de aminoacidos basicos e os apolares
estdo agrupados na regido N-terminal hidrofébica, compondo uma regido apolar e
insoltvel denominada para-k-caseina. A regido da seqiiéncia primaria da para-k-caseina,
por ser de natureza apolar, orienta-se para o interior das micelas e interage por meio de
grupos hidrofobicos com as caseinas a e [ dispostas no nucleo, ao passo que o
glicomacropeptidio (GMP) em virtude de sua polaridade, orienta-se para a fase soro
interagindo com a agua. Essas interacdoes da seqléncia primaria da k-caseina sdo as
responsaveis pela estabilizacdo das micelas de caseina no leite (SGARBIERI, 2005). A

composi¢ao aminoacidica da k-caseina é apresentada na Figura 7.
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Figura 7. Composicdo aminoacidica da k-caseina. Baseado em Sgarbieri (2005) e Cheftel (1996).

A hidrofobicidade média das quatro fracbes de caseina indica a natureza das
interacdes (hidrofébicas ou eletrostaticas) que ocorrerdo entre as moléculas. Elas séo em
ordem decrescente: B (5,56) > k (5,37) > ag (4,89) > a4, (4,64) kd/mol de residuo e estao
baseadas na energia livre de transferéncia das cadeias laterais dos aminoacidos de um

meio organico para um meio aquoso (BRIGNON et al., 1977).

A conformacéo das caseinas de um modo geral é similar a de proteinas globulares
desnaturadas, com um elevado nuimero de residuos de prolina que causa uma curvatura
particular na cadeia da proteina, de maneira que inibe a formagdo de estruturas

secundarias ordenadas. Além disso, a auséncia de estrutura terciaria contribui para a
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estabilidade das caseinas a desnaturagdo térmica e a exposicao dos residuos
hidrofébicos. As diferentes fracbes de caseina agregam-se através de ligagdes
eletrostaticas ou hidrofébicas, formando submicelas. Essas submicelas possuem a parte
interna hidrofébica que é coberta por uma camada hidrofilica formada, em grande parte,
por K-caseina que adquire uma estrutura flexivel em agua, como ja mencionado. As
submicelas associadas por pontes de fosfato de célcio constituem as micelas de caseina

(GOFF, 2006; WALSTRA, 1999).

O abaixamento de pH induz rea¢des de associacao, devido a neutralizagéo parcial
das cargas negativas da caseina e conseqlente diminuicdo da repulsao eletrostatica
intermolecular (ROEFS & VAN VLIET, 1990), levando a precipitacao da proteina no ponto
isoelétrico. A proteina lavada e redissolvida com hidroxido de sodio até alcangar pH
neutro induz a formagdo de caseinato de sédio. A alta propor¢cdo de cadeias de
amino&cidos hidrofobicos em toda a estrutura primaria da caseina leva o caseinato de
sodio a formar agregados (ou submicelas) em solucdes aquosas, com a maior parte das
regides hidrofébicas localizadas no interior de um denso nlcleo com pouca agua
associada (FARREL et al., 1990). A associagao subseqiente das submicelas de caseina
para formar as grandes micelas nao é possivel devido a remogao da maior parte do calcio
da micela durante o processo de acidificacdo (OAKENFULL et al., 1999). O caseinato de
sodio é um importante ingrediente utilizado na industria de alimentos, principalmente em
produtos lacteos como em queijos tipo “cottage” e “cheddar”, bebidas e sobremesas
(BRAGA, 2006). O pH ¢ o fator predominante na formagédo de géis de caseina/caseinato.
A reducao do pH promove a neutralizagao dos grupos carboxilicos presentes ao longo da
cadeia diminuindo a repulsdo eletrostatica entre as moléculas (HORNE & LEAVER, 1995).
Caso as interagoes atrativas (interacoes eletrostaticas, hidrofobicas e de van der Waals)

sejam suficientemente fortes, as particulas de caseinato se agregam podendo formar uma
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rede de gel tridimensional (CHEN et. al., 1999). O ponto isoelétrico do caseinato (4,6) é o
valor de pH mais favoravel para a formacao de gel e ndo ha evidéncias de gelificagdo em

valores de pH inferiores a 3,2 e superiores a 5,8 (CHEN et al, 1999).

3.2. Proteinas do soro

As proteinas do soro sdo a segunda maior fonte protéica do leite, sendo
comercializadas em geral na forma de concentrado (WPC) ou isolado protéico de soro
(IPS). Além de serem utilizadas como gelificantes, emulsificantes, espessantes, formador
de filmes e modificador de textura, as proteinas do soro apresentam alto valor nutritivo.
Elas constituem um grupo bastante diversificado de proteinas com caracteristicas
estruturais bem diferentes (WONG et al, 1996). Sao constituidas por 50% de B-
lactoglobulina, 12% de a-lactoalbumina, 5% de albumina sérica, 10% de imunoglobulinas
e 23% de proteases-peptonas, proteinas menores e tragos de caseina, e possuem peso
molecular entre 14 e 1.000 kDa (STEVENTON et al., 1991; BRYANT & MCCLEMENTS

1998).

A B-lactoglobulina é uma proteina globular de PM 18.362 composta por 162
residuos de aminodacidos, cujo pl encontra-se na faixa de pH entre 5,35-5,49.

(SGARBIERI, 2005). A Figura 8 apresenta sua composicao aminoacidica.
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Figura 8. Composigao aminoacidica da B-lactoglobulina. Baseado em Sgarbieri (2005) e Cheftel
(1996).
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A estrutura secundaria da (-lactoglobulina possui duas pontes dissulfeto internas e
um grupo tiol livre. Estas caracteristicas possibilitam um intercAmbio entre as ligacdes
dissulfeto durante mudancas conformacionais associadas com o tratamento térmico ou
alteracoes de pH, conferindo vérias caracteristicas funcionais a proteina, entre elas a
formacao de gel (CHEFTEL, 1996). A conformacao espacial da B-LG foi completamente
elucidada por Brownlow et al. (1997). A molécula apresenta nove segmentos em folhas 3
antiparalelas que se arranjam formando uma espécie de cdlice ou barril achatado capaz
de ligar pequenas moléculas hidrofébicas no seu interior (SGARBIERI, 2005), conforme

ilustra a Figura 9.

Figura 9. Representagdo esquemdtica da estrutura terciaria da B-lactoglobulina (SWAISGOOD,
1996).

A o-lactoalbumina (a-LA) é a segunda proteina do soro mais abundante. E uma
proteina globular com peso molecular de 14,175 kDa composta por 123 aminoécidos,
dentre os quais, oito sdo grupos cisteina capazes de estabelecer pontes dissulfeto
intramoleculares (BOTTOMLEY et al, 1990). Sua composicdo aminoacidica é

apresentada na Figura 10.
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Figura 10. Composi¢do aminoacidica da a-lactoalbumina. Baseado em Sgarbieri (2005) e Cheftel
(1996).

Ela possui uma estrutura ternaria esférica (Figura 11) estabilizada por pontes
dissulfeto, além de uma estrutura secundaria altamente ordenada, composta por 26% de
a-hélice, 14% de folhas B e 60% de estrutura casualizada (LOURENCO, 2000;
BOTTOMLEY et al., 1990). Devido ao grande ordenamento de sua estrutura secundaria e
a inexisténcia de grupos tiol livres, as interagbes entre a a-lactoalbumina e outras
moléculas é dificultada, salvo a altas temperaturas, quando modificagoes estruturais sao

induzidas (CHEFTEL, 1996).

Figura 11. Representacdo esquemdtica da estrutura tercidria da a-lactoalbumina (SWAISGOOD,
1996).

O ponto isoelétrico da a-lactoalboumina é no pH 4,2 e ela apresenta uma
conformacao estavel na faixa de pH de 5,4 a 9,0, (FOX & MCSWEENEY, 1998; MORR &
HA, 1993). No pH natural do leite, pH 6,6 e acima, a a-LA apresenta-se como mondémero

com estrutura terciaria. No entanto, a propriedade mais caracteristica desta proteina é a
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forte tendéncia de formar associacdes em pH abaixo de seu pl. Em pHs inferiores a 4,0 e
acima de 5,5 suas moléculas associam-se em dimeros e trimeros que se agregam
gerando polimeros (SGARBIERI, 2005). Quando desnaturada esta proteina apresenta
uma estrutura secundaria tipica em que o nucleo hidrofébico é exposto ao solvente, e
possui tamanho compacto com raio de giracdo apenas 10% maior que seu estado nativo,
porém ela perde a maioria dos sitios de interagdes disponiveis originalmente nas cadeias
laterais (KATOAKA et al., 1997; KUWAJIMA, 1989; PTITSYN, 1995). Estudos de
calorimetria diferencial de varredura (DSC) mostraram que a o-LA sofre desnaturagao
reversivel a 64T e irreversivel quando aquecida em mistura com [B-lactoglobulina e

soroalbumina bovina (ARAI et al., 2002).

A funcionalidade das proteinas do soro como ingrediente depende do seu grau de
desnaturagdo. A maioria dos processos industriais envolvendo proteinas alimentares
(globulares) leva a desnaturagao parcial das proteinas. A aparente ordem de temperatura
de desnaturacao térmica das proteinas do soro é Ig > BSA > B-Lg > a-La, no entanto seus
valores sao fortemente influenciados pelo pH, composig¢ao ibnica e concentracao total de
sélidos soluveis do meio (MORR & HA, 1993). O grau de desnaturacao dessas proteinas
alcangado durante o tratamento térmico interfere diretamente na quantidade de intera¢des
estabelecidas no sistema e portanto, nas caracteristicas reolégicas dos géis formados.
Menores temperaturas de inicio de desnaturagao da a-lactoalbumina e da B-lactoglobulina
sao observadas em pH 6,7 quando comparada as obtidas em pH 5,8. Por este motivo,
PICONE et al. (2005) observaram que solugdes de IPS (15% m/m) submetidas a
tratamento térmico de 70C/ 30 minutos resultaram e m géis menos rigidos em pH 5,8 que
em pH 6,7, devido a menor desnaturacao protéica e ao menor nimero de interagdes
estabelecidas. Normalmente, quando submetidas a temperaturas superiores a 55C as

proteinas do soro sofrem um progressivo desdobramento da estrutura globular, ocorrendo
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exposicdo de grupos cistina e cisteina e superficies hidrofoébicas, o que permite a
agregacao e o possivel estabelecimento de ligagdbes com outros constituintes do sistema
(BOTTOMLEY et al, 1990; VERHEUL et al, 1998). A principio essa transicao
conformacional é reversivel. No entanto, as moléculas desnaturadas podem formar
agregados irreversiveis via ligagdes covalentes e ndo covalentes (ROEFS & DE KRUIF,

1994; HOFFMANN et al., 1997; VERHEUL & ROEFS, 1998).

As condicoes de pH e forca ibnica do meio em que a proteina esta dispersa
também interferem no tipo de gel térmico formado. Quando a forga ibnica é baixa e o pH
esta distante do pl das proteinas do soro, a agregagédo induzida pelo calor ocorre
relativamente devagar, a repulsio eletrostatica no sistema é alta e ocorre a formagao do
chamado ‘gel de estrutura fina’, que é composto por ligacdes na escala nanométrica e que
possui aspecto translicido com estrutura homogénea e textura elastica (IKEDA &
FOEGEDING,1999; KAVANAGH et al, 2002; LANGTON & HERMANSSON, 1992;
STADING & HERMANSSON, 1991). No entanto, quando o sistema possui alta forca
ibnica e o pH esta préximo ao pl das proteinas do soro, a agregacao induzida pelo calor é
rapida, a repulsdo eletrostatica do sistema é mais baixa e o gel formado tem aspecto
opaco e coloracao branca. A estrutura desse gel € composta por agregados de particulas
de tamanho micrométrico e normalmente sdo chamados de ‘géis particulados’ (LANGTON
& HERMANSSON, 1992; STADING & HERMANSSON, 1991). Esses géis sdo menos
rigidos, possuem menor elasticidade que os géis de estrutura fina (JU & KILARA, 1998) e
tendem a apresentar sinerese (IKEDA & FOEGEDING, 1999; STADING &

HERMANSSON, 1991).

4. Influéncia do pH e tratamento térmico nas interacoes proteinas-polissacarideos

As propriedades de um gel protéico, como textura e sinerese podem ser alteradas

pela adicdo de polissacarideos visto que a temperatura de desnaturacao de algumas
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proteinas é modificada na presenca destes (BRAGA, 2006). Interacdes entre esses dois
biopolimeros dependem dos fatores envolvidos nas condi¢des dos sistemas, tais como
pH, forca ibnica, temperatura e também das estruturas quimicas destes polimeros
(ZHANG & FOEGEDING, 2003). A formacdo de uma rede protéica é o resultado da
agregacao das moléculas de proteina, a partir da desnaturacao destas e/ou acidificacao
do sistema (BRAGA, 2006) e a presenca de polissacarideo que pode modificar o tipo de

estrutura formada.

A reducdo do pH causa aumento das interacdes proteina-proteina e proteina-
polissacarideo, devido ao decréscimo de carga no ponto isoelétrico, reduzindo a repulsao
eletrostatica nos sistemas (LUCEY et al, 1998). A quantidade dessas interacdes
estabelecidas e a forga de cada ligacdo irdo interferir diretamente na textura das amostras
(VAN VLIET et al, 1991), na microestrutura e sua capacidade de retencdo de agua.
Tziboula & Horne (1999) estudaram a influéncia das proteinas do leite na gelificagdo da k-
carragena, um polissacarideo aniénico que também passa por transicao conformacional
com a temperatura, e observaram que a caseina tem efeito inibitério na gelificacao
quando interage com a k-carragena. Ribeiro et al. (2004) também observaram uma
reducdo na tensdo de ruptura de géis de caseinato e k-carragena ao se aumentar a
concentragdo de biopolimeros no ponto isoelétrico da proteina, enquanto os sistemas
puros apresentaram aumento da rigidez. Segundo os autores, a reducédo da tensdo de
ruptura de géis mistos estaria associada ao efeito de exclusdo de volume, que resulta em
interagcbes repulsivas entre os componentes dos sistemas (TOSTOGUZOV, 2003). Ja os
estudos de Braga & Cunha (2004) apontam que a interagao proteina-polissacarideo
possui efeito positivo na rigidez e deformabilidade de géis de caseinato de sédio e
xantana em pH 4,6, enquanto 0 aumento isolado da concentracdo de caseinato possui

efeito negativo nestas propriedades. Em valores de pH abaixo do ponto isoelétrico da
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proteina, Braga & Cunha (2005) observaram coacervagao complexa entre o caseinato e a
xantana em sistemas contendo sacarose, o que resultou em elevados valores de

sinerese.

A reducdo do pH pode ser realizada de maneira direta, pela adigdo de &cidos ou
de forma indireta, através da utilizagdo de culturas bacterianas ou de glucona-d-lactona
(GDL) (LUCEY et al., 1997). A glucona-d-lactona é um éster de acido glucénico que
possui a propriedade de se hidrolisar em agua até que o equilibrio entre acido glucénico e
GDL seja estabelecido. Por sua vez, o acido glucénico se dissocia em gluconato e ions
H*, levando a uma progressiva acidificacao do meio (SANCHEZ et al., 2006; DE KRUIF,
1997). Este processo é extremamente dependente da temperatura e concentragao de
biopolimeros do sistema, o que possibilita um facil controle da taxa de acidificacdo e do
pH de equilibrio, pois ambos sao funcéo da quantidade de GDL adicionada (CAVALLIERI
& CUNHA, 2007; SANCHEZ et al., 2006; KOH et al., 2002). Quanto maior a temperatura,
maior a taxa de acidificacdo (RUIZ et al., 2007). Por ser dependente da concentracédo de
biopolimeros, a quantidade de GDL utilizada normalmente é mensurada em razéo de
concentracdo de GDL/ concentragdo de polimeros (RUIZ et al., 2007; CAVALLIERI &
CUNHA, 2007; BRAGA et al, 2006). Cavallieri (2007) investigou as caracteristicas
reolégicas e estruturais de sistemas acidificados com GDL compostos por proteinas do
soro de leite desnaturadas adicionadas de goma guar e xantana e observou que as
propriedades dos sistemas dependiam ndo apenas do tipo de polissacarideo e sua
concentragdo, mas também das condi¢coes de acidificacdao e do pH final dos sistemas.
Além disso, ele observou a ocorréncia de trés fenbmenos simultaneos durante o processo
de acidificacdo até valores abaixo do pl das proteinas do soro: 1) separacao de fases na

etapa inicial do processo de acidificacao, 2) gelificacio resultante da redugédo do pH até o
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pl das proteinas, 3) agregacdo entre as proteinas positivamente carregadas e os

polissacarideos com cargas negativas em valores de pH < pl.

7

O tratamento térmico também é uma etapa de processo importante e afeta de
maneira significativa as propriedades reolégicas e de textura de géis biopoliméricos. Em
sistemas proteinas-polissacarideos, além da exposicdo dos grupos reativos das
proteinas, o tratamento térmico também promove mudangas conformacionais em alguns
polissacarideos como a xantana e a gelana, modificando suas estruturas favorecendo
interacbes entre os biopolimeros. No caso destes polissacarideos, o aumento da
temperatura do meio promove mudangas conformacionais e as moléculas dos
biopolimeros deixam de apresentar estado ordenado e assumem um estado
desordenado. A formacgao dessa estrutura enovelada disponibiliza sitios reativos das
moléculas e possibilita interagdes com os demais componentes do sistema (WANG &
CUI, 2005). Braga & Cunha estudaram a influéncia de diferentes temperaturas de
tratamento térmico da xantana em sistemas mistos caseinato — xantana — sacarose
acidificados com GDL até o pl da proteina. Eles observaram que o tempo de relaxacao
das amostras diminuiu com o aumento da temperatura do tratamento térmico, pois
provavelmente a mudanca estrutural do polissacarideo para um estado enovelado
ocasionou o estabelecimento de interagbes mais fracas entre os biopolimeros. No
entanto, a temperatura nao influenciou de forma significativa as propriedades de ruptura

dos géis.

5. Propriedades Reoldgicas de géis biopoliméricos
5.1. Ensaios reoldgicos oscilatorios

7

Ensaios reoldgicos oscilatérios é o método mais comum para o estudo do

comportamento viscoelastico de alimentos (STEFFE, 1996). Os resultados sdo muito
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sensiveis a composicao quimica e a estrutura fisica do material avaliado, o que torna este
tipo de ensaio particularmente Util para a caracterizacao da conformacao macromolecular
e interacOes intermoleculares de solugbes poliméricas (Braga, 2006). Através de ensaios
reolégicos oscilatérios, Braga (2006) identificou as temperaturas de transicao
conformacional ‘Helix - Coil’ da xantana em diferentes concentragdes e também as
temperaturas relacionadas a transicao de estado anisotrépico-isotropico das solugdes. Foi
observado que o aumento da concentracdo de polissacarideo levou a um aumento de

todas as temperaturas de transigao.

Esse tipo de ensaio também pode ser util na determinacdo de temperaturas de
gelificacdo. Nickerson et al. (2004) observaram que a temperatura de gelificagdo de
sistemas de gelana depende da quantidade de co-soluto (sacarose) presente. Em
sistemas de gelana 0,5% (m/m) puros, a temperatura de gelificagdo observada foi de
25,6°C sendo maior, quanto maior a quantidade de co-solutos adicionada. J& Yamamoto
& Cunha (2007) estudaram o efeito de diferentes condicées de aquecimento, pH final e
concentragéo de biopolimero no tempo necessério para se atingir o ponto de gel (t,) de
solugbes de gelana acidificadas com GDL. Maiores valores de t; foram relacionados a
menores valores de pH, enquanto menores valores t; foram obtidos com o aumento da

concentrag@o de GDL e de gelana.

5.2. Propriedades mecanicas

As propriedades mecéanicas estao correlacionadas as caracteristicas sensoriais e
de textura do produto, que sdo importantes fatores relacionados a qualidade de alimentos.
A avaliacdo destas propriedades é de grande importancia pratica uma vez que 0s

alimentos sdo submetidos a tais deformacdes durante o processamento e 0 consumo.
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As propriedades de ruptura de géis podem ser determinadas através da curva de
tensao-deformacao de Hencky, sendo o ponto de ruptura o valor maximo desta curva. As
caracteristicas do material neste ponto, como tensdo e deformagéao de ruptura, podem ser
correlacionadas com a textura do produto. A tensdo e a deformacdo de Hencky séo

determinadas a partir das Equacoes 1 e 2 respectivamente (STEFFE, 1996).

_ H (1)
gy, —F(t)[H0 } (1)
E, = —ln{w} (2)
HO

onde F(t) é a forga [N], A, [m?] e H, [m] s&o, respectivamente, a area e a altura

iniciais da amostra e H(t) é a altura do material no tempo t.

Um outro pardmetro caracteristico do material e de grande importdncia na
caracterizacdo de sua textura é o modulo de elasticidade (E) (WALKENSTROM &
HERMANSSON, 1994). Ele é determinado a partir da tangente da regiao linear inicial
(Equacao 3) da curva tensao-deformacao (ROSENTHAL, 1999; STEFFE, 1996).

_doy
dey,

E - (3)

onde oy € a tensao de ruptura e gy a deformacado de ruptura, calculadas pelas

Equagbes 1 e 2.

Apesar das propriedades mecanicas dos géis obtidas por ensaios a altas
deformacbes estarem fortemente relacionadas as suas caracteristicas sensoriais, ainda
sdo poucos os estudos da literatura que se utilizam dessa ferramenta para a avaliagcao

das propriedades de géis mistos proteinas-polissacarideos (VAN DEN BERG et al., 2007).

Os fatores que afetam as propriedades de ruptura de géis incluem o ndmero de

ligacdes por secdo transversal da rede e a forca de cada ligagdo (VAN VLIET et al,
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1991), que dependem do pH, natureza e concentracao das macromoléculas e forca ibnica
do meio. Segundo estudos de cinética de gelificacao e agregacao de caseinato de sodio
acidificado com GDL realizados por Braga e colaboradores (2006), o pH étimo para a
obtengao de géis com alta tensao de ruptura é préximo ao ponto isoelétrico das caseinas
(4,6). Neste pH ocorre o favorecimento da fusao e rearranjos continuos das particulas de

caseinato, levando a agregacao das moléculas devido a interacdes hidrofdbicas.

A avaliacdo das propriedades mecanicas de sistemas de proteinas do soro de leite
acidificadas a frio realizada por Cavallieri & Cunha (2007) permitiu a distincdo dos efeitos
da taxa, pH e tempo de armazenamento na organizacao estrutural e na forca dos géis
formados. Menores taxas de acidificagdo resultaram em maiores valores de tensao de
ruptura, pois a estrutura formada dispds de maior tempo para a reorganizacao e formacao
da rede de gel, visto que o tempo de acidificacao foi mais longo. Géis mais rigidos foram
formados na faixa de pH entre 4,7 e 4,9 que corresponde ao ponto isoelétrico das

proteinas do soro.

De Jong & van de Velde (2007) estudaram as propriedades mecénicas de géis de
proteinas do soro e gelana e observaram um aumento da tensdo de ruptura, da
elasticidade e da deformagdo dos géis com o aumento da concentracdo de
polissacarideo. Yamamoto & Cunha também observaram aumento da rigidez de géis
acidificados de gelana devido ao aumento da concentragdo da goma, assim como outros
trabalhos cuja gelificacdo deste polissacarideo foi induzida pela adicdo de cations
(MIYOSHI et al., 1995; TANG et al., 1994; TANG et al., 1998). Além disso, a redugéo do
pH do meio pela adicdo de GDL também contribui para a formacdo de géis de gelana
mais rigidos e deformaveis (YAMAMOTO & CUNHA, 2007). No entanto, alguns autores
relatam que quando a acidificagéo é feita de maneira direta, como pelo uso de HCIl e

acido acético, a tensao de ruptura tende a diminuir com a redug¢ao do pH do meio (MAO et
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al., 1999; MORITAKA et al., 1995; MORITAKA et al., 1999; SANDERSON, 1990) devido a

provavel hidrélise do polissacarideo.

6. Capacidade de retencao de agua e sinerese

A perda de agua é uma caracteristica muito comum em géis de polissacarideos
(GLICKSMAN, 1978) e de proteinas. Ela pode ocorrer apés um longo tempo de
estocagem devido a difusdo passiva (SANDERSON, 1990), pode ser causada pela
aplicacdo de forcas externas ou como resultado de flutuagcdes de temperatura como

durante o processo de congelamento-descongelamento (MAO et al., 2001).

A sinerese é definida como encolhimento do gel que ocorre concomitantemente
com a expulsao de liquido da rede. Na sinerese espontanea, ocorre a contragao da rede
do gel sem a aplicacdo de forcas externas (como centrifugacdo) e este evento esta
correlacionado a instabilidade da rede do gel devido a rearranjos de alta escala,
resultando na perda da habilidade da rede de reter liquidos com o tempo (WALSTRA,
1993; LUCEY et al., 1998) o que interfere diretamente na qualidade e aceitacdo dos
produtos. A avaliagdo da estabilidade dos géis também pode ser feita por ensaios de
centrifugacéo onde é determinada a capacidade de retencédo de agua dos géis, ou Water

Holding Capacity (WHC).

O aumento da concentragdo de polissacarideo normalmente esta relacionado a
maiores valores de WHC, como observado por Yamamoto & Cunha (2007). Maiores
concentragdes de gelana em sistemas acidificados com GDL ocasionou a formagao de
uma estrutura composta por poros menores e conseqientemente, mais apta a reter agua

por forcas capilares (YAMAMOTO & CUNHA, 2007).

Normalmente, géis puros de gelana possuem boa capacidade de retengao de
agua quando comparados aos géis de outros polissacarideos, como os de carragena e

alginato devido a sua elevada deformabilidade (YAMAMOTO, 2006). Géis protéicos
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também podem apresentar boa WHC (PICONE et al., 2005), porém qualquer parametro
que modifiqgue a rede de proteina também pode afetar a sua capacidade de reter agua,
como por exemplo, a adicdo de outras macromoléculas e a taxa de acidificagédo

empregada (BRAGA & CUNHA, 2005; VAN VLIET et al., 1991).

Braga & Cunha estudaram a taxa de perda de agua ao longo do tempo de
sistemas mistos de sacarose, xantana e caseinato de so6dio acidificados com GDL.
Através de ensaios de centrifugacdo eles observaram que o caseinato apresentou efeito
positivo sobre a WHC no equilibrio pois proporcionou a formacado de uma estrutura mais
homogénea. A sacarose diminuiu a WHC dos géis visto que induziu a formagédo de
estruturas mais particuladas. Ja a concentragdo de xantana nao apresentou influéncia
significativa sobre WHC de equilibrio, porém a taxa de perda de agua com o tempo foi

menor em sistemas com maior concentragao deste polissacarideo.

No entanto, ndo ha estudos na literatura sobre a estabilidade de géis mistos de
gelana e proteinas do leite em relacdo a perda de agua, sendo que apenas hidrogéis
foram estudados (YAMAMOTO, 2006; MAO et al., 2001). Resultados obtidos por Mao et
al. (2001) mostraram que a WHC dos géis puros de gelana relacionou-se diretamente
com as propriedades de textura, tendo se mostrado proporcional a deformagéao de ruptura
dos géis. Ele sugere que a estrutura de géis menos deformaveis é mais facil de ser
danificada, portanto eles apresentam menor capacidade de reter agua quando
submetidos a forgas externas. Yamamoto & Cunha (2007) notaram que a realizagdo do
tratamento térmico das amostras antes da acidificacdo com GDL aumentou a capacidade

de retencao de agua dos géis formados.
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Resumo

A gelana é um polissacarideo de grande versatilidade em relacdo aos outros
comumente utilizados em alimentos devido ao seu poder de gelificagdo em uma ampla
faixa de pH. No entanto, poucos estudos existem na literatura acerca do efeito do pH
sobre seu processo de transicdo conformacional e as caracteristicas reoldgicas dos
sistemas formados. Assim, neste trabalho estudou-se o processo de transicdo
conformacional e mudanca de isotropia da gelana através de ensaios reolégicos
oscilatérios, além da observacao das estruturas formadas por microscopia eletrénica de
varredura. Através do comportamento reoldgicos de solugcdes de gelana frente a
repetidos ciclos de aquecimento e resfriamento, constatou-se a formacdo de uma
estrutura termorresistente e muito elastica em pH 3,5. O aumento do pH da solucéo de
gelana de seu valor natural (5,3) para pH 7,0 nao afetou o carater elastico e viscoso dos
sistemas e em ambos valores de pH o processo de gelificacdo mostrou-se reversivel
com a temperatura. As temperaturas de transicdo conformacional também foram
determinadas por método gréfico de acordo com cada valor de pH estudado e, apesar
dos mecanismos de gelificacdo terem sido diferentes em cada pH, a temperatura de

gelificacao nao foi afetada por esta variavel.
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1. Introducao

Produtos acidificados correspondem a uma grande gama de produtos
alimenticios. Textura e propriedades sensoriais diferenciadas podem ser obtidas pela
adicao de polissacarideos, por mudangas no processamento e variagdes do meio, como
forca idbnica e pH. A gelana é um polissacarideo com propriedades funcionais muito
interessantes do ponto de vista tecnoldgico devido a sua alta capacidade de formacgao
de filmes e gelificacdo, inclusive a baixas concentra¢des. Além disso, sabe-se que a
gelana é capaz de promover a gelificacao de sistemas em uma ampla faixa de pH, ao
contrario de outros polissacarideos como a agarose e a carragena (YAMAMOTO,
2006). No entanto, pouca informacao sobre o efeito do pH sobre as propriedades
mecéanicas dos géis de gelana estéd disponivel na literatura (YAMAMOTO & CUNHA,
2007; MAO et al., 1999). O pH natural de uma solucéao tipica de gelana esta em torno
de 5,0 (SANDERSON, 1990). Com a reducao do pH ocorre uma dissociacao dos grupos
carboxilicos laterais das moléculas de gelana, tornando-a um polieletrélito menos
anioénico, com menor repulsdo eletrostatica. Isso leva a uma reducdo das dimensobes
das cadeias permitindo a formagdo de duplas-hélices pela associagdo de duas
moléculas do polissacarideo. Além disso, os ions H* se ligam a superficie das hélices
formadas, diminuindo a densidade de carga e reduzindo a barreira eletrostatica para a
sua agregacao, possibilitando a formagao de “zonas de juncao” (HORINAKA et al.,
2004a; GIVANASIS et al., 2000; IKEDA et al., 2004; KANI et al., 2005; KASAPIS et al.,
1999; LAU et al., 2000; MAO et al., 1999; MIYOSHI et al., 1994; MORITAKA et al.,
1995; NICKERSON et al., 2003; OGAWA et al., 2002; OGAWA, 1996; RODRIGUEZ —
HERNANDEZ et al., 2003). O decréscimo do pH também diminui a mobilidade das

cadeias de gelana facilitando a agregacao e gelificacdo (HORINAKA et al., 2004 a, b).

O mecanismo de gelificacdo da gelana ocorre em duas etapas, sendo a primeira

a transicdo conformacional de um estado desordenado (cadeias simples) a um estado

38



Capitulo 3

ordenado (dupla-hélice) com a reducédo da temperatura. Na segunda etapa ocorrem
interacbes entre as hélices (transicao sol — gel) (MIYOSHI et al. 1996; NICKERSON et
al., 2003; RODRIGUEZ- HERNANDEZ et al., 2003), tal como ocorre com a goma
xantana (LEE & BRANT, 2002; IKEDA et al, 2004). A goma xantana é um
polissacarideo aniénico que possui um mecanismo de gelificacdo muito semelhante ao
da gelana, passando de um estado ordenado a um estado desordenado com o aumento
da temperatura (MIYOSHI & NISHINARI, 1999; PARADOSSI et al., 1982). Assim como
a gelana, em diferentes artigos da literatura afirma-se que essa mudanga

conformacional seja reversivel (MIYOSHI et al., 1996; NAKAJIMA et al., 1996).

Recentemente, Lee & Brant (2002) e Braga (2006) observaram que a xantana
também passa por uma transi¢cdo anisotrépica-isotropica que é dependente tanto da
temperatura da solugdo, como da concentracdo de polissacarideo. Através de ensaios
oscilatérios a baixas deformagdes, foram observadas trés diferentes regides na curva
de viscosidade complexa (n*) em fungédo da temperatura de solu¢des de xantana (Lee &
Brant, 2002; Braga, 2006) que foram associadas a trés transi¢cdes distintas, descritas a

sequir.

Primeira transicdo (T,): definida como transicdo de um estado completamente
anisotrépico para um bifasico. Ocorre a baixas temperaturas, quando o valor inicial de

n* deixa de ser constante.

Segunda transicdo (T)): definida como transicdo entre o estado bifasico para
completamente isotropico. Caracterizada por uma deflec¢do acentuada da inclinagéo da

viscosidade complexa (n*) com o aumento da temperatura.

Terceira transicdo: transicdo hélice-enovelada (“melting”). Ocorre a uma

temperatura definida como T, que pode ser obtida através da intersec¢ao da inclinagao

39



Capitulo 3

maxima da curva n* em funcdo da temperatura com a reta definida pela regiao cujo

valor de n* é constante (BRAGA, 2006).

Nao existe nenhum estudo semelhante para gelana, portanto ndo se conhecem
as temperaturas referentes a cada transicdo e se todas ocorrem para este
polissacarideo. Sabe-se apenas que a temperatura de transicao conformacional (T.,) da
gelana varia entre 30 e 50C, dependendo da concentragdo do polimero e da
composicao do solvente (principalmente pH e presenca de sais) (GIVANASIS et al.,
2000; IKEDA et al., 2004; KASAPIS et al., 1999; LAU et al., 2000; OGAWA et al., 2002;
RODRIGUEZ- HERNANDEZ et al., 2003). Também nio se sabe qual o efeito do pH na
transicao isotropica - anisotrdpica e como isso afeta as caracteristicas reol6gicas das

solucdes de gelana.

Por isso, esta etapa do trabalho teve como objetivo estudar as transi¢des
conformacionais da gelana por ensaios reoldgicos a baixas deformagdes em solucdes
aquosas (1,5% m/v), além de avaliar qual a influéncia do pH sobre essas transicoes e

na estrutura da rede formada.

2. Materiais e Métodos

2.1. Materiais

As solucdes foram preparadas com goma gelana desacilada (Kelcogel” F)
gentiimente cedida pela Kelco (San Diego, EUA), a qual continha 10,53% (m/m) de
cinzas e 3,55% de umidade em base seca. O teor de minerais deste polissacarideo
analisado por Espectroscopia de Absorcdo Atémica (Instituto de Quimica - Unicamp)
correspondia a: 0,068% (m/m) de magnésio, 0,1795% (m/m) de calcio, 4,13% (m/m) de
potassio € 0,431% (m/m) de sédio. Para o ajuste do pH utilizou-se acido lactico e NaOH

de grau analitico.
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2.2. Métodos
2.2.1. Preparo das solucées de gelana

Solugdes de gelana na concentracao de 1,5% (m/v) em diferentes valores de pH
foram preparadas pela dissolucdo do pé em agua deionizada sob agitacido magnética a
temperatura de 80C por 30 minutos. Apds completa dissolugédo, os pHs das solugcdes
foram ajustados para 3,5 e 7,0 com &cido lactico 0,22M e NaOH 0,02M. Também foi

estudada a solucdo no pH natural da gelana, aproximadamente 5,3 £ 0,1.

2.2.2. Ensaios reoldgicos oscilatérios

Ensaios reolégicos oscilatérios foram realizados em um rebdmetro de tensao
controlada Carri - Med CSL2 500 (TA Instruments, Inglaterra) com geometria cone-placa
de aco inoxidavel de 60mm de didmetro. Para se evitar evaporacao, colocou-se uma

fina camada de 6leo de silicone ao redor da amostra.

As amostras foram colocadas no equipamento a 60C e aquecidas até 90<C.
Primeiramente realizou-se um pré-cisalhamento a 90°C para homogeneizacdao da
amostra por 2 minutos com taxa de deformacdo de 100s” e posteriormente, uma
varredura de temperatura de 90 a 20C a uma taxa de resfriamento de 1C/min. Entao,
fez-se uma varredura de temperatura de 20 a 90C e logo apds, as amostras foram
resfriadas de 90 a 20C, ambas as varreduras a 1C/ min. Em todos os ensaios utilizou-
se frequéncia de 0,1 Hz. Para as amostras de pH 3,5 e 5,3 utilizou-se uma tenséo de
0,5 Pa e para as amostras em pH 7,0 utilizou-se 0,8 Pa. Figuras de Lissajous foram
tracadas para cada temperatura de forma a assegurar que 0s experimentos estivessem
sempre na regido de viscoelasticidade linear das amostras. Todos os ensaios foram

realizados em ftriplicata.
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2.2.3. Microscopia eletrénica de varredura

Parte das amostras preparadas conforme o item 2.2.1 foi armazenada em placas
de Petri a 10C por 24 horas. Entédo, foram cortadas em pedagos de dimensdes 10mm x
2mm x 2mm e fixadas em glutaraldeido (2,5% m/v) em tampao cacodilato a pH 7,2 por
12 horas. Posteriormente, foi realizada uma lavagem em tampdo cacodilato e as
amostras foram fraturadas em nitrogénio liquido. Foi feita uma nova lavagem em
tampao cacodilato e uma pds-fixagdo das amostras fraturadas em tetroxido de dsmio.
Ap6s mais duas lavagens em tampao cacodilato, as amostras foram desidratadas em
uma série de solugdes alcodlicas (30, 50, 70, 90 e 100% v/v). De forma a se evitar
danos a estrutura durante a secagem, as amostras foram secas no ponto critico do CO,
(Critical Point Dryer CPDO3 Balzers). Posteriormente, foram colocadas em stubs de
aluminio e cobertas com ouro em um Sputter Coater SCD 050-Balzers. A visualizagao
das estruturas foi feita em um microscépio JEOL JSM 5800 LV (Téquio, Japao) operado
a 10 kV. Foram feitas no minimo trés imagens de cada estrutura com aumento de 1.000

vezes.

2.2.4. Andlise estatistica

A analise estatistica dos dados foi validada através da analise de variancia
(ANOVA) e a diferenga entre as médias dos resultados foi avaliada pelo Teste de Tukey

com o programa Statistica (StatSoft v. 5.5).

3. Resultados e Discussao

Varios trabalhos da literatura (GIVANASIS et al., 2000; IKEDA et al., 2004;
KASAPIS et al, 1999; LAU et al, 2000; OGAWA et al, 2002; RODRIGUEZ-
HERNANDEZ et al., 2003), relatam que a temperatura de transicdo conformacional da

gelana (T,,) varia entre 30 e 50C. A temperatura de transicao (T,,) pode ser obtida pela
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interseccdo entre a tangente da regido mais inclinada da curva n*(T) no aquecimento e
a tangente da regido onde n* nao varia com a temperatura (BRAGA, 2006), como
mostra a Figura 12. Nos ensaios realizados com gelana, os valores de T,, obtidos foram
de 66,2C para as amostras em pH 5,3 e de 66,5C pa ra as amostras em pH 7,0, ndo

havendo diferencga significativa entre os dois valores (Tabela 2).

Devido a linearidade e pouca variacdo de n* durante o aquecimento das

amostras em pH 3,5, ndo foi possivel a determinacado de T, € Tonset deSsas amostras.

Tabela 2. Temperaturas de inicio de transicao (Tonset), temperaturas intermediarias de transicao
(T1 e T,) e temperaturas médias de transi¢ao (T,,) durante o aquecimento de solugdes de gelana
1,5% (m/v) em pHs 5,3 e 7,0. Letras iguais correspondem a valores estatisticamente iguais
(p>0,05)

pH 5,3 pH 7,0

Tonset 55,72 55,32
T, 59,7° -
T. 63,5° -

T 66,2° 66,5°

Era esperado que as temperaturas de transicdo conformacional encontradas
neste trabalho (Tabela 2) fossem maiores que as reportadas na literatura, visto que os
resultados publicados foram obtidos em concentracées menores que 0,5% (m/m). Em
solugdes mais concentradas, como as do presente estudo, o carater idbnico do polimero
contribui para 0 aumento da forga idnica e conseqgilientemente, o aumento de T, (LEE &

BRANT, 2002).

Apesar da temperatura de inicio de transicdo conformacional (Tonset) € da
temperatura média de transicdo (T,) da gelana nao apresentarem variagdes
significativas na faixa de pH de 5,3 a 7,0, 0 mecanismo de transicdo conformacional
ocorre de forma distinta nos diferentes valores de pH (Figura 12). Enquanto que em pH

7,0 o decaimento da viscosidade é aparentemente constante na faixa de temperatura de
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55 a 70 para a maioria das amostras, em pH 5,3 o decaimento da viscosidade ocorre

visivelmente em duas etapas.
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Figura 12. Obtencdo de T, a partir das curvas de viscosidade complexa (n*) em fungao da
temperatura no aquecimento para amostras de gelana 1,5% (m/v) em diferentes valores de pH.

Na Figura 12 observam-se cinco regides distintas nas curvas de viscosidade

complexa em fung¢ao da temperatura para valor de pH 5,3 e trés regides para pH 7,0.

Braga (2006) e Lee & Brant (2002) relataram a existéncia de quatro regides para

solucdes de xantana 1 e 1,5% (m/m), respectivamente. A primeira regido correspondia

ao estado completamente anisotrépico, estando compreendida entre 10 e 19C. A

segunda a um estado bifasico, entre 19 e 46C, que seria a dispersdao de uma fase

anisotrépica em uma fase isotrépica. A terceira regido estaria associada a um estado

bifasico em que ha uma dispersdo de uma fase isotropica em uma fase anisotrépica,

entre 46 e 68C. E, finalmente, a ultima regido corresponderia a um estado

completamente isotrdpico, a partir de 68<T.

Em pH 7,0, o mecanismo de transicdo conformacional da gelana parece ser

mais simples, porém nao tao bem definido como o da xantana. Na faixa de temperatura
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de 20 a 55T (Tonset) @s moléculas de gelana estariam predominantemente em um
estado anisotrépico. Devido a leve inclinagao da curva nesta regiao é possivel que haja
uma pequena fragdo das moléculas em estado isotropico, no entanto o estado
anisotrépico seria predominante. Na faixa de 55 a 66C, as moléculas provavelmente
estdo em um estado bifasico (parte anisotrépico e parte isotrépico) e a partir de 66T as

moléculas estariam em um estado completamente isotropico.

Em pH 5,3 o mecanismo de transicdo conformacional da gelana é mais
complexo. A primeira e a Ultima regido com menor inclinagdo das curvas n* versus
Temperatura, em pH 5,3, corresponderiam as fases predominantemente anisotropica e
completamente isotropica, respectivamente. Na fase predominantemente anisotrépica
as moléculas de gelana estariam na forma de dupla hélice, interagindo entre si através
de zonas de juncdo. Com o aquecimento, se inicia a mudanga conformacional (Topset =
55,7C). A partir deste ponto, pode-se supor que as zonas de juncdo de mesma
estabilidade térmica comegcam a se romper e um sistema bifasico é formado. Assim, na
faixa de temperatura entre Tonset € Ty (55,7 - 66,2C) a solugdo de gelana seria uma
dispersdo com diferentes razdes de fase anisotrépica em uma isotropica e é onde
ocorreria a transicao denominada “Helix-Coil’. As temperaturas T, e T, corresponderiam
a temperaturas de transicdo em que zonas de juncdo de diferentes estabilidades
térmicas sdo rompidas. A partir de T, (66,2C) a solugao é completamente isotropica e
todas as moléculas possuem conformagédo enovelada. Esses resultados confirmam a
hipotese de Moritaka e colaboradores (1995) de que o gel de gelana é formado em duas
etapas devido a formacdo de zonas de juncao de estabilidade térmica distintas. Eles
observaram por ensaios calorimétricos que apds cinco ciclos repetitivos de aquecimento
e resfriamento, os picos exotérmicos das amostras em pH 8,0 se dividiram em dois. No

presente estudo, a visualizagdo dessas duas etapas é mais clara nas amostras em pH
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5,3, indicando que o pH influencia a estabilidade térmica dessas zonas de juncido. Com
a reducao do pH os ions H* se ligam a superficie das hélices individuais, diminuindo a
sua densidade de carga e reduzindo a barreira eletrostatica para a agregacado das
hélices, favorecendo a formagado de zonas de juncdo que provavelmente possuem
melhor estabilidade térmica que as formadas em pHs elevados (HORINAKA et al.,
2004a; GIVANASIS et al., 2000; IKEDA et al., 2004; KANI et al., 2005; KASAPIS et al.,
1999; LAU et al., 2000; MAO et al., 1999; MIYOSHI et al., 1994; MORITAKA et al.,
1995; NICKERSON et al., 2003; OGAWA et al., 2002; OGAWA, 1996; RODRIGUEZ —

HERNANDEZ et al., 2003).

A Tabela 3 apresenta os valores de viscosidade complexa média das
temperaturas iniciais e finais de cada etapa do ensaio oscilatério para os trés valores de
pH estudados. A Figura 13 e a Tabela 3 confirmam que a viscosidade no final do
resfriamento 1 (20C) é estatisticamente igual a viscosidade complexa do inicio do
aquecimento para todas as amostras, assim como a viscosidade do final do
aquecimento (90<C) é estatisticamente igual a inici al do resfriamento 2. As amostras em
pH 3,5 apresentaram valores de viscosidade muito superiores (aproximadamente 100
vezes maior) que as amostras formadas em pHs 5,3 e 7,0. No entanto, o aumento do
pH de 5,3 para 7,0, ndo resultou em alteracao significativa dos valores de viscosidade

complexa iniciais e finais de cada etapa dos ensaios.

Tabela 3. Valores de viscosidade complexa (Pa.s) das amostras de gelana 1,5% (m/v) em pHs
3,5; 5,3 e 7,0 em cada etapa do ensaio oscilatério. Letras iguais correspondem a valores
estatisticamente iguais (p>0,05)

Viscosidade Complexa (Pa.s)

Resfriamento 1 Aguecimento Resfriamento 2
20C 90C 20C 90C 20C 90C
pH 3,5 374602 0,0323¢ 553802 6869° 897962 4965°
pH 5,3 475,97° 0,0152° 480,03° 0,0136° 436,07° 0,0136°
pH7,0 475,33° 0,0193¢ 468,37° 0,0165° 452 67° 0,0165°
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Todas as amostras apresentaram aumento de viscosidade com o resfriamento,
visto que com a reducdo da temperatura as moléculas de gelana passaram de um
estado desordenado para um estado predominantemente ordenado, devido ao
alinhamento das moléculas e a formagao de zonas de jungbes intermoleculares. O
aumento da viscosidade entre 90 e 20C para as amostras em pHs 5,3 e 7,0 foi de
aproximadamente 0,47 kPa.s para ambas amostras, enquanto que para os sistemas em
pH 3,5 0 aumento foi muito superior (aproximadamente 37,46 kPa.s), confirmando que

as interagdes das moléculas de gelana sao favorecidas a baixos valores de pH.
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o e
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¢ pH3,5Aquecimento
% o pH 3,5 Resfriamento 2

+ pH 5,3 Resfriamento 1
= pH 5,3 Aquecimento
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O pH 5,3 Resfriamento 2
0O pH 7,0 Resfriamento 1
=pH 7,0 Aquecimento

X pH 7,0 Resfriamento 2

20 30 40 50 60 70 80 90

. ) ) Temperatura ()
Figura 13. Viscosidade complexa n* (Pa.s) em fungcdo da

temperatura () de todas as etapas do ensaio oscil atério da solugao de gelana 1,5% (m/v) em
pHs 3,5, 5,3 e 7,0. Para melhor visualizagdo apenas uma replicata foi apresentada.

Pela Figura 13 e Tabela 3 verifica-se que os valores de viscosidade complexa
nas temperaturas de 20 e 90C das amostras em pHs 5,3 e 7,0 ndo se alteraram
mesmo apds as seguidas etapas de aquecimento e resfriamento. Isso sugere que, para
essa faixa de pH, a mudanca conformacional da gelana é reversivel com a temperatura
do ponto de vista reolégico. Ja as amostras em pH 3,5, além de apresentarem um
grande aumento de viscosidade no primeiro resfriamento, n&o recuperaram a

viscosidade inicial apés o aquecimento. Estes resultados sugerem que a baixos valores
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de pH a transicdo conformacional Helix - Coil da gelana e as interagdes estabelecidas
nao sao reversiveis com a temperatura. Os resultados de Moritaka et al. (1995) também
contribuem para essa hipétese. Através de ensaios calorimétricos foi estudado o
comportamento térmico de solugdes de gelana 1,0% (m/m) em uma faixa de pH de 4,0
a 10,0 e observados baixissimos valores de AH durante o aquecimento de solugbes em

pH 4,0 quando comparados a solucbes de pHs mais elevados.

Além disso, em pHs 5,3 e 7,0 observa-se que a formacao de hélices durante o
primeiro resfriamento ocorreu em um Unico passo, enquanto em pH 3,5 varios passos
foram observados (Figura 13). Provavelmente, um desses passos é irreversivel e seria
responsavel pela termoestabilidade dos géis nesta condicdo de pH mais acido. Durante
0 aquecimento, a transicdo gel-sol ocorre em apenas um passo para as amostras em
pH 7,0 e dois passos sao visiveis para os sistemas em pH 5,3. Esse maior nimero de
passos, tanto no aquecimento (para amostras de maior pH) quanto no resfriamento
(para amostras mais &cidas), parece estar associado a maior dificuldade de formagéao e
rompimento das interagdes entre as moléculas de biopolimero em diferentes condi¢des

de solvente.

As Tabelas 4 e 5 apresentam os valores do médulo de armazenamento (G’) e
dissipagao (G”) no inicio e final de cada etapa do ensaio oscilatorio para as amostras
em pHs 3,5, 5,3 e 7,0. As amostras em pH 3,5 apresentaram carater elastico muito mais
pronunciado que os sistemas em outros valores de pH, sendo G’ aproximadamente 100
vezes maior em pH 3,5 quando comparado as amostras em pHs 5,3 e 7,0, tal como
observado para a viscosidade complexa. Estes resultados estdo de acordo com os
obtidos por Moritaka et al. (1995) e Yamamoto & Cunha (2007), que também
observaram valores maiores de tensdo de ruptura em pHs menores que 5,0. Assim

como a viscosidade complexa, os valores finais e iniciais de G’ e G” em cada ciclo
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(resfriamento 1, aquecimento e resfriamento 2) foram estatisticamente iguais na
respectiva temperatura, independentemente do ciclo. Isso confirma que a variacdo do
pH na faixa de 5,3 a 7,0 ndo provocou mudangas significativas nas propriedades
reolégicas do material.

Tabela 4. Valores do médulo de armazenamento, G’ (Pa), das amostras de gelana 1,5% (m/v)
em pHs 3,5; 5,3 e 7,0 em cada etapa do ensaio oscilatério. Letras iguais correspondem a valores
estatisticamente iguais (p>0,05)

Médulo de Armazenamento (Pa)

Resfriamento 1 Aqguecimento Resfriamento 2
20C 90T 20C 90T 20C 90T
pH 3,5 22030° | 0,0001% | 29794 | 2359,9° | 12841° 1012°
pH 5,3 291,7° 0,00082 294,8° 0,0007* | 267,3° | 0,0008°
pH 7,0 292 2° 0,00082 288,1° 0,0008% | 279,0° | 0,0007°

A 20C todas as amostras possuiam G’ maior que G”, ou seja, suas
caracteristicas reolégicas eram tipicas de gel, mas a 90C as amostras em pHs 5,3 e
7,0 sempre apresentaram modulo viscoso maior que o modulo elastico, portanto tém
carater liquido e, provavelmente de baixa viscosidade em funcao dos pequenos valores
de G’ e G". Para as amostras em pH 3,5 o0 médulo de armazenamento permaneceu
estatisticamente igual desde o inicio do aquecimento até o final do ultimo resfriamento,
demonstrando que as caracteristicas elasticas se mantiveram mesmo apdés o
aquecimento sendo o gel formado termorresistente, provavelmente devido a
termoestabilidade das zonas de juncbes estabelecidas neste pH, tal como havia
indicado a analise da viscosidade complexa.

Tabela 5. Valores do médulo de dissipagédo, G” (Pa), das amostras de gelana 1,5% (m/v) em pHs
3,5; 5,3 e 7,0 em cada etapa do ensaio oscilatério. Letras iguais correspondem a valores
estatisticamente iguais (p>0,05)

Médulo de Dissipacao (Pa)

Resfriamento 1 Aqguecimento Resfriamento 2

20C 90C 20C 90C 20C 90C
pH3,5 | 2645° 0,0203° 7964% 2405° 11681 2797°
pH 5,3 65,1° 0,0095° 62,6° 0,01¢ 59,2° 0,0085¢
pH7,0 59,7° 0,0121¢ 58,6° 0,01¢ 53,6° 0,0104°

49



Capitulo 3

A Tabela 6 apresenta os valores de cruze de G’ com G” para os diferentes
valores de pH em cada etapa dos ensaios. Reologicamente, a intersecao de G’ e G” é
conhecida como um dos critérios para definicao do ponto de gel (Horne, 1999). Em uma
varredura de temperatura onde a freqUéncia é constante, o cruze desses dois
parametros pode ser interpretado como a mudanga da caracteristica viscoelastica
predominante da amostra. O ponto de cruze de G’ e G” durante o primeiro resfriamento
ocorreu estatisticamente a mesma temperatura (aproximadamente 33C) para todas as
amostras, independentemente do valor de pH estudado. Nessa temperatura a
caracteristica reoldgica das amostras passou de predominantemente viscosa para
predominantemente elastica. Para as amostras em pHs 5,3 e 7,0, o ponto de cruze do
segundo resfriamento é estatisticamente igual ao do primeiro, confirmando que a
transicdo conformacional da gelana é reversivel nestes valores de pH. Ja para as
amostras em pH 3,5 nao foi possivel determinar o ponto de cruze de G’ e G” durante o

aquecimento e o segundo resfriamento devido a termo-irreversibilidade da rede do gel.

Tabela 6. Temperaturas de cruze (T) de G’ e G” das amostras em diferentes valores de pH em
cada etapa do ensaio. Letras iguais correspondem a valores estatisticamente iguais (p>0,05)

Temperaturas de Cruze de G’ e G” ()

Resfriamento 1 Aqguecimento Resfriamento 2
pH 3,5 35,47 - -
pH 5,3 33,3° 62,1° 33,4°
pH 7,0 34,17 61,5° 34,57

As temperaturas de cruze de G’ e G” foram maiores no aquecimento que nos
resfriamentos (Tabela 6). No aquecimento, os géis formados em pHs 53 e 7,0
comegaram a ter um predominio do carater viscoso a aproximadamente 62T, cujo
valor é um pouco inferior a T, que € de aproximadamente 66,3C (Tabela 2). A

quantidade de energia necessaria para a transicao ordenada-desordenada é muito
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elevada, o que pode ser denotado pela histerese presente nas curvas de n* em

funcdo da Temperatura (Figura 13).

As Figuras 14 e 15 mostram como os valores de G’ e G” variam com a
temperatura no primeiro resfriamento e no aquecimento, respectivamente. Como ja
citado, no segundo resfriamento os valores de G’ e G” se comportam da mesma
forma que no resfriamento 1 para as amostras em pHs 5,3 e 7,0 € por isso, o grafico
ndo foi apresentado. E interessante observar que o perfil das curvas de G’ e G” em
pHs 5,3 e 7,0 é praticamente igual. Ja as curvas de G’ e G” das amostras em pH 3,5
é estatisticamente constante com a temperatura, comprovando a termoestabilidade

desses sistemas.
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z o G"pH 3,5
10 4 mG'pH5,3
] A G'pH53
1. 0GpH7,0
] 5G"pH 7,0
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0.001 -
0.0001 - ‘ ‘ ‘ —= ‘ ‘
20 30 40 50 60 70 80 90

Temperatura ()

Figura 14. Modulos de armazenamento (G’) e de dissipagao (G”) durante o aquecimento das
amostras em pHs 3,5, 5,3 e 7,0.

Na Figura 15 nota-se a grande diferenga no perfil de G’ e G” das amostras em
pH 3,5 em relagdo as amostras em outros valores de pH, durante o primeiro
resfriamento. Em pHs 5,3 e 7,0 os perfis de G’ e G” sdo praticamente iguais e G” tem

um comportamento linear antes do ponto de cruze. Ja nas amostras em pH 3,5 os perfis
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de G’ e G” possuem diferentes inclinagdes antes do ponto de cruze, o que pode
novamente estar relacionado a formagdo de zonas de jungdes de diferentes

estabilidades térmicas.
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Temperatura (C)
Figura 15. Médulos de armazenamento (G’) e de dissipacdo (G”) durante a primeira etapa de
resfriamento para amostras com pH 3,5, 5,3 e 7,0.

A Figura 16 apresenta as microestruturas dos géis formados nos diferentes
valores de pH estudados, nas mesmas concentragbes dos ensaios reolégicos.
Aparentemente, as amostras possuem estruturas bastante semelhantes, compactas e
porosas. De forma geral, todas as amostras apresentaram uma grande quantidade de
poros arredondados, tipicos da rede de gelana (YAMAMOTO, 2006; DE JONG & VAN
DER VELDE, 2007). No entanto, apesar dos ensaios reolégicos apontarem grande
semelhancga entre as amostras em pHs 5,3 e 7,0, as microestruturas observadas foram
diferentes. As amostras em pH 7,0 apresentam uma rede muito lisa, cuja estrutura é
visualmente fechada. A reducdo do pH para 5,3, resultou na formacdo de uma rede
principal mais continua e com menor numero de poros porém de maior tamanho. A

acidificacdo parece contribuir para a abertura dos poros. Estas alteracdes estruturais
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observadas para amostras e pH 5,3 em relacao as em pH 7,0 podem estar relacionadas
ao mecanismo de transicdo conformacional da rede, que apresentou duas etapas
distintas ao invés de apenas uma como o ocorrido para as amostras em outros valores
de pH. Em pH 3,5, a rede principal torna-se mais continua o que aparentemente induz o
fechamento dos poros que se tornam menores e mais homogeneamente distribuidos
pela estrutura. Isso explicaria os maiores valores de carater elastico observados para as
amostras formadas neste valor de pH, visto que a tensao aplicada é melhor distribuida

pela estrutura que suporta maiores deformagdes.
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A i
: s o s AN

Figura 16. Micrografias SEM de géis de gelana (GN) 1,5% (m/v). A) pH = 3,5, B) pH = 5,3 C) pH
= 7,0. A barra de escala corresponde a 10um.
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4. Conclusoes

A transicdo conformacional da gelana foi fortemente afetada pelo pH. Amostras
de gelana em pH 3,5 formaram géis termorresistentes, porém o aumento do pH até
valores préximos de 7,0 levou a formacgéo de géis termorreversiveis, com caracteristicas
elasticas menos pronunciadas. O mecanismo de transicao conformacional da gelana é
mais evidente em pH 5,3 e sugere que a transicado Helix-Coil ocorre em duas etapas
devido a formacao de zonas de jungado com estabilidades térmicas distintas. O inicio da
transicao conformacional Helix-Coil acontece a aproximadamente 55C na faixa de pH
5,3 a 7,0, sendo que abaixo desta temperatura as moléculas se encontram em estado
predominantemente anisotropico e a partir de 66C elas se encontram em estado
predominantemente isotrépico. A temperatura de gelificagdo mostrou-se independente
do pH, sendo de aproximadamente 34,3C para todas as amostras. O pH também
afetou a microestrutura das amostras que apresentaram redes com caracteristicas
distintas. A redugao do pH de 7,0 para 5,3 tornou a rede mais continua e com poros
mais abertos, enquanto em pH menores (3,5) a continuidade da rede aumenta ainda

mais ocasionando o aparente fechamento dos poros.
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Influéncia da conformacao da gelana nas propriedades
fisicas de geéis protéicos
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Resumo

Através de ensaios reoldgicos a altas taxas de deformacdo, capacidade de
retencdo de agua, sinerese, solubilidade em agua e microscopia, estudou-se as
interacdes estabelecidas e as caracteristicas de sistemas bipoliméricos: caseinato-gelana
e proteinas do soro - gelana, de forma a se compreender melhor e conseguir separar o
efeito de cada variavel (concentracao e tipo de proteina) nas caracteristicas estruturais,
reoldgicas e de estabilidade de sistemas tripoliméricos. Também foi avaliado o efeito do
estado conformacional do polissacarideo nas caracteristicas de textura, estabilidade e
microestrutura das amostras. Comportamentos distintos foram observados quando a
gelana foi adicionada em estado Coil e em estado Helix aos sistemas. A adigdo da goma
a quente possibilitou a formagdo de agregados complexos com as proteinas que
modificaram as propriedades mecéanicas, a WHC, sinerese e a estrutura dos géis. Essas
propriedades também se mostraram dependentes das concentracées de biopolimeros,
sendo que a altas concentragbes observou-se incompatibilidade termodinamica entre a
gelana e as proteinas do soro, confirmada pelos ensaios de solubilidade protéica em

agua.
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1. Introducao

A textura e estabilidade de produtos lacteos sao propriedades essenciais para uma
boa aceitacdo dos mesmos pelos consumidores, sendo que tais propriedades podem ser
alteradas pela adicao de polissacarideos (BRAGA, 2006). Interacbes entre proteinas e
polissacarideos dependem dos fatores envolvidos nas condicoes dos sistemas, tais como
pH, forca ibnica, temperatura e também das estruturas quimicas destes polimeros
(ZHANG & FOEGEDING, 2003). A formacado de uma rede protéica é o resultado da
agregacao das moléculas de proteina a partir da desnaturagao destas e/ou acidificagao
do sistema (BRAGA, 2006). No caso de produtos lacteos, as proteinas encontradas em

maior quantidade sao as caseinas e as proteinas do soro.

As caseinas possuem ponto isoelétrico proximo a 4,6 e sao negativamente
carregadas em pH neutro. O abaixamento do pH promove a neutralizacdo dos grupos
carboxilicos presentes ao longo da cadeia diminuindo a repulsdo eletrostatica entre as
moléculas (HORNE & LEAVER, 1995). Caso as interagbes atrativas (interagdes
eletrostaticas, hidrofobicas e de van der Waals) sejam suficientemente fortes, as
particulas se agregardo e poderao formar uma rede de gel tridimensional (CHEN et al.,
1999). O mesmo efeito é observado na presenca de polissacarideos anidnicos. A reducao
do pH causa aumento das interacbes entre os biopolimeros (proteina/proteina,
proteina/polissacarideo e polissacarideo/polissacarideo) devido ao decréscimo de carga
no ponto isoelétrico, reduzindo a repulséo eletrostatica nos sistemas (LUCEY et al., 1998).
A quantidade dessas interacdes estabelecidas e a for¢ca de cada ligacao irdo interferir
diretamente na textura do sistema (VAN VLIET et al., 1991), na microestrutura e sua
capacidade de retencdo de agua. Yamamoto & Cunha (2007) observaram que a redugao
do pH induz a formacao de géis de gelana mais rigidos, deformaveis e turvos devido a

maior densidade da rede formada, visto que a diminuicao da repulsdo eletrostatica entre
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as moléculas de carater anibnico da gelana, contribui para o aumento do nimero de
interagbes estabelecidas. Em géis protéicos, 0 aumento da rigidez com a redugéo do pH
foi confirmado por Cavallieri & Cunha (2007). Através do estudo de sistemas de proteinas
de soro gelificadas a frio com diferentes razées de GDL, eles observaram que menores
valores de pH estavam relacionados ao aumento da rigidez e elasticidade dos géis pois a
reducao do pH possibilitou o estabelecimento de interacdes entre os grupos hidrofébicos

das proteinas.

O tratamento térmico € uma etapa de processo muito importante, pois afeta de
maneira significativa as propriedades reolégicas e de textura de géis biopoliméricos. Em
sistemas protéicos, a desnaturagado térmica de proteinas globulares ocasiona a exposi¢ao
de regides hidrofébicas das moléculas, que se apresentam voltadas para dentro da
estrutura na conformagdo nativa (BERLI et al, 1999) e expbe grupos tiol reativos
possibilitando o intercambio de grupos sulfidrilas (tiol) e interagdes hidrofébicas e
eletrostaticas com os demais componentes dos sistemas (OLDFIELD et al., 1998). Em
sistemas proteinas-polissacarideos, além da exposi¢ao dos grupos reativos das proteinas,
o tratamento térmico também promove mudancas conformacionais em alguns
polissacarideos como a xantana e a gelana, modificando suas estruturas favorecendo
interagdes entre os biopolimeros. No caso da gelana, o0 aumento de temperatura do meio
promove mudancas conformacionais € as moléculas do polissacarideo assumem um
estado desordenado. A formagéo dessa estrutura enovelada disponibiliza sitios reativos
das moléculas e possibilita interagbes com os demais componentes do sistema. O
posterior resfriamento induz a formacao de duplas hélices entre as moléculas de gelana e
pode levar a formacao de gel, dependendo das condi¢des do sistema e concentracdo da
goma (WANG & CUI, 2005). A temperatura e o tempo de tratamento térmico sao fatores

importantes do processo. Braga & Cunha (2004) estudaram a influéncia de diferentes
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temperaturas de tratamento térmico sobre as propriedades reologicas a baixas
deformacdes de solugdes de xantana. Eles observaram que o aumento da temperatura de
tratamento da solugdo de xantana diminuiu as propriedades elasticas (G’) e viscosas (G”)
dos sistemas, sendo a ultima, a mais afetada. Segundo os autores este fendbmeno
possivelmente reflete o fato de que durante o tratamento térmico, as moléculas de
xantana se reorganizam, podendo se distribuir mais homogeneamente pelo sistema de
acordo com a temperatura utilizada, e assim causariam mudangas irreversiveis no

comportamento reolégico deste polissacarideo.

Assim, visto a importancia do entendimento das interagcoes estabelecidas em
sistemas protéicos adicionados de polissacarideos no desenvolvimento de novos
produtos, este trabalho teve o objetivo de estudar as interagdes macromoleculares de
sistemas bipoliméricos (gelana - caseinato de sédio e gelana — proteinas do soro) e
tripoliméricos (gelana — caseinato de sédio — proteinas do soro) através da avaliagéo de
suas caracteristicas reolégicas, estruturais e de estabilidade (capacidade de reter agua e
sinerese). Este estudo também teve a pretensdo de elucidar o efeito de diferentes
concentragbes de gelana e proteinas nessas propriedades, além de investigar qual a

importancia do estado conformacional da gelana nas interagdes ocorridas.

2. Materiais e Métodos
2.1. Materiais

Utilizou-se caseina técnica adquirida da Sigma-Aldrich Co. (St Louis, EUA), goma
gelana desacilada (Kelcogel” F) cedida pela Kelco (San Diego, EUA) e concentrado
protéico de soro (WPC) doado pela Fonterra (Clandeboye, Nova Zelandia) cujas
composi¢des sao apresentadas na Tabela 7. O éster glucona-é-lactona foi obtido da

Sigma-Aldrich Co (Irlanda). Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.
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Tabela 7. Composi¢cdo do concentrado protéico (WPC) de soro, caseina e gelana em relagao ao
teor de umidade, proteinas e minerais

*k

Teor de Umidade . oy ¥ oy 2410/ \"* o
oroteina (%) (%BU)" K" (%) Na* (%) Ca* (%) Cinzas (%)

Caseina 86,29 +0,13 6,25+ 0,43 0,08 0,16 0,14 0,78 +£0,08
Gelana - 3,42 £0,15 4,13 0,43 0,18 10,53 £ 0,05
WPC 77,62+ 0,09 2,30+0,30 0,46 0,38 0,41 2,49 + 0,09

* teor de nitrogénio determinado por método de Kjeldhal (AOAC, 1996).
** determinagao por gravimetria.
*** quantificagao por espectrometria de Absorgao Atémica (Instituto de Quimica - Unicamp).

2.2. Métodos

2.2.1. Preparo das solugbes estoque

A partir de ensaios preliminares determinou-se a concentragdo das solugdes
estoques de forma que nao gelificassem no resfriamento logo apds o tratamento térmico,
impedindo a preparacdo das amostras. Optou-se por trabalhar com solugcbes estoque

0,7% (m/m) de gelana, 7% (m/m) de IPS e 14% (m/m) de caseinato de sédio.

2.2.1.1. Solugao estoque de caseinato de sodio
Foi feita a dissolucdo da caseina em agua deionizada na concentragdo de 14%
(m/m), sob agitagdo magnética, a uma temperatura inferior a 50C. O pH da solucao foi
constantemente ajustado para 6,7 com adicdo de solugdo de NaOH 10 M, até completa

dissolucao da caseina e formacao do caseinato de sédio.

2.2.1.2. Solugdo estoque de concentrado protéico de soro
O concentrado protéico de soro foi diluido em agua deionizada na concentragao de
7% (m/m) sob agitagdo magnética por 30 minutos a temperatura ambiente até completa
solubilizagdo. Entéao foi realizado um tratamento térmico em béquer encamisado a 80C
por 30 minutos para indugdo da desnaturacao protéica e posterior resfriamento até 10C

em banho de gelo.
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2.2.1.3. Solucdo estoque de gelana
A solucao estoque de gelana foi preparada na concentracao de 0,7% (m/m) pela
dissolucao do p6 em agua deionizada sob tratamento térmico de 80C por 30 minutos em
béquer encamisado com agitacdo magnética. Apds o tratamento foi feito resfriamento a

10C em banho de gelo.

2.2.2. Composigcao dos géis
A partir das temperaturas de transicao conformacional da gelana apresentadas no
Capitulo 3, determinou-se a temperatura de mistura das solugdes-estoque para a
obtencao de sistemas formados por gelana em estado desordenado ou Coil (solugcbes
estoques misturadas a quente) e estado ordenado ou Helix (solucbes estoques

preparadas a frio).

Nas amostras formadas por gelana em estado Helix, as solugbes estoque foram
misturadas a 10C conforme a composicdo final apresentada na Tabela 8. Entdo, se
adicionou GDL na quantidade calculada a partir da razdo de GDL/biopolimeros
determinada no Apéndice 1 e agitaram-se as amostras por 2 minutos até completa
solubilizagdo. Apoés, as amostras foram imediatamente acondicionadas a 10C em formas
cilindricas de 21mm de diametro e 21mm de altura por 72 horas para a formacdo e
estabilizacao da rede dos géis.

Tabela 8. Composi¢cdo dos sistemas poliméricos. CN: caseinato, WPC: concentrado protéico de
Soro

Gelana (% m/m)
Estado ordenado Estado desordenado
WPC % CN 0% CN 1% CN 2% CN 0% CN 1% CN 2%
(m/m) (m/m) (m/m) (m/m) (m/m) (m/m) (m/m)
0 0,1 0,1 0,1 0 0,1 0,1
0,3 0,3 0,3 0 0,3 0,3
" 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
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Os sistemas compostos por gelana em estado Coil foram formados pela mistura
das solucdes estoque a 80T sob leve agitacdo magnética de forma a se obter a
composicao final desejada (Tabela 8). As amostras foram resfriadas em banho de gelo até
atingirem 10C, quando se adicionou o GDL. Apés agitacdao por 2 minutos para a
solubilizagdo do GDL, as amostras foram acondicionadas em formas cilindricas (21mm de

didmetro por 21mm de altura) a 10<C por 72 horas.

Para ambos os estados conformacionais da gelana, o pH final das amostras foi de
4,0 + 0,2 visto que se utilizou concentrado protéico de soro de leite, ao invés do isolado
protéico. Tal pH foi utilizado pois nesta condicdo ambas as proteinas encontram-se abaixo
do seu ponto isoelétrico e portanto, as interagbes com o polissacarideo sao favorecidas.
As faixas de concentragdo estudadas (Tabela 8) foram determinadas de acordo com o0s
valores usualmente utilizados em alimentos e de forma que as solu¢des nédo gelificassem

durante o resfriamento, antes da adi¢cdao de GDL.

2.2.3. Propriedades Mecanicas

As propriedades mecéanicas dos géis obtidos foram avaliadas por ensaios de
compressao uniaxial até a ruptura da estrutura. Os ensaios foram feitos por compressao
do material até aproximadamente 80% de sua altura inicial, sob velocidade de
compressao de 1 mm/s em um TA-XT plus Texture Analyser (Stable Microsystems Ltd.,

Surrey, Inglaterra) a temperatura de 10<C.

As propriedades dos géis foram mensuradas usando-se uma célula de carga de 25
kg e geometria do tipo placa cilindrica de acrilico com 60 mm de diametro, lubrificada com
6leo de silicone de baixa viscosidade de forma a evitar o atrito com a amostra (Rao, 1992;

Lau et al.,, 2000). Todas as medidas foram realizadas em quintuplicatas. A partir dos

dados de forca e altura obtidos calculou-se a tensdo (o, ) e deformacéo (&, ) de Hencky

65



Capitulo 4

segundo as Equacdes 1 e 2 apresentadas no item 5.2 do Capitulo 2 (STEFFE, 1996). O
ponto de ruptura foi considerado como o pico maximo da curva tensao versus

deformacao.

O médulo de elasticidade (E) foi determinado a partir da tangente da regiao linear
inicial da curva tensado-deformagao (ROSENTHAL, 1999; STEFFE, 1996), conforme a

Equacéao 3 do item 5.2 do Capitulo 2, quando a deformagao do material é reversivel.

2.2.4. Capacidade de Retencao de Agua (WHC)

A capacidade de retencao de agua dos géis foi determinada apés 72 horas a 10T,
sendo realizadas seis replicatas de cada amostra utilizando-se uma centrifuga modelo
Allegra 25 — R (Beckman Coulter, Alemanha) com rotor A-10. Os géis foram preparados
conforme o item 2.2.2 e colocados em tubos de centrifuga de 50ml previamente pesados
e fechados hermeticamente para que se procedesse a centrifugagéo. A centrifugacao foi
realizada em um programa de 5 etapas (200g / 800g / 1800g / 3100g / 5000g) conforme
modificacdo do método de Schkoda et al. (1999) e Picone et al. (2005), cada qual com a
duracao de 10 minutos possibilitando um aumento gradativo da forga centrifuga durante o

experimento e a saida gradual de 4gua do gel.

A quantidade de agua liberada dos géis foi quantificada gravimetricamente e a
WHC calculada de acordo com a equacgao 4, sendo expressa em porcentagem de agua

retida:

WHC =100 01 —| 98“%unernan (8) @
dgua, (g)
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2.2.5. Sinerese

A sinerese dos géis foi avaliada em quintuplicata apés armazenamento por 72
horas a 10C. Para a quantificacdo da dgua exsudada espontaneamente pelos géis, eles
foram acondicionados por 1 hora a 10C em béqueres de 100 ml com quatro camadas de
papel de filtro qualitativo (MOTTA et al, 2004). A agua liberada foi quantificada por
gravimetria e a sinerese foi calculada segundo a Equacdo (5), sendo expressa em

porcentagem de agua liberada em relagdo a quantidade de agua total do gel.

Sinerese =100 w 5)
aguagel (g)

2.2.6. Microscopia Eletrénica de Varredura

As micrografias dos géis foram obtidas de acordo com a metodologia de preparo

apresentada no item 2.2.3 do Capitulo 3.

2.2.7. Solubilidade

Os géis foram triturados em agua deionizada a pH 7,0 para induzir o0 rompimento
das interacdes eletrostaticas e também em &gua deionizada em pH similar as amostras
(pH 4,0). A trituracao foi realizada a temperatura ambiente em um homogeneizador Ultra
Turrax modelo T18 (IKA, Alemanha) durante 2 minutos a 10.000 rpm e depois as
amostras foram centrifugadas a 10.000g por 45 minutos a 25°C em uma centrifuga
Allegra 25 — R (Beckman Coulter, Alemanha) com rotor A-10. A solubilidade protéica foi
determinada no sobrenadante obtido e expressa como porcentagem de proteina soluvel
em relagdo ao conteudo total de proteina do gel. As extragdes foram feitas em triplicata
para cada tipo de solvente. A concentracio protéica foi determinada a 280 nm em um

espectrofotdbmetro Beckman Du-70 (Beckman, EUA) usando coeficiente de extingao
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aparente (E;” ) de 27,15 que foi determinado medindo-se a absorbancia a 280nm de uma

solugdo 1% (m/m) de proteinas do soro, cuja concentragao foi determinada pelo método

de Kjeldhal.

3. Resultados e Discussao
3.1. Propriedades mecanicas
3.1.1. Tens&o de ruptura

Através da avaliacdo da tensdo de ruptura dos géis bi e tripoliméricos pode-se
entender qual a funcionalidade de cada biopolimero na rigidez dos géis formados e como
a adicao da gelana em diferentes estados conformacionais aos sistemas interfere na forca
da rede.

A Figura 17 apresenta os valores de tensdo de ruptura de géis bipoliméricos
formados por WPC e gelana, sendo a mistura feita com o polissacarideo no estado

desordenado (Coil) e estado ordenado (Helix).

OR (kPa)

WPC 0%

GN 0.1 % WPC 0%
WPC 1%

WPC 1%

WPC 3% WPC 3%
Figura 17. Tensdo de ruptura de géis de gelana (GN) com ou sem proteinas do soro de leite
(WPC), seguida de suas respectivas concentragbes (%m/m), avaliada em relagdo ao estado
conformacional da gelana durante o preparo dos géis. A) Mistura dos biopolimeros realizada a
10°C. B) Mistura dos biopolimeros feita a 80°C. As médias (ABC) no eixo x, quando nao seguidas
da mesma letra, sdo estatisticamente diferentes entre si. As médias (ab) no eixo z, quando nao
acompanhadas das mesmas letras, sdo estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). NG - ndo
formacao de gel auto-sustentavel.
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Observa-se que para ambas as conformacdes de gelana a tensdo de ruptura
aumenta significativamente quando se adicionam as proteinas do soro. Além disso, a
presenca de WPC foi essencial para a formacdo de géis auto-sustentaveis para
concentragao de gelana de 0,1% (m/m). Este aumento da tensao de ruptura com a adigao
de proteinas do soro €, possivelmente, devido a conhecida capacidade de gelificagao
dessas proteinas (VAN DER BERG et al., 2007; AGUILERA, 2005). Quando desnaturadas
elas expdoem regides hidrofébicas e grupos sulfidrilas (BOTTOMLEY et al, 1990;
VERHEUL et al., 1998) possibilitando o estabelecimento de interagdes do tipo covalentes
€ nao covalentes entre si e demais componentes do sistema durante a acidificacao,
levando a formagéo de rede e conseqliente aumento das caracteristicas elasticas dos

sistemas.

No entanto, um aumento da quantidade de WPC de 1 para 3% (m/m) nao levou a
grandes alteracdes dos valores de tensdo de ruptura apesar de apresentar diferencas
significativas em alguns sistemas. Nos géis formados por gelana 0,1% (m/m) em estado
Helix, observou-se aumento da tensédo de ruptura com o aumento da concentragdo de
WPC, indicando que a rigidez da rede dos géis teve uma importante contribuicdo das
interacdes formadas pelas proteinas do soro desnaturadas. Ja para os sistemas formados
por gelana 0,3% (m/m) Helix, o aumento da concentragdo de WPC resultou em uma
pequena queda da tensdo de ruptura, sugerindo uma possivel incompatibilidade entre os

biopolimeros a elevadas concentragdes.

Para os sistemas formados por gelana em estado Coil a variacao da concentracao
de proteinas do soro de 1 para 3% (m/m) nao alterou a rigidez dos géis apesar de
teoricamente mais sitios de interagdes estarem disponiveis para o estabelecimento de
ligagdes. Isso sugere que ao invés das proteinas do soro estarem se ligando as zonas de

juncbes da gelana e estabelecendo interagbes entre si, a parte positiva delas
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provavelmente esta interagindo com sitios ativos negativos das moléculas individuais de
gelana. Essas ligagcdes podem se dar por meio de interagdes eletrostaticas ocorridas nos
sistemas desordenados, antes da formacao de duplas hélices, como ilustra a Figura 18, e
assim nao estariam contribuindo para o aumento da rigidez dos sistemas. Burova et al.
(2007) estudou a formacao desses complexos eletrostaticos em sistemas de -caseina e
I- e K-carragena, um polissacarideo cuja transicdo conformacional é muito similar a da
gelana e constatou que a quantidade de interacdes desse tipo sdo favorecidas com a
reducao do pH do meio, aumento da concentracdo de proteinas e elevagdo da forga

ibnica dos sistemas.

a

-y

a
|

x

N Y
Y, X
5 g1 @)
2 24
I F
A B

Figura 18. Esquema da transicdo Coil-Helix da gelana. A) em uma solugao referéncia, B) quando
complexada com proteinas do soro. C e H representam respectivamente as conformacgdes Coil e

Helix da gelana. P representa as proteinas do soro desnaturadas. Adaptado de Burova ef al.
(2007).

Nos géis formados por baixas concentracdes de proteinas do soro (Figura 17), a
andlise estatistica dos resultados (ndo apresentada) indica que o estado conformacional
da gelana ao ser adicionada aos sistemas nao influenciou de forma significativa a rigidez
dos géis, indicando que nessas concentragbes as interagcdes entre os biopolimeros
ocorrem predominantemente no resfriamento, quando a gelana estd na forma de dupla-
hélice e ndo em sua forma enovelada. Apenas nos sistemas formados com maiores

concentragdes de WPC (3% (m/m)) pode-se perceber variagdes significativas nos valores
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de tensao de ruptura. Para as amostras formadas por gelana 0,3% (m/m) e WPC 3%
(m/m), os géis em estado Coil apresentaram maior tensao de ruptura que os formados por
gelana em estado Helix, sugerindo que a possivel incompatibilidade entre os biopolimeros
€ reduzida quando a gelana é adicionada em estado desordenado aos sistemas
provavelmente, devido a formagdo dos complexos eletrostaticos durante a mistura a
quente. Ja para as amostras formadas por gelana 0,1% (m/m) e WPC 3% (m/m), a tensao
de ruptura dos géis formados em estado Coil foi menor que os formados em estado Helix,

confirmando a provavel formacao de complexos eletrostaticos.

Para todos os sistemas, o aumento da concentracao de gelana de 0,1 para 0,3 %
(m/m) aumentou consideravelmente a tensdo de ruptura da rede, devido ao alto poder
gelificante deste polissacarideo. Em sistemas de gelana puros, sé foi possivel obter géis
auto-sustentaveis na maior concentragao utilizada (Figura 17) visto que o aumento da
concentracao de polissacarideo contribuiu para que a rede de gel formada fosse mais

densa.

A tensado de ruptura dos sistemas caseinato de sodio — gelana sao apresentadas
na Figura 19. Amostras puras de gelana também sdo apresentadas para facilitar a
interpretacdo dos resultados. Assim como observado para as proteinas de soro, a
presenca de caseinato foi essencial para formacao de géis auto-sustentaveis quando na
concentracao 0,1% (m/m) de gelana. No entanto, quando comparados com géis de
gelana e WPC, os géis de caseinato de so6dio e gelana sdo estatisticamente menos
rigidos, embora sigam a mesma tendéncia de aumento da tensdo de ruptura com o
aumento da concentracdo de proteina observada para menores concentragées da goma.
Além disso, ndo foi observada diferenca estatistica entre os géis formados por gelana em

diferentes estados conformacionais e caseinato de s6dio, 0 que sugere que as interacdes
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entre estes dois biopolimeros ocorrem predominantemente apés o resfriamento, quando a

gelana esté na forma de dupla-hélice.

Og (kPa)

GN

CN 2%

Figura 19. Tensdo de ruptura de géis de gelana (GN) com ou sem caseinato de sédio (CN),
seguida de suas respectivas concentragoes (%m/m), avaliada em relacdo ao estado
conformacional da gelana durante o preparo dos géis. A) Mistura dos biopolimeros realizada a
10°C. B) Mistura dos biopolimeros feita a 80°C. As médias (ABC) no eixo x, quando nido seguidas
da mesma letra, sdo estatisticamente diferentes entre si. As médias (ab) no eixo z, quando nao
acompanhadas das mesmas letras, sdo estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). NG - nao
formagao de gel auto-sustentével.

A diminuicdo da concentracdo de gelana novamente diminuiu a tensao de ruptura
dos géis para todas as concentracoes de caseinato, pois provavelmente o nimero de
interagbes estabelecidas foi menor e a estrutura formada mais fraca. Os géis compostos
por gelana 0,1% (m/m) e caseinato apresentaram tensado de ruptura muito menor que os
formados por WPC. Isso confirma a hipétese de que esses géis sao formados em grande
parte por interagdes protéicas, visto que a faixa de concentracdo de caseinato estudada

foi menor que a de WPC.

A partir do conhecimento das propriedades e tendéncias dos sistemas
bipoliméricos torna-se mais facil a compreenséo de sistemas tripoliméricos. A Figura 20
apresenta os dados de tensdo de ruptura de amostras contendo caseinato de sddio,

proteinas do soro e gelana.
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Figura 20. Tensao de ruptura de géis de caseinato de sddio, gelana (GN), e proteinas do soro
(WPC), seguida de suas respectivas concentragbes (%m/m), avaliada em relagdo ao estado
conformacional da gelana durante o preparo dos géis e a concentragéo de caseinato de sédio. A e
B) Sistemas com caseinato de sédio 1% (m/m), C e D) Sistemas com caseinato de s6dio 2%
(m/m). As médias (ABC) no eixo x, quando ndo seguidas da mesma letra, sdo estatisticamente
diferentes entre si. As médias (ab) no eixo z, quando nao acompanhadas das mesmas letras, sao
estatisticamente diferentes entre si (p<0,05).

De forma geral, os valores de tensao de ruptura das amostras tripoliméricas sao
notavelmente maiores que os das amostras bipoliméricas, chegando a ser duas vezes
maior em alguns casos. Devido a maior quantidade de polimeros, os choques entre as
moléculas em solugdo sdo mais freqlientes e o estabelecimento de interacdes
intermoleculares € favorecido. Porém, novamente se observa incompatibilidade entre os

polimeros ao se aumentar a concentracao de WPC em todas as amostras compostas por
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caseinato 2% (m/m) e nas compostas por caseinato 1% (m/m) e gelana 0,3% (m/m) em
ambos estados conformacionais, apesar do predominio de cargas positivas nas proteinas
e negativas no polissacarideo. Nestes casos houve reducdo da tensao de ruptura com o
aumento da concentragdo protéica. Ribeiro e colaboradores (2004) também observaram
incompatibilidade termodindmica e redugdo da tensdo de ruptura ao aumentar a
concentracao de biopolimeros em sistemas caseinato de sodio - k-carragena. Segundo 0s
autores, o aumento da concentragdo de macromoléculas dos sistemas teria ocasionado
um efeito de exclusdo de volume que esta associado ao aparecimento de interagoes
repulsivas entre os biopolimeros devido ao aumento da concentragdo (TOLSTOGUZOV,

2003).

O aumento da concentracdo de caseinato de sodio nos sistemas tripoliméricos
contribuiu significativamente para o aumento da rigidez dos géis na maioria dos sistemas
contendo gelana 0,3% (m/m) (Figuras 20 A, B, C e D) independentemente da
concentragdo de proteinas do soro e do estado conformacional da goma, exceto pela
amostra com 3% (m/m) de WPC em estado coil, cuja diferenga nao foi significativa. Isso
confirma que a incompatibilidade polimérica ocorre predominantemente entre as proteinas
do soro e a gelana, enquanto que o caseinato contribui de forma positiva para a
estruturacao da rede de gel. Provavelmente esta incompatibilidade estaria associada a
formagao de agregados de grande massa molecular durante o aquecimento das proteinas
do soro que podem alcancar mais de 200 kDa (CAVALLEIRI et al., 2007). Neste caso, a
incompatibilidade seria favorecida entre as duas macromoléculas de maior massa molar
(TOLSTOGUZOV, 2003). Nos sistemas compostos por gelana 0,3% (m/m) Coil e
caseinato 2% (m/m), o aumento da concentragao de WPC levou a uma reducdo dos

valores de tensao estatisticamente maior que nos outros casos. Nessas amostras, além
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do fenbmeno de incompatibilidade termodinamica, a formagao de agregados complexos

também é favorecida, contribuindo para a redugéo da rigidez dos sistemas.

Nos sistemas formados por gelana 0,1% (m/m), em que as interagbes foram
predominantemente protéicas, também se observou uma tendéncia de enfraquecimento
das estruturas com o aumento da concentracdo de WPC para as amostras com caseinato
2% (m/m) (Figuras 20 C e D). Estes resultados diferem de outros encontrados na literatura
para sistemas protéicos acidificados caseinato - proteinas do soro. Normalmente o
aumento da concentracdo de proteinas do soro em sistemas com caseinato, contribui
para o aumento do ndimero de interagcbes e conseqlientemente da rigidez dos géis
(PICONE et al., 2005). Porém, a presenca da gelana interfere nestas interacdes e,

provavelmente, ha predominio da separagao de fases.

Nos sistemas tripoliméricos de maneira geral, a mistura dos biopolimeros a quente
reduziu a tensdo de ruptura de quase todas as amostras de forma significativa, exceto
pela amostra com 2% (m/m) de caseinato, 1% (m/m) de WPC e 0,3% (m/m) de gelana,
em que ndo foram observadas diferencas. Este efeito da conformacdo da gelana poderia
ser atribuido a formagdo de complexos eletrostaticos. Nos sistemas tripoliméricos o
estado conformacional da gelana exerceu influéncia bem mais marcante na tensdo de
ruptura das amostras, quando comparado aos sistemas bipoliméricos. O aumento da
concentracao de macromoléculas desses sistemas em relacdo aos compostos apenas por
uma proteina provavelmente gerou um efeito de exclusao de volume que contribuiu para a

formagéo de agregados complexos entre as proteinas do soro e a gelana.

Assim, devido aos efeitos de incompatibilidade termodindmica e a formacao de
agregados complexos, os sistemas mais rigidos foram formados nas concentragdes de
2% (m/m) de caseinato de sédio, 1% (m/m) de WPC e 0,3% (m/m) de gelana em estado

Helix, e ndo nas maiores concentragdes de polimeros.
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3.1.2. Deformacédo na Ruptura

A deformacdo de ruptura dos géis esta relacionada a variacdo de altura que a

amostra suporta antes de se romper, ou a deformabilidade dos géis.

Em sistemas simples de proteinas do soro e gelana, a concentracdo de
polissacarideo apresentou influéncia significativa sobre a deformabilidade das amostras
apenas quando a goma foi adicionada em estado Helix aos sistemas. O aumento da
concentragao de gelana de 0,1 para 0,3% (m/m) em estado Helix interferiu de forma
distinta na deformagé&o dos sistemas para diferentes concentragées de WPC (Figura 21).
Nas amostras compostas por WPC 1% (m/m), o aumento da concentracdo de gelana
aumentou a deformabilidade dos géis na ruptura, enquanto que para a concentragao de
0,3% (m/m) de proteinas do soro, o incremento na concentragdo de gelana reduziu a
deformabilidade das amostras. No primeiro caso, o aumento da quantidade de interacdes
devido ao aumento da quantidade de gelana, provavelmente induziu a formagao de uma
rede mais entrelagada e densa, assim a forca aplicada durante o ensaio de compressao
foi melhor distribuida pela estrutura tornando-a mais deformavel. Em altas concentragdes
de WPC, a diminui¢cdo da deformabilidade das amostras com o aumento da concentragéo
de gelana parece ser resultado da incompatibilidade entre os polimeros, como observado

na andlise de tensdo de ruptura (Figura 17).

Nos sistemas formados por gelana em estado Coil (Figura 21 B) ndo se observou
variacdo significativa da deformacdo na ruptura ao se variar a concentracdo de gelana.
Porém, maiores valores de deformacao foram observados para menores concentragdes
de WPC. Nestes casos, a deformagao foi estatisticamente similar a de géis puros de
gelana 0,3% (m/m) e de géis nas mesmas concentragdes em estado ordenado (Figura
21A). Nas maiores concentracoes de WPC, a reducdo da deformabilidade provavelmente

esta relacionada com a incompatibilidade entre os polimeros e a formagcao de agregados
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eletrostaticos. Resultado similar foi observado para as misturas a baixas temperaturas ou
no estado ordenado. Géis em estado Coil com concentragdo de WPC de 1% (m/m) e
gelana 0,1% (m/m) (Figura 21 B) sao estatisticamente mais deformaveis que os formados
nas mesmas concentracbes em estado Helix (Figura 21 A). No entanto, vale ressaltar que
0s Qgéis misturados a quente foram muito mais deformaveis que os misturados com a

gelana ordenada, indicando a relevancia dos complexos eletrostaticos formados para a

flexibilidade da rede.

WPC 0% GNO,1 % WPC 0%
WPC 1%

WPC 1%
WPC 3% WPC 3%

Figura 21. Deformacao na ruptura (Egr) de géis de gelana (GN) com ou sem proteinas do soro de
leite (WPC), seguida de suas respectivas concentragdes (Y%om/m), avaliada em relagao ao estado
conformacional da gelana durante o preparo dos géis. A) Mistura dos biopolimeros realizada a
10°C. B) Mistura dos biopolimeros feita a 80°C. As médias (ABC) no eixo x, quando nido seguidas
da mesma letra, sdo estatisticamente diferentes entre si. As médias (ab) no eixo z, quando nao
acompanhadas das mesmas letras, sdo estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). NG - nao
formacao de gel auto-sustentavel.

As deformacdes na ruptura dos géis bipoliméricos de caseinato de sédio e gelana
séo apresentados nas Figuras 22 A e B. A adicdo de caseinato diminuiu drasticamente a
deformabilidade dos géis em relagdo a amostra de gelana pura 0,3% (m/m), enquanto que

a concentracédo de gelana nao interferiu na extensibilidade dessas amostras.

Para os sistemas formados por gelana em estado Coil (Figura 22 B) foi observado
um aumento significativo da deformabilidade dos géis quando a concentracdo de

caseinato aumentou de 1 para 2% (m/m), enquanto que os sistemas compostos por
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gelana em estado ordenado ndo mostraram diferencas de deformacédo com a variacédo da
concentracdo de caseinato. E interessante observar que esses géis sdo estatisticamente

mais deformaveis que os formados por gelana em estado Helix.

CN 2% CN 2%

Figura 22. Deformacdo na ruptura (€g) de géis de gelana (GN) com ou sem caseinato de sédio
(CN), seguida de suas respectivas concentragdes (%m/m), avaliada em relacdo ao estado
conformacional da gelana durante o preparo dos géis. A) Mistura dos biopolimeros realizada a
10°C. B) Mistura dos biopolimeros feita a 80°C. As médias (ABC) no eixo x, quando nao seguidas
da mesma letra, sdo estatisticamente diferentes entre si. As médias (ab) no eixo z, quando nao
acompanhadas das mesmas letras, sdo estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). NG - ndo
formagao de gel auto-sustentével.

Comparativamente, a deformabilidade das amostras de caseinato e gelana em
Helix (Figura 22 A) é estatisticamente menor que das amostras de WPC e gelana para
todas as concentragbes estudadas (Figura 21 A). No entanto, uma tendéncia diferente foi
observada quando a gelana € adicionada a quente as proteinas. Enquanto a
deformabilidade das amostras com proteinas do soro diminuiu drasticamente ao se
aumentar a concentracdo de proteina, nas amostras com caseinato de sbdio, a
extensibilidade dos géis aumentou. Observa-se que os géis com 1% (m/m) de WPC foram
muito mais deforméaveis que os com 1% (m/m) de caseinato de sédio, e 0s géis com 2%
(m/m) de caseinato possuiam maior deformagédo na ruptura que os com 3% (m/m) de

proteinas do soro para ambas concentragbes de gelana estudadas.
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As deformagdes na ruptura dos sistemas formados pelas duas proteinas
juntamente com a gelana sao apresentadas na Figura 23. Nos sistemas tripoliméricos, as
proteinas do soro continuaram exercendo influéncia negativa sobre a deformabilidade dos
sistemas. Em todas as amostras, 0 aumento da concentragcdo de WHC provocou queda
na deformacdo de ruptura, provavelmente devido a incompatibilidade entre os
biopolimeros induzida pelas altas concentracbes de macromoléculas. De forma geral, o
aumento da concentragcdo de caseinato de sédio (Figuras 23 A, B, C e D) também reduziu
de forma significativa a deformabilidade dos géis formados a quente e a frio, porém de
maneira muito menos pronunciada que o WPC. Isto pode estar relacionado aos efeitos de
exclusao de volume, visto que os agregados de proteinas do soro desnaturada podem
atingir altos valores de massa molecular (Cavallieri, 2007) e, portanto exercem maior

efeito estérico que as moléculas de caseinato.
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Figura 23. Deformacdo na ruptura (€g) de géis de caseinato de sédio, gelana (GN), e proteinas do
soro (WPC), seguida de suas respectivas concentragdes (%m/m), avaliada em relagcdo ao estado
conformacional da gelana durante o preparo dos géis e a concentragdo de caseinato de sédio. A e
B) Sistemas com caseinato de sédio 1% (m/m), C e D) Sistemas com caseinato de s6dio 2%
(m/m). As médias (ABC) no eixo x, quando ndo seguidas da mesma letra, sdo estatisticamente

diferentes entre si. As médias (ab) no eixo z, quando ndo acompanhadas das mesmas letras, sdo
estatisticamente diferentes entre si (p<0,05).

As amostras formadas por caseinato 1% (m/m), WPC 1% (m/m) e gelana 0,3%
(m/m) apresentaram deformabilidade estatisticamente igual as amostras de gelana 0,3%

(m/m) pura, independentemente do estado conformacional, sendo as que apresentaram

maior deformacéo antes da ruptura.
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3.1.3. Mdédulo de Elasticidade

A regido linear das curvas de tensdo em funcdo da deformagdo de Hencky
corresponde a faixa de deformacgao reversivel dos géis, ou seja, onde ndo ocorrem danos
irreversiveis a sua estrutura. O coeficiente angular da curva nesta regiao corresponde ao
médulo de elasticidade de cada sistema e representa a firmeza dos géis ou for¢a da rede

a baixas deformacdes.

A Figura 24 apresenta os modulos de elasticidade de sistemas de proteinas de
soro e gelana. Assim como os resultados de tensdo de ruptura (Figura 17), géis mais
elasticos foram formados com maiores concentracoes de proteinas do soro, resultado do
maior nimero de interacdes estabelecidas. No entanto, comportamentos diferentes foram
observados ao se variar a concentragdo de WPC para cada concentragdo fixa de gelana.
Para sistemas formados por gelana 0,1% (m/m), o aumento da concentracido de proteinas
do soro dos sistemas levou a um aumento significativo da elasticidade dos géis formados,
enquanto que em amostras contendo 0,3% (m/m) de gelana, a concentragao de WPC nao
interferiu significativamente no modulo de elasticidade dos sistemas. Também néo foram
observadas variagbes significativas do médulo de elasticidade em relagdo ao estado
conformacional da gelana, apesar de uma aparente tendéncia de redugao da elasticidade

das amostras em estado Coil em relagéao as formadas em estado Helix.
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Figura 24. Mddulo de elasticidade (E) de géis de gelana (GN) com ou sem proteinas do soro de
leite (WPC), seguido de suas respectivas concentragdes (%m/m), avaliado em relagdo ao estado
conformacional da gelana durante o preparo dos géis. A) Mistura dos biopolimeros realizada a
10°C. B) Mistura dos biopolimeros feita a 80°C. As médias (ABC) no eixo x, quando nao seguidas
da mesma letra, sdo estatisticamente diferentes entre si. As médias (ab) no eixo z, quando nao
acompanhadas das mesmas letras, sdo estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). NG - ndo
formacao de gel auto-sustentavel.

Nos sistemas de gelana e caseinato, a concentracdo de gelana influenciou
fortemente o médulo de elasticidade dos géis (Figura 25). As amostras com maior
concentragao da goma foram muito mais elasticas que as com gelana 0,1% (m/m) tanto
para a conformacdo Coil, quanto para Helix. Diferentemente do observado para as
proteinas do soro, a concentracao protéica dos sistemas com caseinato influenciou mais a
elasticidade dos géis quando a concentragao de gelana era de 0,3% (m/m), de maneira
similar ao observado para tensdo na ruptura (Figura 18). Nestes casos, também foi
observado um aumento do mdédulo de elasticidade com o aumento da concentragao de
caseinato de sdédio. Ja para a menor concentracdo de gelana (0,1% (m/m)), onde a
estrutura da rede foi formada predominantemente devido as interagdes entre proteinas,
observou-se apenas um pequeno aumento da elasticidade dos géis com o aumento da
concentragao de caseinato, que foi significativo apenas para as amostras formadas por
gelana em estado Coil. Isso sugere a elasticidade dos géis possivelmente esta

relacionada as interagdes entre o caseinato e a gelana, sendo os efeitos mais visiveis a
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altas concentragdes. Essa hipotese também é corroborada pelo aumento de elasticidade

observado ao se adicionar caseinato aos sistemas puros de gelana.

E (kPa)

GN 0,3 % 0 N G - GN 0,3 %

;;;;;;; GNO,1 % GN 0,1 %

CN 2% CN 2%

Figura 25. Médulo de elasticidade (E) de géis de gelana (GN) com ou sem caseinato de sodio
(CN), seguido de suas respectivas concentragdes (%m/m), avaliado em relacdo ao estado
conformacional da gelana durante o preparo dos géis. A) Mistura dos biopolimeros realizada a
10°C. B) Mistura dos biopolimeros feita a 80°C. As médias (ABC) no eixo x, quando n&do seguidas
da mesma letra, sdo estatisticamente diferentes entre si. As médias (ab) no eixo z, quando nao
acompanhadas das mesmas letras, sdo estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). NG - nao
formacao de gel auto-sustentavel.

Apesar da rigidez dos géis caseinato - gelana ter sido menor que as dos géis
proteinas do soro - gelana, a elasticidade das amostras contendo caseinato e gelana
0,3% (m/m) foi significativamente maior que as formadas por proteinas do soro. Isso pode
estar associado ao tamanho das moléculas em questdo. Como o caseinato de sodio é
muito menor que as proteinas do soro desnaturadas (CHEFTEL, 1996), a estrutura dos
géis formados provavelmente é mais densa e, portanto a rede é mais elastica. Ja os géis
formados por gelana 0,1% (m/m), onde a rede ¢€é formada por interagdes
predominantemente protéicas, as amostras com caseinato mostraram-se menos elasticas
que as com proteinas do soro, confirmando a hip6tese que a elasticidade dos géis
caseinato - gelana esta relacionada fundamentalmente as interagoes entre esta proteina e

a gelana.
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A Figura 26 apresenta a elasticidade de sistemas tripoliméricos gelana - proteinas
do soro - caseinato. Seguindo a tendéncia da tensao na ruptura, o médulo elastico dos
géis diminuiu com o aumento da concentracdo de WPC nos sistemas de gelana 0,3%
(m/m) que, como comentado anteriormente, pode estar associado & incompatibilidade
entre as proteinas do soro e a gelana. No entanto, nos sistemas com menor concentragao
de gelana (0,1% (m/m)), em que as interagdes proteina-proteina sdo mais relevantes, o

aumento da quantidade de proteinas do soro aumentou a elasticidade dos géis.

WPC 1%
WPC 3% WPC 3%

WPC 1%

GN 0,3 %

GN 0,1 % GN 0,1 %

WPC 1%

WPC 1%
WPC 3% WPC 3%

Figura 26. Mddulo elastico de géis de caseinato de sodio, gelana (GN), e proteinas do soro (WPC),
seguido de suas respectivas concentragbes (%m/m), avaliado em relacdo ao estado
conformacional da gelana durante o preparo dos géis e a concentragdo de caseinato de sédio. A e
B) Sistemas com caseinato de sédio 1% (m/m), C e D) Sistemas com caseinato de s6dio 2%
(m/m). As médias (ABC) no eixo x, quando ndo seguidas da mesma letra, sdo estatisticamente
diferentes entre si. As médias (ab) no eixo z, quando nao acompanhadas das mesmas letras, sao
estatisticamente diferentes entre si (p<0,05).
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Em relacdo ao estado conformacional da gelana, menores valores de modulo
elastico foram observados na conformacgao Coil da goma (Figuras 26 B e D). Os sistemas
formados dessa maneira estdo sujeitos a formacdo de agregados complexos entre as
proteinas do soro e a gelana, que pode ter contribuido para a reducao da elasticidade das

amostras.

O aumento da concentragdo de caseinato aumentou de forma significativa a
elasticidade apenas dos géis formados a frio e a quente por gelana 0,3 % (m/m) e WPC
1% (m/m). Nos outros casos, a incompatibilidade entre os polimeros e a formacao de
agregados complexos exerceram maior influéncia sobre a elasticidade dos sistemas e por
isso, ndo foi observado aumento significativo do mddulo eldstico com o aumento da

concentragado de caseinato.

3.2. Capacidade de Retencdo de Agua (WHC)

A capacidade de retengdo de 4gua esta intimamente relacionada a estrutura da
rede dos géis e € uma caracteristica que influencia fortemente a aceitagdo dos produtos

pelos consumidores.

Os resultados obtidos para capacidade de retencdo de agua de géis compostos
por proteinas do soro e gelana sido apresentados na Figura 27. De maneira geral, os géis
mostraram 6tima capacidade de retencdo de agua (acima de 50%). As amostras com
maior WHC foram as com maior concentracao de gelana, visto que este polissacarideo
apresenta 6tima capacidade de reter agua mesmo a baixas concentracoes (YAMAMOTO,
2006). No entanto, a retengdo de agua dos sistemas diminuiu significativamente na
presenca de proteinas do soro em relagdo as amostras de gelana pura (Figura 27). Ao
serem adicionadas a gelana, as proteinas do soro podem induzir a formagdo de uma

estrutura menos apta a retengao de agua, como também podem interagir com os sitios
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ativos da gelana impedindo a ligagdo da agua que ficaria livre no sistema. Entretanto, ao
se aumentar a concentracdo de WPC, a capacidade de retencao de agua foi favorecida.
As proteinas do soro também possuem elevada capacidade de reter agua, mesmo
quando desnaturadas (PICONE et al, 2005, CAVALLIERI et al., 2007), o que pode
explicar o aumento de capacidade de retencdo de 4gua dos géis com o aumento da

concentragdao de WPC, tanto para os sistemas Coil, quanto para os formados por gelana

em estado Helix (Figuras 27 A e B).

A B
100 100 Coil
- Bb C
75
O &)
I I
; ; 50
* S
25
GN 0,3 °/o 0 " NG GN 0,3 °/o
WPC 0% GN 0,1 % WPC 0% GNO0,1%
WPC 1% WPC 1%
WPC 3% WPC 3%

Figura 27. Capacidade de retengcédo de agua expressa em quantidade de agua retida em relagdo a
quantidade de agua total do gel de sistemas de gelana (GN) com ou sem proteinas do soro de leite
(WPC), seguida de suas respectivas concentragdes (%m/m), avaliada em relacdo ao estado
conformacional da gelana durante o preparo dos géis. A) Mistura dos biopolimeros realizada a
10°C. B) Mistura dos biopolimeros feita a 80°C. As médias (ABC) no eixo x, quando nao seguidas
da mesma letra, sdo estatisticamente diferentes entre si. As médias (ab) no eixo z, quando ndo
acompanhadas das mesmas letras, sdo estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). NG - ndo
formacao de gel auto-sustentavel.

O estado conformacional da gelana influenciou de forma significativa apenas
algumas amostras (1% (m/m) de WPC, 0,1% (m/m) de gelana e 3% (m/m) de WPC, 0,3%
(m/m) de gelana) sendo que em geral, a mistura dos polimeros a quente reduziu a
capacidade de reter agua dos sistemas. Aparentemente, o fendbmeno de incompatibilidade
entre o WPC e a gelana nao interferiu na capacidade de reter agua dos sistemas, apesar
de influenciar as propriedades mecanicas dos mesmos. No entanto, a formagao de

agregados complexos eletrostaticos levou a uma pequena diminuicdo da capacidade de
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retencdo de agua, uma vez que reduziu 0 niumero de sitios capazes de formar pontes de

hidrogénio com a agua.

Em sistemas caseinato de sédio — gelana (Figura 28), 0 aumento da concentracao
de proteina exerceu efeitos diferentes sobre a WHC das amostras de acordo com a
concentragdo de gelana independentemente do seu estado conformacional. Para as
amostras com gelana 0,3% (m/m) o aumento da concentragdo de caseinato reduziu a
WHC dos sistemas, enquanto que nos sistemas com gelana 0,1 % (m/m) a capacidade de
retencdo de agua foi favorecida independentemente do estado conformacional da goma.
No primeiro caso, a grande quantidade de interacbes entre o caseinato € a gelana pode
ter exercido um efeito de exclusdo da agua da rede. Na segunda situagcdo, como a
concentragao de caseinato € muito superior a da gelana, as interagdes proteina - agua
acabaram sendo favorecidas. Braga (2006) também observou um aumento de WHC de 10
para 50% ao se aumentar a concentragdo de caseinato de 2 para 6% (m/v) em sistemas

de caseinato de sodio acidificados com GDL.

Assim como nos sistemas de WPC - gelana, as maiores capacidades de retencao
de agua foram observadas nos sistemas puros de gelana. A adicao de proteinas reduziu a
caracteristica natural da gelana de ser um bom agente retentor de agua devido a
diminuicao dos sitios hidrofilicos que, provavelmente, se ligaram a proteina ao invés da
agua. Isto é corroborado pelo fato de que a adicao de gelana em estado Coil aos sistemas
(Figura 28 B) reduziu de forma significativa a capacidade de retencdo de agua destes em
relagdo aos formados por gelana Helix (Figura 28 A) devido ao favorecimento das

interacdes eletrostaticas entre os biopolimeros nestas condicoes.

Todos os géis de caseinato - gelana estudados (Figura 28) se mostraram menos
capazes de reter agua que os formados com proteinas do soro (Figura 27). Enquanto o

aumento da concentracido de proteinas do soro aumentou a WHC dos géis
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independentemente da concentragdo de gelana, a concentracdo de caseinato so
contribuiu para aumentar a capacidade de retengcdo de agua dos géis com menor
concentracao de gelana. Nos géis com 0,1% (m/m) de gelana houve uma queda drastica

da WHC ao se substituir as proteinas do soro pelo caseinato de sédio nas concentragdes

B

estudadas.

GN 0,3 %

GN 0,1 %

CN 2% CN 2%

Figura 28. Capacidade de retencédo de agua expressa em quantidade de agua retida em relagdo a
quantidade de agua total do gel de sistemas de gelana (GN) com ou sem caseinato de sédio (CN),
seguidos de suas respectivas concentragcdes (%m/m), avaliados em relacdo ao estado
conformacional da gelana durante o preparo dos géis. A) Mistura dos biopolimeros realizada a
10°C. B) Mistura dos biopolimeros feita a 80°C. As médias (ABC) no eixo x, quando nédo seguidas
da mesma letra, sdo estatisticamente diferentes entre si. As médias (ab) no eixo y, quando nao
acompanhadas das mesmas letras, sdo estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). NG - nao
formacao de gel auto-sustentavel.

Nos sistemas tripoliméricos (Figura 29) a presenga de mais de uma proteina
contribuiu positivamente para a retencao de agua, sendo os valores de WHC maiores
para os sistemas tripoliméricos que para os bipoliméricos. Os géis com maior
concentragcéo de gelana (0,3% (m/m)) tiveram um significativo aumento da capacidade de
reter dgua para todas as concentracdes de proteinas, exceto pelas amostras com 2%
(m/m) de caseinato e 3% (m/m) de WPC, cuja capacidade de reter 4gua mostrou-se
independente estatisticamente da quantidade de gelana. Para todos os sistemas tanto o
aumento da concentracido de caseinato, como o aumento da concentracdo de proteinas

do soro influenciaram positivamente a WHC das amostras.
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O estado conformacional da goma também exerceu efeito significativo nessa
propriedade para apenas alguns sistemas. Os géis formados por gelana 0,1% (m/m) e
caseinato 2% (m/m) e diferentes concentragdes de WPC, assim como os géis com gelana
0,3% (m/m), caseinato 1% (m/m) e 3% (m/m) de proteinas do soro apresentaram aumento
significativo da capacidade de reter 4gua quando a gelana foi adicionada em estado Coil
(Figuras 29 B e D). Estes resultados apontam para uma possivel interacao hidrofébica
entre as proteinas do soro e o caseinato, favorecida a altas temperaturas (Dickinson,
1998), diminuindo o nimero de ligagdes eletrostaticas entre a gelana e as proteinas do
soro. Com isso, a gelana que é altamente hidrofilica fica com maior nimero de sitios
ativos disponiveis para se ligar com a agua. Isso se confirma pelo fato de que os sistemas
contendo a maior quantidade de polimeros (0,3% (m/m) de gelana, 3% (m/m) de WPC e
2% (m/m) de caseinato) tiveram maior capacidade de retencido de agua que os géis de
gelana pura. Tais resultados mostram que é necessario 0 estudo de sistemas modelo
mais complexos para o entendimento das interagées que ocorrem em alimentos, pois de
acordo com o estudo de sistemas caseinato — gelana, esta proteina desfavorece a

retencao de agua, o que nao foi observado nos sistemas tripoliméricos.
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Figura 29. Capacidade de retengdo de agua (WHC) expressa em quantidade de agua retida em
relagdo a quantidade de agua total de géis de caseinato de sédio, gelana (GN), e proteinas do soro
(WPC), seguidos de suas respectivas concentracdes (m/m), avaliados em relagcdo ao estado
conformacional da gelana durante o preparo dos géis e a concentragdo de caseinato de sédio. A e
B) Sistemas com caseinato de sédio 1% (m/m), C e D) Sistemas com caseinato de s6dio 2%
(m/m). As médias (ABC) no eixo x, quando nao seguidas da mesma letra, sdo estatisticamente
diferentes entre si. As médias (ab) no eixo y, quando nao acompanhadas das mesmas letras, sao
estatisticamente diferentes entre si (p<0,05).

3.3. Sinerese
A sinerese corresponde a liberagdo espontdnea de 4gua na auséncia de forgas
externas e pode ser um fator determinante na vida de prateleira de alguns produtos.

Tendéncias bem distintas foram observadas para sinerese em relacdo a capacidade de

retencao de agua dos sistemas estudados.
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Nas amostras compostas por gelana e proteinas do soro (Figura 30), os géis que
apresentaram menor perda de agua foram os com maior concentracao de biopolimeros.
Assim como observado nos ensaios de WHC (Figura 27), a incorporacao de pequena
quantidade de proteinas do soro aos sistemas puros de gelana aumentou a perda de
agua dos mesmos, que sO foi de fato significativa nos géis formados por gelana em
estado Coil (Figura 30 B). No entanto, ao se aumentar a concentragao protéica para 3%
(m/m) a exsudagéo de agua diminuiu drasticamente, independentemente da concentracao
e do estado conformacional da goma. Esta diferenga foi menos pronunciada nos
resultados de WHC, pois nesta analise a aplicacdo de forgas externas provavelmente
promoveu melhor e mais homogénea remocdo de 4agua, enquanto nos ensaios de

sinerese, a forga gravitacional nao foi tdo eficaz.

Nao foram observadas diferencas estatisticas de sinerese para as amostras com
WPC 3% (m/m) e diferentes concentracdes de gelana. Porém, para as amostras com 1%
(m/m) de proteinas do soro a gelana exerceu papel fundamental na retengao de agua dos
sistemas, visto que quantidade de agua exsudada foi maior para as amostras com menor
quantidade do polissacarideo. A mistura dos polimeros a quente ou a frio, ndo afetou de
forma significativa a sinerese dos géis avaliados, apesar de aparentemente haver uma
leve tendéncia dos sistemas em Helix reterem mais agua (Figura 30 B), assim como

observado para WHC.
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Figura 30. Valores de porcentagem de sinerese expressos em quantidade de agua liberada em
relacdo a quantidade de agua total do gel de sistemas de gelana (GN) com ou sem proteinas do
soro de leite (WPC), seguidos de suas respectivas concentragdes (Y%om/m), avaliados em relagao
ao estado conformacional da gelana durante o preparo dos géis. A) Mistura dos biopolimeros
realizada a 10°C. B) Mistura dos biopolimeros feita a 80°C. As médias (ABC) no eixo x, quando
nao seguidas da mesma letra, sdo estatisticamente diferentes entre si. As médias (ab) no eixo z,
quando nao acompanhadas das mesmas letras, sao estatisticamente diferentes entre si (p<0,05).
NG - nao formagao de gel auto-sustentavel.

Nas amostras compostas por caseinato e gelana o estado conformacional do
polissacarideo também nao afetou de forma significativa a sinerese dos sistemas, como
mostra a Figura 31. Porém, a concentragdo de gelana exerceu influéncia comprovada
estatisticamente em todos os sistemas. Maiores concentragbes da goma contribuiram

para a reducao da sinerese dos géis, independentemente da concentracao de proteina.

A concentragao de caseinato s6 exerceu influéncia significativa na sinerese dos
sistemas quando a concentracdo de gelana era de 0,1% (m/m). Neste caso, o caseinato
contribuiu significativamente para o aumento da retencdo de agua, sendo a sinerese
menor nos sistemas com maior concentracao protéica, como observado para o ensaio de
WHC. No entanto, a 0,3% (m/m) de gelana o aumento da concentracao de proteina nao
levou a alteragées no valor de sinerese. A diferenga entre os resultados de WHC e
sinerese pode indicar a existéncia de uma estrutura com poros de tamanhos variados e
com diferentes capacidades de reter agua via forgas capilares. Apesar da contribuigao

positiva do caseinato nesses sistemas, a quantidade de agua exsudada dos géis de
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gelana 0,1% (m/m) e caseinato de sédio foi muito maior que as dos sistemas compostos
por proteinas de soro e gelana 0,1% (m/m), mostrando que esta proteina é menos
hidrofilica ou ainda que o montante de interacdes caseinato — gelana foi maior que o de

WPC - gelana.

Pela analise estatistica dos resultados, nenhuma amostra adicionada de caseinato
apresentou menor sinerese que 0s géis puros de gelana 0,3% (m/m). Esse resultado,
aliado ao aumento dos valores de tensdo de ruptura observado para os sistemas
caseinato - gelana (Figura 19) sugere que a adicdo desta proteina contribuiu para o

aumento do numero de ligagdes nos géis formando uma estrutura menos apta a reter

agua.
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Figura 31. Valores de porcentagem de sinerese expressos em quantidade de agua liberada em
relagdo a quantidade de agua total do gel de sistemas de gelana (GN) com ou sem caseinato de
sédio (CN), seguidos de suas respectivas concentragdes (Y%om/m), avaliados em relagao ao estado
conformacional da gelana durante o preparo dos géis. A) Mistura dos biopolimeros realizada a
10°C. B) Mistura dos biopolimeros feita a 80°C. As médias (ABC) no eixo x, quando nao seguidas
da mesma letra, sdo estatisticamente diferentes entre si. As médias (ab) no eixo z, quando nao
acompanhadas das mesmas letras, sdo estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). NG - ndo
formacao de gel auto-sustentavel.

Nos sistemas tripoliméricos (Figura 32), a sinerese foi sensivelmente menor que
nos formados pela gelana e apenas uma proteina (Figuras 30 e 31). Resultado similar foi
observado para WHC, mas no caso da sinerese esta diferenca foi muito mais

pronunciada.
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O aumento da concentracdo de proteinas diminuiu a sinerese de todos os
sistemas. Essa reducao foi mais intensa com o aumento da concentracdo de WPC de 1
para 3% (m/m), embora o aumento da concentragdo de caseinato também tenha
resultado em aumento da quantidade de agua retida (Figuras 32 A, B, C e D). O estado
conformacional da gelana sé interferiu na sinerese das amostras com gelana 0,1% (m/m),
WPC 1% (m/m) e caseinato 1% (m/m). Neste caso, a adicao do polissacarideo em estado
Coil diminuiu a sinerese dos géis, 0 que pode ser explicado pelas interagdes proteinas do

soro — caseinato como observado para WHC.

A amostra que exsudou menos agua espontaneamente foi formada nas maiores
concentragdes de proteinas e na menor concentracado de gelana 0,1% (m/m) em estado
Helix. J& o maior valor de sinerese foi observado para os géis com menores
concentracdes de proteinas e menor concentracdo do polissacarideo também em estado

Helix, assim como observado nos resultados de WHC.

De um modo geral, os resultados de sinerese seguem as mesmas tendéncias dos
de WHC. No entanto, como o ensaio de sinerese expde a agua que esta mais fracamente
ligada, ele € menos conclusivo devido & sua menor sensibilidade. Assim, o ensaio de
WHC é uma ferramenta que permite inferir mais sobre as interagbes poliméricas dos

sistemas, enquanto que a sinerese, apenas as interacdes com a agua.
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Figura 32. Valores de porcentagem de sinerese expressos em quantidade de agua liberada em
relacdo a quantidade de agua total do gel de sistemas de caseinato de sodio, gelana (GN), e
proteinas do soro (WPC), seguidos de suas respectivas concentragdes (m/m), avaliados em
relagdo ao estado conformacional da gelana durante o preparo dos géis e a concentragdo de
caseinato de sédio. A e B) Sistemas com caseinato de sédio 1% (m/m), C e D) Sistemas com
caseinato de sédio 2% (m/m). As médias (ABC) no eixo x, quando ndo seguidas da mesma letra,
sao estatisticamente diferentes entre si. As médias (ab) no eixo z, quando ndo acompanhadas das
mesmas letras, sdo estatisticamente diferentes entre si (p<0,05).

3.4. Solubilidade em agua

A solubilidade protéica pode fornecer informagdes interessantes sobre os tipos de

interagdes presentes nos sistemas.

Devido as pequenas diferencas entre as propriedades mecanicas e de retencao de

agua das amostras formadas em estado Coil € Helix, apenas alguns sistemas na
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conformagéo Coil foram escolhidos para a analise de solubilidade. As Tabelas 9 e 10
apresentam os resultados obtidos.

Tabela 9. Porcentagem de proteinas sollveis de amostras de proteinas do soro (WPC), caseinato
de sodio (CN) e gelana (GN) em estado Coil e Helix em pH 4,0. As médias (ABC) na Tabela 9,
quando nao seguidas da mesma letra, sdo estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). As médias
(ab) entre as Tabelas 9 e 10, quando ndo seguidas da mesma letra, sao estatisticamente diferentes
entre si (p<0,05)

pH 4,0
Estado ordenado (Helix) Estado desordenado (Coil)
wPC GN CN0% CN1% CN2% | CN0% CN1% CN2%
%(m/m) | %(m/m) (m/m) (m/m) (m/m) (m/m) (m/m) (m/m)
0,1 - - 0,052¢% - - -
0
0,3 - 0,023%2 0,021 - - 0,023
. 0,1 - - - - - -
0,3 0,011 - 0,061 - - 0,066
0,1 0,175% - 0,625 - - -
3
0,3 0,042°¢  0,1357 0,368%¢ | 0,055 - 0,369"@

Tabela 10. Porcentagem de proteinas sollveis de amostras de proteinas do soro (WPC), caseinato
de sdodio (CN) e gelana (GN) em estado Coil e Helix em pH 7,0. As médias (ABC) na Tabela 10,
quando nao seguidas da mesma letra, sao estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). As médias
(ab) entre as Tabelas 9 e 10, quando ndo seguidas da mesma letra, sdo estatisticamente diferentes
entre si (p<0,05)

pH 7,0
Estado ordenado (Helix) Estado desordenado (Coil)
wpPC GN CN0% CN1% CN2% | CN0% CN1% CN2%
%(m/m) | %(m/m) (m/m) (m/m) (m/m) (m/m) (m/m) (m/m)
0 0,1 - - 0,040 - - -
0,3 - 0,009  0,018" - - 0,022"
/ 0,1 - - - - - -
0,3 0,024 - 0,093% - - 0,022%
3 0,1 0,224%° - 0,489% - - -
0,3 0,041 0,112  0,323"@ | 0,047 0,347

Nas amostras CN0%WHC3%GNO0,1% e CN0%WHC1%GNO0,3%, o aumento da
concentragao de gelana de 0,1 para 0,3% (m/m) e a redugédo da quantidade de proteinas
do soro diminuiu drasticamente a solubilidade dos sistemas para ambos os valores de pH

(Tabelas 9 e 10). Esta redugdo de uma amostra para outra certamente esta relacionada a
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diminuicdo da quantidade de proteinas do soro, que sdo bastante sollveis, na
composi¢ao das amostras. Braga (2006) também observou uma reducéo da solubilidade
protéica em agua em pH 8,0 com a diminuicdo da concentracdo de proteinas em
amostras compostas por caseinato de sodio 4 e 6% (m/v), 0 que supostamente estaria
relacionada a diminuicdo do conteldo protéico total das amostras. No entanto, no
presente trabalho também é observada uma queda de solubilidade da amostra
CNO0%WHC3%GNO0,1% para a amostra CN0%WHC3%GNO0,3%, que possui a mesma
concentragcao protéica. Isto sugere que a queda da porcentagem de proteinas sollveis
pode estar relacionada ndo somente a concentracao protéica inicial das amostras, mas
também as interagbes proteina - gelana. Aparentemente, quanto maior a concentracao de
gelana, maior o nimero de interacdes entre os biopolimeros e menor a quantidade de
proteina que permanece solivel nos sistemas. Ainda nas duas primeiras amostras
citadas, é observado um aumento da solubilidade significativo em tampéao 7,0 (Tabela 10)
em relacdo ao tampao 4,0 (Tabela 9), porém para a amostra CN0%WHC3%GNO0,3%, nao
houve diferenca de solubilidade entre os dois tampdes. Isso indica que mais interacdes
eletrostaticas foram estabelecidas quando as concentragdes de biopolimeros foram
menores, ou seja, indicaria uma provavel incompatibilidade a altas concentragdes de
macromoléculas. Assim nas amostras com maior concentragdo de gelana e proteinas
(CNO%WHC3%GNO0,3%) a quantidade total de interacdes eletrostaticas estabelecidas é

reduzida em funcao do efeito de excluséo de volume.

A amostra CN0%WHC3%GNO0,3% foi a Unica em que o estado conformacional da
gelana afetou de forma significativa a quantidade de interagbes eletrostaticas
estabelecidas (Tabelas 9 e 10). A adicdo de gelana em estado Coil aos sistemas
aumentou igualmente a quantidade de proteinas solUveis em ambos os solventes, 0 que

significaria que menor quantidade de proteinas participou de forma ativa da estrutura de
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rede do gel. Isso contradiria a hipétese de formacao dos complexos eletrostaticos entre as
proteinas do soro e a gelana, pois teoricamente a formagao destes diminuiria a proporgao
de proteinas sollveis nos sistemas. No entanto, as diferencas sdo muito pequenas € a
adicao de um agente dissociante de interagbes eletrostaticas poderia contribuir para um

melhor entendimento destes sistemas.

Os sistemas compostos por caseinato 1% (m/m) e gelana 0,3% (m/m) em pH 4,0
apresentaram maior quantidade de proteinas sollveis que os formados por proteinas do
sSoro nas mesmas concentracoes, o que poderia ser atribuido a uma maior distancia do
ponto isoelétrico da caseina (Pleaseina = 4,6, plaa= 4,2) em relacdo ao pH avaliado.
Cavallieri (2007) também observou diferentes graus de solubilizagdo protéica de amostras
de proteinas do soro em agua de acordo com o pH do tampao agua. Maior solubilizacao
foi obtida em valores de pH distantes do ponto isoelétrico das proteinas, enquanto em
valores de pH préoximos ao pl das proteinas (4,2- 4,9) a solubilidade foi significativamente
menor. No entanto, na maioria dos sistemas contendo caseinato do sdédio menor
quantidade de proteinas foi solubilizada em pH 7,0 que em pH 4,0, 0 que pode estar
relacionado a uma possivel reorganizacdo molecular do caseinato e a formacdo de

complexos insoluveis em altos valores de pH.

Observa-se nas Tabelas 9 e 10 que os maiores valores de solubilidade protéica
foram obtidos nos sistemas com maior concentragdo de  biopolimeros
(CN2%WHC3%GNO0,1% e CN2%WHC3%GNO0,3%), devido ao maior nimero de sitios

hidrofilicos para ligar-se a agua.

A amostra CN1%WHC3%GNO0,3% apresentou uma solubilidade muito maior que
as amostras bipoliméricas CNO0%WHC%3GN0,3% e CN1%WHC0%GNO0,3%,
provavelmente devido a maior quantidade total de proteinas nos sistemas. Além disso,

observa-se que a reducdo da quantidade de gelana de 0,3% (m/m) nos sistemas
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CN2%WHC0%GNO0,3% e CN2%WHC3%GNO0,3% para 0,1% (m/m) nos sistemas
CN2%WHC0%GNO0,1% e CN2%WHC3%GNO0,1%, aumentou a quantidade de proteinas
sollveis detectadas, pois provavelmente a quantidade de interacdes entre a gelana e as
proteinas foi limitada, restando mais moléculas livres para ligar-se a 4gua. Ja para a
concentragao de gelana de 0,3% (m/m), o0 aumento da quantidade de caseinato (amostras
CN1%WHC0%GNO0,3% e CN2%WHC0%GNO0,3%) nao afetou de forma significativa a

solubilidade protéica dos géis.

A adigao de 3% (m/m) de proteinas do soro as amostras CN2%WHC0%GNO,1%
aumentou consideravelmente a quantidade de proteinas sollveis, pois provavelmente a
gelana estabeleceu interagdes preferenciais com o caseinato, excluindo as proteinas do
soro da estrutura, como sugerido anteriormente no estudo das propriedades mecanicas.
No entanto, ao se aumentar a quantidade de gelana (amostra CN2%WHC3%GNO0,3%),
maior nimero de zonas de jungdes ficam disponiveis no sistema e as proteinas do soro

conseguem participar da formacéo da estrutura.

3.5. Microestrutura

Os resultados de WHC, sinerese e propriedades mecanicas sao melhor
compreendidos ao se analisar a estrutura dos géis, a qual foi observada por microscopia
eletrbnica de varredura. A Figura 33 apresenta as estruturas de géis com diferentes

concentracdes de WPC e gelana, além das diferentes conformacgdes do polissacarideo.
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(A ) WPC 0% GN o 3% HeI/x (B) WPC 1% GN 0,3% Helix

Figura 33. Micrografias SEM de géis de proteinas do soro (WPC) de leite e gelana (GN). A) WPC
0% (m/m) e gelana 0,3% (m/m) helix, B) WPC 1% (m/m) e gelana 0,3% (m/m) helix, C) WPC 3%
(m/m) e gelana 0,1% (m/m) helix, D) WPC 3%(m/m) e gelana 0,1% (m/m) helix, E) WPC 3% (m/m)
e gelana 0,3% (m/m) coil. A barra de escala corresponde a 10um.

Nas amostras de gelana pura (Figura 33 A) a rede formada é bastante porosa e
homogénea, o que a confere aspecto esponjoso. Sao observados poros muito pequenos
e outros de dimensdes maiores, que se distribuem homogeneamente pela estrutura. Essa
variagdo de tamanho dos poros provavelmente contribui com a alta capacidade de
retencdo de agua desses géis e menor sinerese destes quando comparados as amostras
compostas por 0,1% (m/m) de WPC e 0,3% (m/m) de gelana (Figura 33 B). Normalmente,

poros menores estdo relacionados a boa capacidade de retencdo de agua dos géis
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quando submetidos a forcas externas, pois sdo mais aptos a reter agua por forgas
capilares, enquanto os poros maiores contribuem para o aumento da sinerese (ZEIGLER
& FOEGEDING, 1990). Mao e colaboradores (2001) observaram uma estrutura de rede
bem semelhante em micrografias de géis de gelana adicionados de célcio, assim como
diferentes comportamentos entre a sinerese e a WHC dos géis. A partir de ensaios
reoldgicos realizados com diferentes concentracdes de calcio, eles sugerem que 0s poros
maiores seriam responsaveis pela deformabilidade da estrutura quando submetida a
forcas externas e os poros menores a forga da rede do gel. No presente estudo, apesar
da micrografia da amostra de gelana pura 0,3% (m/m) mostrar uma estrutura bem
interligada, a grande quantidade de poros observada reduz a continuidade da rede e
confere baixa elasticidade e rigidez a estrutura quando comparadas as amostras com

proteinas do soro.

A adicdo de uma pequena quantidade de proteinas de soro as amostras de gelana
pura (Figura 33 B) levou a formagédo de uma estrutura mais compacta, com filamentos
lisos e alongados, de aspecto similar aos formados por proteinas do soro, interligados por
uma rede mais ramificada, provavelmente de gelana. A maior compactacdo da rede
provavelmente foi responsavel pelos maiores valores de tensdo de ruptura e menor
capacidade de retengdo de agua observados para essa amostra em relagdo a amostra
pura de gelana. Além disso, 0 aumento de continuidade da rede formada com proteinas
pode estar relacionado a maior elasticidade dessa rede quando comparada a amostra

composta apenas por gelana.

Ao se aumentar a concentracdo de WPC de 1% (m/m) para 3% (m/m) (Figuras 33
B e D), observa-se que a estrutura da rede se torna bem mais compacta e entrelacada € o
nuamero de ramificacbes aumenta consideravelmente. Devido a grande quantidade de

polimeros no sistema, observa-se a formacdo de duas redes. A primeira rede possui
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aspecto ramificado, similar a rede formada pela gelana, e se sobrepde a uma segunda
estrutura, aparentemente mais continua e lisa, provavelmente formada
predominantemente pelas proteinas do soro. Essa estrutura formada por duas redes
estaria associada a incompatibilidade entre os biopolimeros sugerida nos ensaios de
propriedades mecéanicas, levando a diminuicao da rigidez e deformabilidade desses géis
(Figuras 17A e 21A) quando comparados as amostras com menor quantidade de proteina.
Como a estrutura formada com maior concentragcdo protéica possui poros menores, ela
apresentou melhor capacidade de retencéo de agua que a amostra formada por 1% (m/m)
de WPC e 0,3% (m/m) de gelana (Figura 27 A). A presenca de grandes poros na rede do
gel inibe a capacidade de imobilizar solvente via forcas capilares (ZEIGLER &
FOEGEDING, 1990). Vardhanabhuti e colaboradores (2000) também observaram uma
tendéncia de diminuicdo do tamanho dos poros da rede do gel com o aumento da
concentragdo de proteinas do soro que esteve acompanhado de mudangas na
turbidimetria do gel e capacidade de retencao de agua. O aumento da ramificacao da rede
também pode estar relacionado a maior elasticidade da estrutura e menor deformabilidade
observadas ao se aumentar a concentragdo de proteinas dos sistemas (Figuras 24A e

21A).

A diminuicdo da concentragao de gelana de 0,3 para 0,1% (m/m) mantendo-se a
concentragcao de WPC fixa em 3% (m/m) (Figuras 33 D e C) decresceu o0 numero de
ramificacbes e a estrutura formada parece ser mais lisa e filamentosa, refletindo os
resultados obtidos de propriedades mecanicas em que também foi observado um
enfraquecimento da rede do gel seguido de aumento da deformabilidade (Figuras 17A e
21A). No entanto, essas alteragdes estruturais ndo afetaram significativamente a

capacidade de retengao de agua e sinerese dos géis (Figuras 27A e 39A), sugerindo que
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nessas concentracoes, as proteinas do soro possuiram o papel mais relevante na

retencao de agua da rede.

A Figura 33 E apresenta a estrutura obtida pela adicdo de gelana em estado Coil
as amostras com 3% (m/m) de proteinas do soro. Neste caso, a formacao de agregados
complexos entre a proteina e o polissacarideo foi intensamente favorecida e a estrutura
obtida foi muito diferente da formada por gelana em estado Helix (Figura 33 D). Nas
amostras em estado Coil a estrutura foi composta por uma Unica rede sem ramificagoes e
com poros maiores, ao contrario das formadas em estado Helix. Isso indica que as
interacdes entre os biopolimeros sao realmente favorecidas e a formacao de uma Unica
rede se deve a complexacdo das proteinas com as duplas-hélices das moléculas de
gelana através de ligagbes eletrostaticas, confirmadas no ensaio de solubilidade (Tabela 9
e 10). Essa rede tende a ser ligeiramente mais rigida, deformavel e menos elastica que a
formada em estado Helix. JA a capacidade de retencdo de agua diminuiu de forma

significativa, provavelmente devido ao aumento do tamanho dos poros (Figuras 27A e B).

A Figura 34 mostra as micrografias das amostras compostas por caseinato de
sédio e gelana. O gel de gelana pura é novamente apresentado para facilitar a
comparacgdo das estruturas (Figura 34 A). De forma geral, as estruturas observadas nos
géis de caseinato de sodio e gelana diferem fortemente das observadas para os sistemas
proteinas do soro - gelana. As amostras com caseinato apresentam uma rede muito mais
compacta, com pouquissimos poros e muito mais homogénea que reflete sua menor

rigidez, menor deformabilidade, porém maior elasticidade que a rede formada por

proteinas do soro (Figura 33).
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(A) CN 0% GN 0,3% Helix (B) CN 1% GN 0,3% Helix

D) CN 2% GN 0,3% Helix
5
o N 4

Figura 34. Micrografias SEM de géis de caseinato de sédio (CN) e gelana (GN). A) CN 0% (m/m) e
gelana 0,3% (m/m) helix, B) CN 1% (m/m) e gelana 0,3% (m/m) helix, C) CN 2% (m/m) e gelana
0,1% (m/m) helix, D) CN 2%(m/m) e gelana 0,1% (m/m) helix, E) CN 2% (m/m) e gelana 0,3%
(m/m) coil. A barra de escala corresponde a 10um.

Além disso, as micrografias mostram que os géis de gelana com caseinato
também apresentam uma microestrutura muito diferente dos de gelana pura. Como dito
anteriormente, a estrutura do gel de gelana pura possui aspecto esponjoso e poroso,
enquanto que os géis com caseinato de sbédio apresentam uma estrutura bem mais
compacta que confere mais rigidez, elasticidade e menor deformabilidade a rede destes

géis (Figuras 34 A, B, C, D e E).
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Nas micrografias das amostras com caseinato sdo observadas pequenas esferas
entrelacadas por uma rede ramificada e compacta. A primeira vista, as esferas se
assemelham a submicelas de caseinato de sodio, porém observa-se que a quantidade de
esferas independe da concentragdo dessa proteina e sim da concentracdo de gelana
(Figuras 34 B, C, D e E). Tendo em vista que a maioria das proteinas forma coacervados
complexos com polissacarideos aniénicos na regiao intermediaria de pH onde as duas
macromoléculas possuem cargas opostas (DICKINSON, 1998), a hipdtese mais provavel
€ que as estruturas esféricas correspondam a um coacervado entre o caseinato de sédio
que se encontra positivamente carregado em pH 4,0 e a gelana que € um polissacarideo
anidnico. Aparentemente, a condicdo 6tima estudada para a formacao desse tipo de
coacervado seria nas concentracdes de 1% (m/m) de caseinato de sodio e 0,3% (m/m) de
gelana (Figura 34 B), pois 0 numero de esferas € maior e seu tamanho mais uniforme.
Aumentando-se a concentracdo de caseinato observa-se um aumento das ramificacdes e
da compactagdo da rede em segundo plano, enquanto que a quantidade de esferas
permanece similar ou diminui um pouco (Figura 34 D). Isso ocasiona um aumento da
rigidez dos géis e de sua elasticidade, porém como a quantidade de poros parece
diminuir, a capacidade de reter dgua desses sistemas também decresce (Figura 28 A).
Neste caso, é provavel que toda a gelana esteja coacervada (ja que sua concentragao é
bem inferior & de caseinato) e a rede em segundo plano seja formada predominantemente
por interagcdes caseinato - caseinato. Ao se reduzir a concentracdo de gelana, a
quantidade de esferas diminui e sua distribuicido de tamanho é menos uniforme, pois
menor quantidade do polissacarideo esta disponivel para interagbes (Figura 34 C). Nestas
concentragdes, a rede ramificada formada por de caseinato de s6dio nao complexado se
torna predominante e é muito menos compacta e uniforme que a observada em altas
concentragbes de gelana. Essas caracteristicas se refletem nos resultados de

propriedades mecéanicas apresentados, pois 0os géis com maior quantidade de gelana
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apresentaram maior rigidez, elasticidade e menor deformabilidade que os com menor
quantidade do polissacarideo em sua composicao (Figuras 19A, 21A, 24A). A sinerese
desses géis (Figura 31A) também foi muito maior, assim como a quantidade de agua
exsudada nos ensaios de WHC (Figura 28A), provavelmente devido ao maior tamanho e

quantidade de poros presentes.

A utilizacao de gelana em estado Coil na composi¢ao dos sistemas (Figura 34 E),
aparentemente levou a formagcdo de menos coacervados que os sistemas formados com
gelana Helix. Uma rede mais compacta e fechada foi observada em segundo plano que
deve ser responsavel pelo aumento da deformabilidade e da elasticidade dessas
amostras em relacdo as formadas a frio, apesar de ambas apresentarem mesma rigidez.
A capacidade de reter agua desta rede foi menor que a de amostras em estado Helix

devido a grande compactacao da rede.

A Figura 35 apresenta as micrografias de alguns dos sistemas tripoliméricos
estudados. As estruturas visualizadas diferem consideravelmente das observadas nas
amostras bipoliméricas e variam bastante conforme a concentracdo dos polimeros. De
forma geral, as redes sdo mais compactas e com poros mais alongados. Apesar de todas
as amostras conterem caseinato e gelana, ndo sao observadas as estruturas esféricas
identificadas como coacervados. Como a concentracdo protéica dos sistemas é
relativamente alta quando comparada a da gelana, provavelmente as interagdes entre as

proteinas sao favorecidas.
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(A) CN 2% WPC

&

1% GN 0,3% Helix (B) CN 2% WPC 1% GN 0,3% Coil
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(F) CN 2% WPC 3% GN 0,1% Helix

Figura 35. Micrografias SEM de géis de caseinato de so6dio (CN), proteinas do soro (WPC) e
gelana (GN). A) CN 2% (m/m), WPC 1% (m/m) e GN 0,3% (m/m) helix, B) CN 2% (m/m), WPC 1%
(m/m) e GN 0,3% (m/m) coil, C) CN 2% (m/m), WPC 3% (m/m) e GN 0,3% (m/m) helix, D) CN 2%
(m/m), WPC 3% (m/m) e GN 0,3% (m/m) coil, E) CN 1% (m/m), WPC 3% (m/m) e GN 0,3% (m/m)
helix, F) CN 2% (m/m), WPC 3% (m/m) e GN 0,1% (m/m) helix. A barra de escala corresponde a
10pm.

As amostras formadas por caseinato 2% (m/m), proteinas do soro 1% (m/m) e
gelana 0,3% (m/m) em estado Helix apresentou uma estrutura lisa e fragmentada, com
poros alongados (Figura 35 A) que possuem a maior rigidez e elasticidade entre todos os
sistemas estudados. Nos sistemas com mesma composigdo, porém com gelana em

estado Coil (Figura 35 B), a rede formada é bem semelhante embora seja aparentemente
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mais compacta, o que refletiu em um aumento da deformabilidade e reducdo da

elasticidade dos géis.

O aumento da concentragao de proteinas do soro em sistemas contendo caseinato
2% (m/m) e gelana 0,3% (m/m) (Figuras 35 A e C) resultou em uma estrutura menos lisa e
uniforme. Os ensaios de capacidade de retencdo de agua indicaram que esta estrutura
reteve mais 4gua que a formada com menor concentragdo de WPC (Figura 29 C e D),
porém todas as propriedades mecanicas foram reduzidas consideravelmente (Figuras 20,
23 e 26 C e D). Provavelmente, como a estrutura € menos organizada ela € menos
deformavel, menos elastica e mais fragil. As amostras com mesmas concentracdes, mas
preparadas a quente, possuem uma rede mais fechada e com poros menores (Figura 35
D) e foram ainda mais frageis, menos deformaveis e menos elasticas que as formadas a
frio. J& sua capacidade de retencdo de agua e sinerese permaneceram inalteradas

(Figuras 29 e 32 C e D).

Uma estrutura menos compacta e mais ramificada foi visualizada com a reducéo
da concentracdo de gelana de 0,3 para 0,1% (m/m) nas amostras contendo caseinato de
sédio 2% (m/m) e 3% (m/m) de proteinas do soro (Figuras 35 C e F). Essas
caracteristicas podem ter sido responsaveis pela redugdo da tensdao de ruptura e

deformabilidade da estrutura, no entanto, ndo afetou sua capacidade de reter agua.

Por fim, a redugdo da concentragdo de caseinato de sédio de 2% (m/m) para 1%
(m/m) nas amostras formadas por gelana 0,3% (m/m) e 3% de proteinas do soro (Figuras
35 C e E), levou a formacgao de uma estrutura extremamente lisa e alongada, com poucos
poros transversais, sendo mais fragil e menos deformavel e eléstica que as formadas por

maior concentracdo de caseinato.
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De forma geral, as microestruturas apresentaram boa correlacdo com o0s
resultados de propriedades mecéanicas, WHC, sinerese e solubilidade e sua analise foi

fundamental para elucidar as interagcdes entre as proteinas e o polissacarideo.

4. Conclusoes

A andlise dos sistemas bipoliméricos foi fundamental no entendimento das
interacdes e propriedades das amostras tripoliméricas. Em sistemas caseinato - gelana as
micrografias da estrutura sugerem a ocorréncia de coacervagdao entre os dois
biopolimeros, cuja condigdo de formagao 6tima foi na concentracdo de 1% (m/m) de
caseinato de sodio e 3% (m/m) de gelana. O aumento da concentragdo de caseinato
diminuiu a rigidez, deformabilidade e a WHC dos géis formados. No entanto, em sistemas
tripoliméricos nao foi observado coacervagao devido a alta concentragao de protéica que
favoreceu interagdes entre as proteinas. Neste caso, o aumento da concentragdo de
caseinato fortaleceu a rede e melhorou a capacidade de retengdo de agua dos géis,

porém diminuiu a deformabilidade dos mesmos.

Sistemas proteinas do soro — gelana apresentaram incompatibilidade
termodindmica a altas concentragbes poliméricas, com consecutiva diminui¢do da rigidez
e deformabilidade dos géis. Além disso, a adicdo de WPC diminuiu a capacidade de
retencdo de Aagua das amostras em relagdo aos sistemas puros de gelana. A
incompatibilidade entre os biopolimeros, confirmada pelo ensaio de solubilidade protéica,
foi ainda mais intensa em sistemas tripoliméricas devido a alta concentragcdo de
macromoléculas. Neste caso, 0 aumento da concentragdo de WPC levou a uma queda
brusca da tensdo de ruptura dos géis, seguida de reducdo da deformabilidade e

elasticidade dos mesmos. Além disso, observou-se um leve aumento da WHC e

diminuicdo da sinerese com 0 aumento da concentracao desta proteina.
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O estado conformacional da gelana também afetou as propriedades das amostras.
Quando o polissacarideo foi adicionado em estado desordenado (Coil) aos sistemas, foi
observada a formagédo de complexos eletrostaticos entre as proteinas e as moléculas
individuais da gelana, induzindo a formacao de estruturas mais compactas, com menor

tenséo de ruptura e em geral, mais deformaveis e com menor habilidade de reter agua.
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A transicao conformacional da gelana é fortemente influenciada pelo pH do meio.
A reducao do pH aumenta a estabilidade térmica das zonas de jungbes das moléculas de
gelana, levando a formacgao de estruturas termorresistentes em pH 3,5, enquanto na faixa
de pH de 5,3 a 7,0 as estruturas formadas sao reversiveis com a temperatura. A variagao
do pH também refletiu em alteragdes estruturais dos géis formados. Uma rede mais
continua e com poros mais abertos foi observada em pH 5,3 quando comparada a de
amostras formadas em pH 7,0. Em pH 3,5 a estrutura formada possui ainda mais
continuidade, resultando em um aparente fechamento dos poros. No entanto, apesar de
todas as variacoes estruturais e reologicas, a temperatura de gelificacdo da gelana
mostrou-se independente do pH, sendo de aproximadamente 34,3°C para todos os

valores de pH estudados.

Na interacdo da gelana com outros biopolimeros, como as proteinas, o estado
conformacional do polissacarideo mostrou-se extremamente relevante por ser um fator
determinante do tipo de intera¢des estabelecidas e das caracteristicas dos sistemas
formados. Quando a gelana foi adicionada a frio as proteinas do soro de leite, uma
incompatibilidade termodindmica foi observada a altas concentragbes, resultando em
reducao da rigidez e da deformabilidade dos géis formados. A adicdo de gelana em
estado Coil as proteinas levou a formacdo de complexos eletrostaticos entre os dois
biopolimeros o que também contribuiu para o enfraquecimento da rede, diminuigéo da sua

deformabilidade e capacidade de retencao de agua.

No entanto, nas condigbes estudadas, as concentragdbes dos biopolimeros
exerceram papel muito mais relevante nas propriedades das amostras que o estado
conformacional do polissacarideo. O aumento da concentragao de gelana de 0,1% (m/m)

para 0,3% (m/m) levou a formagao de géis muito mais rigidos e capazes de reter agua, o
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aumento da quantidade de caseinato nos sistemas, aumentou a tensdo de ruptura, a
elasticidade e reduziu a sinerese dos géis, enquanto que amostras com maiores
concentragbes de WPC apresentaram menores valores de tensdo de ruptura, de
deformacao e aumento da WHC. Além disso, sistemas gelana - caseinato apresentaram
coacervagao, que foi favorecida nas concentracbes de 1% (m/m) de caseinato e 3%

(m/m) de gelana.

Os sistemas bipoliméricos apresentaram caracteristicas reolégicas, estruturais e
de estabilidade distintas dos tripoliméricos. Algumas interagcdes foram intensificadas em
sistemas com maior quantidade de polimeros, como a incompatibilidade entre 0 WPC e a
gelana, enquanto outras foram suprimidas, como a formagdo de coacervados entre a
gelana e o caseinato, resultando em diferentes propriedades e microestruturas, cujo
entendimento s6 foi possivel a partir do conhecimento dos sistemas bipoliméricos. As
caracteristicas das amostras bi e tripoliméricas mostraram-se dependentes nao apenas
das variagdes de concentracbes individuais de cada biopolimero, mas também das
interacbes entre os diferentes ingredientes, confirmando a importancia do estudo de
sistemas multipoliméricos para o controle e entendimento das interagdes ocorridas em

alimentos.
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1. Introducao

As propriedades de sistemas mistos proteinas — polissacarideos podem ser
alteradas por fatores fisico-quimicos como modificacdo de forga ibnica e pH do meio
(RENKEMA et al., 2000). A reducdo do pH pode ser feita de maneira direta, pela adicao
de acidos ou de forma indireta, através da utilizacdo de culturas bacterianas ou de
glucona-6-lactona (GDL) (LUCEY et al., 1997). A glucona-6-lactona é um éster do acido
glucbnico que possui a propriedade de se hidrolisar o acido glucoénico levando a uma
progressiva acidificacdo do meio (SANCHEZ et al., 2006; DE KRUIF, 1997). Este
processo é extremamente dependente da temperatura e concentra¢do de biopolimeros do
sistema, possibilitando um facil controle da taxa de acidificacdo e do pH de equilibrio, pois
ambos sdo fung¢do da quantidade de GDL adicionada (CAVALLIERI & CUNHA, 2007;

SANCHEZ et al., 2006; DE KRUIF, 1997).

Esta etapa do trabalho teve como objetivo determinar a razdo de GDL necessaria
para a obtencdo de pH 3,5, inicialmente proposto no projeto, em solugdes simples e
mistas de caseinato de sédio, isolado protéico de soro e gelana. Também foi determinada
a influéncia de cada composto no pH final das amostras e quanto tempo seria necessario

para se atingir o pH de equilibrio.

2. Materiais e Métodos

2.1 Materiais

Para a composicao dos sistemas utilizou-se goma gelana desacilada (KelcogelO
F) cedida pela Kelco (San Diego, EUA) e caseina técnica bovina obtida da Sigma-Aldrich
Corp. (St. Louis) cujas composicoes sao apresentadas na Tabela 7 (Capitulo 4). Neste
estudo preliminar sé se dispunha de isolado protéico de soro de leite (IPS) cedido pela

Arla Foods Ingredients (Dinamarca), portanto ele foi utilizado ao invés do concentrado
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protéico usado no restante do trabalho. Seu teor de proteinas determinado pelo método
de Kjedhal (AOAC, 1996) foi de 84,50% e a umidade em base seca 5,70%. A composicao
de ions foi determinada por espectrometria de absorgcdo atémica (Instituto de Quimica —
UNICAMP) correspondendo a: 0,65% de ions K*, 0,63% de ions Na" e 0,05% de ions

C a2+

2.2 Métodos

2.2.1. Ensaios Preliminares

Os sistemas mistos foram compostos pela mistura das solugdes estoque (segcao
2.2.1 do Capitulo 4) sob agitagdo magnética a temperatura ambiente e, posteriormente,
foram resfriados a 10<C. Entao, adicionou-se &acido lactico 0,22M para reduc¢ao do pH. No
entanto, devido a presencga de proteinas do soro desnaturadas e caseinato, os sistemas
gelificaram instantaneamente impedindo a formagcdo de amostras homogéneas. Assim,
visando proporcionar uma lenta e homogénea reducdo do pH optou-se por utilizar

glucona-&-lactona ao longo de todo o trabalho para a formacao dos géis.

2.2.2. Determinagdo do tempo de acidificagcdo

Para a determinacdo aproximada do tempo necessario para o equilibrio de pH e
dos valores de pH finais obtidos para diferentes razdes de GDL, foi realizado um ensaio
preliminar de cinética de acidificacdo. Foram avaliadas solugbes nas concentracdes de
2% (m/m) de caseinato e 5% (m/m) de IPS utilizando diferentes razées de GDL (0,15;
0,17; 0,20; 0,23; 0,27; 0,30; 0,63; 0,71) em oito intervalos de tempo. As amostras foram
preparadas pela mistura das solugdes estoque a 10C sob agitagdo magnética. Apds
completa homogeneizacao, adicionou-se o GDL e agitou-se por mais aproximadamente 3
minutos para sua dissolugdo. As amostras foram acondicionadas em tubos plasticos de

1,5ml a 10C e imediatamente ap6s a adigdo de GDL iniciou-se a medigao do pH. Os

130



Apéndice 1

valores de pH obtidos foram ajustados por uma equacdo cinética de primeira ordem

(Equacao 6) em funcao do tempo (t).
pH = pH, + Cexp(=kt1) (6)

onde pH é o valor de pH medido, pH, o valor de pH apds atingido o equilibrio, C
um parametro de ajuste, k a constante de reagao e t o tempo transcorrido apés a adicao

de GDL.

2.2.3. Determinag&do da razdo GDL/biopolimeros

Para a determinagcédo da razdo GDL/biopolimeros a ser utilizada para a obtencao
de pH 3,5 e da influéncia de cada biopolimero no pH final obtido, foi realizado um
planejamento experimental 2* completo com 4 repeticdes no ponto central. As amostras
foram preparadas como descrito no item anterior e mantidas a 10C durante a avaliagéo

do pH por 48 horas apés a adicdo de GDL.

Os niveis estudados para cada variavel independente sao apresentados na Tabela
11. Cada amostra foi avaliada em quintuplicata.

Tabela 11. Razdo de GDL e concentragdes de isolado protéico de soro (IPS), caseinato de sédio
(CN), gelana (GN) avaliadas no planejamento experimental e seus respectivos valores codificados

Variavel Nivel
- -1 0 1 +a
% IPS (m/m) 0,01 0,76 1,51 2,26 3,01
% CN (m/m) 0,01 0,51 1,01 1,51 2,01
% GN (m/m) 0,05 0,13 0,20 0,28 0,35
Razao GDL/biopolimeros 0,10 0,30 0,50 0,70 0,90

3. Resultados e Discussao
3.1. Tempo de equilibrio de pH

Para a avaliacdo do tempo de equilibrio de pH foram utilizadas diferentes razbes

de GDL/biopolimeros visto que esse parametro influencia ndo sé o pH final dos sistemas,
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mas também o tempo de acidificacdo (CAVALLIERI & CUNHA, 2008). A Figura 36
apresenta os valores de pH em funcao do tempo de acidificacdo. Observa-se uma grande
queda do pH nas primeiras 20 horas e um decaimento mais lento até aproximadamente
40 horas para todas as amostras. De um modo geral, 40 horas apos a adicao de GDL as
amostras entraram em equilibrio de pH, porém acima de 100 horas observa-se uma
pequena queda do mesmo, provavelmente relacionada a degradagao. Portanto, tomou-se
como padrao para os planejamentos experimentais a avaliagdo do pH em 48 horas, de
forma a garantir que as amostras estivessem entrado em equilibrio. As duas razdes
maiores, 0,63 e 0,71 entraram em equilibrio mais rapidamente, aproximadamente apos 30
e 29 horas respectivamente, enquanto que menores razées demoraram mais tempo. O
aumento do tempo de equilibrio com a diminuicdo da razdo de GDL também foi

observado por Cavallieri & Cunha (2008) para amostras de isolado protéico de soro.

132



Apéndice 1

*

Razao 0,15
Razao 0,17
Razao 0,20
Razao 0,23
Razao 0,27
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Figura 36. Variagcdo do pH com o tempo (horas) para amostras de 2% (m/m) de caseinato e 5%
(m/m) de IPS acidificadas com diferentes razées de GDL.

A Tabela 12 apresenta os valores aproximados de pH de equilibrio que cada razao

proporcionou a 10<C.

Tabela 12. Valores aproximados de pH de equilibrio obtidos e seus respectivos desvios para cada
razao utilizada

Razao pH
0,15 4,51 £ 0,06
0,17 4,36 £ 0,05
0,20 4,13 £ 0,06
0,23 4,00 £ 0,07
0,27 3,84 £ 0,06
0,30 3,69 £ 0,06
0,63 3,06 £ 0,06
0,71 3,08 £ 0,06

3.2. Determinacgao da razao de GDL

Os valores de pH final das amostras formuladas de acordo com o planejamento

experimental (Tabela 11) sdo apresentados na Tabela 13. Nesta tabela pode-se observar

133



Apéndice 1

que o pH de interesse (3,5) estava dentro do intervalo observado como resposta no

planejamento experimental.

Tabela 13. Valores de pH obtidos de acordo com as formulagdes do planejamento experimental.
IPS corresponde a isolado protéico de soro, CN a caseinato de sddio e GN a gelana

Amostras IPS CN GN GDL pH
1 -1 -1 -1 -1 3,68
2 1 -1 -1 -1 3,90
3 -1 1 -1 -1 3,59
4 1 1 -1 -1 3,80
5 -1 -1 1 -1 3,72
6 1 -1 1 -1 3,67
7 1 1 1 -1 3,72
8 1 1 1 -1 3,79
9 -1 -1 -1 1 3,68
10 1 -1 -1 1 3,01
11 1 1 -1 1 3,09
12 1 1 -1 1 2,97
13 -1 -1 1 1 3,05
14 1 -1 1 1 2,96
15 -1 1 1 1 3,04
16 1 1 1 1 3,00
17 -2 0 0 0 3,24
18 2 0 0 0 3,31
19 0 -2 0 0 3,40

20 0 2 0 0 3,54
21 0 0 -2 0 3,21
22 0 0 2 0 3,16
23 0 0 0 -2 4,99
24 0 0 0 2 3,01
25 0 0 0 0 3,29
26 0 0 0 0 3,23
27 0 0 0 0 3,10
28 0 0 0 0 3,18

A Tabela 14 apresenta os valores dos coeficientes de regressao, erro puro e de p.
Os coeficientes de regressao indicam o quanto cada fator influenciou na resposta
estudada, ou seja, quanto maior foi seu valor, maior foi a sua influéncia positiva ou

negativa.
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Apenas quatro fatores apresentaram influéncia significativa (p<0,05) sobre o pH

das amostras: o fator quadratico da concentragdo de caseinato, os fatores lineares e

quadratico da razao de GDL, e a interacao entre IPS e GDL.

Tabela 14. Coeficientes de regressao, erro puro e p-valor. Valores em negrito representam efeitos
estatisticamente significativos a 95% de confianca

Coeficientes de regressao Erro puro p-valor
Média global 3,191 0,041 <0,01
(DIPS (L) -0,014 0,017 0,47
IPS (Q) 0,008 0,017 0,68
(2)CN (L) -0,014 0,017 0,45
CN (Q) 0,057 0,017 0,04
(3)GEL (L) -0,037 0,017 0,12
GEL (Q) -0,014 0,017 0,47
(4)GDL (L) -0,376 0,017 <0,01
GDL (Q) 0,189 0,017 <0,01
1L by 2L 0,045 0,020 0,12
1L by 3L 0,017 0,020 0,47
1L by 4L -0,086 0,020 0,02
2L by 3L 0,062 0,020 0,06
2L by 4L -0,033 0,020 0,20
3L by 4L -0,039 0,020 0,15

Apés a eliminagdo dos fatores nao significativos, verificou-se a significancia da

regressao e a falta de ajuste em relagéo a 95% de confianga (p<0,05) através do teste F,

utilizando analise de varidncia (ANOVA). De acordo com Box & Wetz (1973), se F

calculado for superior a F tabelado, a regressao pode ser considerada significativa e ainda

se F calculado for superior a trés vezes ao F tabelado, o modelo pode ser considerado

preditivo. A Tabela 15 apresenta os valores de F.

Tabela 15. Andlise de variancia (ANOVA) e coeficientes de determinagdo. Onde SQ equivale a
soma quadrdtica; GL ao grau de liberdade; MQ a média quadrética. Valores tabelados de F a 5%

de significancia

Fontes de

variagéo SQ GL MQ I:calculado Ftabelado R2
Regresséao 4,50 4,00 1,13 45,03 2,80 0,87
Residuo 0,57 23,00 0,02
Total 5,08
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O valor de F calculado foi aproximadamente 16 vezes maior que o valor de F
tabelado, portanto o modelo pode ser considerado preditivo € é expresso pela Equacgao 7.
Esta equacao foi considerada no preparo das amostras utilizadas no estudo do Capitulo

4, visando a obtencdo do pH final desejado.
pH =3,19+0,06 CN —0,38 GDL +0,19 GDL* —0,09 IPS [GDL (7)

Nas Figuras 37, 38 e 39 sao apresentadas as superficies de resposta obtidas para

os diferentes biopolimeros em relagédo a razdo de GDL e os valores de pH obtidos.
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Figura 37. Superficie de resposta relacionando o pH final obtido com a concentragéo de isolado
protéico de soro (IPS) e a razado de GDL.
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Figura 38. Superficie de resposta relacionando o pH final obtido com a concentragdo de gelana
(GN) e arazao de GDL.
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Figura 39. Superficie de resposta relacionando o pH final obtido com a concentracéo de caseinato
de sodio (CN) e arazao de GDL.

Observando-se as Figuras 37, 38 e 39 nota-se que a razao de GDL exerceu forte
influéncia sobre o pH dos sistemas como observado nos pardmetros do modelo (Equacao
7), ja que ha um aumento da quantidade de moléculas dissociadas do éster e mais ions
H* ficam disponiveis no meio. Para razdes de GDL abaixo de 0,5, a concentracdo de

isolado protéico de soro apresentou efeito positivo para o aumento de pH (Figura 37). Isto
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era esperado, visto que em seu estado natural o isolado protéico de soro possui pH em
torno de 6,8 e estd negativamente carregado. Assim, quanto maior a sua concentragao,
mais ions H* sdo seqliestrados do meio para neutralizar suas moléculas, ocasionando
aumento do pH do meio. A gelana, assim como as proteinas do leite estudadas, também
possui carater anibnico, porém nao interferiu significativamente nos valores de pH das
amostras (Figura 38 e Tabela 14) provavelmente devido a baixa faixa de concentracao
estudada. O caseinato mostrou efeito quadratico muito pequeno sobre 0 aumento de pH

(Tabela 14) em relacdo a razéo de GDL, que é possivel se observar na Figura 39.

4. Conclusoes

A acidificagao indireta através da adigédo de GDL foi a melhor forma de se reduzir o
pH dos sistemas estudados, visto que a acidificagao direta é inviavel devido a gelificacao
instantanea dos sistemas. A 10C o equilibrio de pH foi atingido aproximadamente 24
horas apés a adicdo de GDL. Segundo o modelo obtido pelo planejamento experimental,
para se atingir o valor de pH 3,5 proposto inicialmente € necesséaria uma razdo de 0,72 de
GDL (%GDL/ %proteinas). Além disso, as concentra¢des de caseinato, isolado protéico
de soro e gelana nao interferiram significativamente no pH final dos sistemas. A Unica
variavel que influenciou significativamente o pH final das amostras foi a razédo de GDL e

esta influéncia nao foi linear.
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Principais aminoacidos protéicos
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Anexo 1

Tabela A1: Principais aminodacidos protéicos e suas caracteristicas, baseado em Cheftel (1996)

Sigla Aminoacido Caracteristica
Ala Alanina Apolar

Arg Arginina Polar basico
Asn Aspartina Polar nao ionizavel
Asp Acido aspartico Polar &acido
Cys Cisteina Polar nao ionizavel
Gin Glutamina Polar ndo ionizavel
Glu Acido glutamico Pélar acido
Gly Glicina Polar ndo ionizavel
His Histidina Polar basico

lle Isoleucina Apolar

Leu Leucina Apolar

Lys Lisina Polar basico
Met Metionina Apolar

Phe Fenilalanina Apolar

Pro Prolina Apolar

Ser Serina Polar n&o ionizavel
Thr Treonina Polar nao ionizavel
Trp Triptofano Apolar

Tyr Tirosina Polar ndo ionizavel
Val Valina Apolar
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