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RESUMO GERAL

Os concentrados de caseina de leite bovino utilizados neste trabalho foram
obtidos por diferentes processos: caseina coagulada enzimaticamente, coagulo de
caseina COC), caseina micelar obtida por microfiltragao/diafiltragao do leite fluido
(CM) e do leite em p6 reconstituido (CMR). Essas preparacées foram comparadas
quando as caracteristicas fisico-quimicas, nutricionais e funcionais com a caseina
comercial (CC). O coagulo de caseina também foi hidrolisado (enzima
Flavourzyme) e os graus de hidrolises (GH) obtidos foram: 5,7: 12,3; 20,1 e
35,8%. Todas os concentrados de caseina utilizados neste estudo apresentaram
perfil de aminoacidos essenciais que atenderam ao padrdo de referéncia da
FAO/WHO para criancas na faixa etaria de 2 a 5 anos e elevado valor nutritivo
para ratos em crescimento. A caseina micelar apresentou solubilidade entre 75-
95%, absorgéo, retencdo de agua e estabilidade da espuma superiores aos
demais concentrados. A caseina comercial mostrou-se superior quanto a
capacidade de formagédo de espuma e as propriedades emulsificantes. O coagulo
de caseina, devido a sua baixa solubilidade, de modo geral inferior a 20%, nao
apresentou resultados satisfatérios quanto as suas propriedades funcionais. Em
relagado aos hidrolisados da caseina coagulada (COC), observou-se que, quanto
maior o grau de hidrélise maior a solubilidade da proteina e menor a capacidade
de retenga@o de agua. A hidrélise enzimatica melhorou a capacidade de formacao
de espuma com os GH 5,7; 12,8 e 20,1% tendo atingido seu maximo com GH
12,8%. O aumento do GH causou diminuicdo na estabilidade da espuma. O
hidrolisado com GH 35,8% nao formou nem espuma nem emulsdo. A estabilidade
da emulsao foi melhorada com GH 5,7%, uma vez que os demais hidrolisados nao

apresentaram propriedades emulsificantes.
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GENERAL SUMMARY

The bovine milk casein concentrates utilized in this work were obtained by
different process: enzymatically coagulates casein (COC), casein micelles
obtained by microfiltration/diafiltration (CM), and casein micelles obtained from
reconstitutes powered milk (CMR). These preparations were compared to a
commercial casein (CC) as to physicochemical characteristics, nutritional and
functional properties, The coagulated casein was also hydrolyzed (flavourzyme) to
the following degrees of hydrolysis: 5.7, 12.3, 20.1 and 35.8%. All casein
concentrates utilized showed essential amino acid profile, which reached the
FAO/WHO standard for children 2 to 5 years of age and high nutritive value for the
growing rat. The casein micelles showed solubility water absorption and water
retention, and foam stability superior to the other concentrates. The commercial
casein showed superior foaming capacity casein, due to its low solubility (< 20%),
did not show satisfactory functional properties. Regarding the coagulates casein
hydrolysates, it was demonstrated that solubility was proportional to the degree of
hydrolysis. Enzymatic hydrolysis (GH 5.7, 12.8, 20.1%) improved foaming capacity
with its maximum at 12.8% DH. Foam stability decreased with increased DH. The
hydrolysate with 35.8% DH did dot form foam nor emulsion. Emulsion stability was
good for the hydrolysates with 5.7% DH. All other hydrolysates did not form
emulsions.
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INTRODUGAO GERAL

Varios estudos tém sido conduzidos com diferentes tipos de proteinas, no
sentido de melhorar ou ampliar seu uso como ingrediente funcional (Haque, 1993).
As proteinas do leite sdo usadas como valiosos ingredientes alimenticios, devido
ao seu elevado valor nutricional e funcional (Mulvihill, 1992; Jayaprakasha &
Brueckner, 1999).

Entre as diversas propriedades funcionais diretamente relacionadas ao uso
das proteinas lacteas como ingredientes, destaca-se a solubilidade, capacidade
de hidratacéo e retencdo de agua, propriedades emulsificantes e espumantes
(Furtado et al., 2001). O leite bovino possui 80% de_suas proteinas na forma de
caseina e apenas 20% como proteinas do soro (Sgarbieri, 1996).

A caseina € um dos mais importantes derivados do leite e é essencial na
producao de muitos alimentos formulados (Early, 1998) como bebidas, queijos
processados, produtos para confeitarias, industria de chocolates, produtos
fermentados, sobremesas, pastas, sopas, cereais matinais e produtos carneos
(Evans, 1982; Mulvihill, 1992; Southward, 1989, 1994).

Além do elevado valor nutritivo, as caseinas conferem aos produtos
formulados melhor aparéncia e melhores propriedades sensoriais, em virtude de
suas propriedades funcionais (Lawson, 1994).

Sabendo que os métodos de obtengéo / processamento da caseina alteram
a estrutura da proteina e pelo fato de se encontrar na literatura poucos estudos
com propriedades funcionais envolvendo a caseina micelar e a caseina obtida
pela coagulacdo enzimatica, surgiu o interesse em estudar as propriedades
funcionais tecnoldgicas de concentrados de caseina obtidos por diferentes
processos e avaliar as possiveis semelhancas ou diferencas comparando-as com

uma caseina comercial.
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Neste trabalho, os principais objetivos foram: a) produzir concentrados de
caseina através de diferentes processos, coagulacdo enzimética (coagulo de
caseina — COC) e por microfiltragdo/diafiltracdo do leite bovino fluido (caseina
micelar — CM) e do leite em p6 reconstituido (caseina micelar reconstituida-CMR);
b) caracterizagéo fisica e quimica das fragdes protéicas obtidas: c) determinagéo
de indices de avaliagdo nutricional, quociente de eficiéncia protéica (PERop),
quociente de eficiéncia liquida da protéica (NPR), escore quimico de aminoacidos
essenciais (EAE), digestibilidade verdadeira (DV) e EAE corrigido pela
digestibilidade verdadeira (PDCCAS), para os concentrados obtidos em planta
piloto comparativamente a uma caseina comercial (CC); d) estudar propriedades
funcionais como a solubilidade, capacidade de absorgéo e retencdo de agua,
Capacidade de emulsificagdo e capacidade espumante: e) verificar os efeitos da
hidrélise enzimatica controlada sobre as propriedades da caseina obtida por
coagulagdo enzimatica (COC).

O presente trabalho encontra-se dividido em cinco capitulos. O capitulo 1
aborda uma revisdo de literatura sobre a importancia da caseina, metodos de
processamento, propriedades funcionais de interesse tecnoldgico e hidrélise
enzimatica. O capitulo 2 trata da obtencdo dos concentrados de caseina por
diferentes processos, bem como a caracterizacdo quimica e nutricional destes
materiais. Nos capitulos 3 e 4 foram avaliadas as propriedades funcionais
hidrofilicas e as de superficie e finalmente no capitulo 5 estudou-se os efeitos da
hidrdlise enzimética sobre as propriedades funcionais da caseina obtida por
coagulag&o enzimatica (COC).
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. CASEINA

O leite € uma suspens&o coloidal que contém uma dispersdo de gloébulos de
gordura, micelas de caseina e proteinas do soro em solucao, lactose, minerais e
outros pequenos constituintes (Singh et al., 1997). A composicdo do leite é
bastante variavel, em espécies diferentes, particularmente no que diz respeito aos
teores de proteina, de gordura e lactose (Sgarbieri, 1996). Segundo Giese (1994),
o leite bovino € composto de 87,5% de agua, 3,5% de gordura; 4,5% de lactose;
1,0% de cinzas e 3,5% de proteinas.

O leite ndo é somente importante para a manufatura de produtos lacteos,
mas também devido & sua multipla funcionalidade e seu elevado valor nutricional
(Spreer, 1998). Nutricionalmente, as proteinas sdo uma fonte de energia e
aminoacidos, as quais sdo essenciais para o crescimento e manutencado (Giese,
1994) e, podem ser usadas em aplicagdes de formulacdes infantis, sucos de frutas
enriquecidos com proteinas, barras de cereais e outras bebidas para esportistas
com fins nutricionais (Lawson, 1994). Funcionalmente, as proteinas s&o

importantes porque possuem propriedades Unicas que conferem aos alimentos.

As proteinas do leite compreendem duas fragdes principais: caseinas, que se
apresentam principalmente no estado coloidal; e proteinas do soro, que estdo em
solucao (Scott et al.,, 1998). O leite tem um contetdo de proteina, expresso como
%N x 6,38, de 30-35 g proteina/litro. Ao redor de 78% destas proteinas s&o
caseinas, que s&o organizadas na forma de micelas contendo 92% proteinas e 8%
de sais inorganicos, principalmente fosfato de célcio (Rollema, 1992).
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O termo micelas tem sido usado para designar as particulas dispersas do
leite formado de uma mistura complexa de proteinas. A caseina micelar pode ser
utilizada na produgéo de peptidios biologicamente ativos, tais como -
casomorfinas, fosfopeptidios e peptidios envolvidos na imunomodulagéo
(Fitzgerald, 1998; Paquin, 1998; Smithers, 1991: Southward, 1994). A caseina
micelar contribui na melhoria do rendimento durante a producédo de queijos e
diminuicdo de perda de soro. Além de caseina, as micelas contém elevada
percentagem de fosfato de célcio coloidal (Spreer, 1998), associado através de
ligagbes ndo covalentes (Kruif, 1999).

Segundo o modelo de Walstra (1990), as micelas sdo formadas por
submicelas, aproximadamente esféricas, agregando varias moléculas de caseina,
com a seguinte relagdo: ass: asz: (B+y): k= 4:1:4:1 mantidas unidas por interagdes
hidrofobicas e pontes salinas. Além disso, citrato, célcio e principalmente o fosfato
coloidal de calcio sdo componentes que integram e coletivamente estabilizam a
micela (Sgarbieri, 1996; Moreno e al., 2000). A tabela 1.1 ilustra, segundo

Sgarbieri (1996), a composigéo protéica das fragbes caseina do leite bovino.

TABELA 1.1 - Principais caracteristicas fisico-quimicas das caseinas

Fragcao % Leite pH Peso Variantes
Protéica Desnatado  isoelétrico Molecular Genéticos
Caseina o
(ot Ctez; Cles, 45 - 55 4,1 23613 A B,C.D
Ols4 © Olss5)
Caseina B 23-35 45 24.000 A1, A2,A3, B, C, D
Caseina x 8-15 4.1 19.000 A B
Caseina y 3-7 58 21.000
” 20.500 A1, Az As, B,
Y2 11.800 Aj ou Ag, Az, B,
Y3 11.500 A1 ou Ap0uAg, B,

10
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Caseina as

As caseinas as1 € as2 sao classificadas como calcio-sensitivas, pois
apresentam baixa solubilidade em concentragdes de 0,4M de cloreto de calcio em
pH 7,0 e na temperatura de 4°C (Ginger & Grigor, 1999). As proteinas dessas
duas familias possuem estruturas secundarias pouco ordenadas, abertas e
flexiveis, com baixo conteudo de a-hélice e estruturas em conformacao-f (7%);
em razao dessas caracteristicas estruturais, sado pouco susceptiveis a
desnaturacao pelo calor (Lourengo, 2000).

Caseina as1

Formada por 199 residuos de aminoacidos, apresenta peso molecular de
23.600 daltons (Luquet et al., 1991) e € a maior fragéo de proteina do leite bovino.
Esta é uma proteina bastante fosforilada, a qual possui de 8-9 liga¢des de grupos
fosfato/mol (Ginger & Grigor, 1999). Contém um segmento hidrofilico (residuos 43-
70) com elevada densidade de cargas. Os segmentos 1-42 e 80-199 apresentam
carater hidrofébico. E bastante rica em prolina, o que dificulta a formagéo em a-
hélice (Sgarbieri, 1996).

Caseina as2

Formada por 207 residuos de aminoacidos e 10-13 grupos fosfato, o que da
lugar a existéncia de distintas formas moleculares, conhecidas como asz, as3, 0is4 €
ass. Seu peso molecular varia de 25.150 - 25.390 daltons, tem residuos de cisteina
e é muito sensivel ao calcio em qualquer temperatura, devido a grande quantidade

de grupos fosfato (Luquet et al., 1991).

Caseina

Esta fracdo de caseina encontra-se em quantidades importantes (25-35%),
tem 209 residuos de aminoacidos, auséncia de cisteina, porém com 5 grupos
fosfato e um peso molecular de 24.000 daltons. E sensivel aos ions calcio a
temperatura ambiente, porém insensivel a baixas temperaturas (4°C) (Luquet et
al., 1991). A sequéncia dos aminoacidos revela um segmento N-terminal (142)

com elevada densidade de carga e bastante hidrofilico. O restante do peptideo é

11
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fortemente hidrofébico contendo elevada concentragdo de prolina, o que impede a

formacao de estrutura secundaria em a-hélice (Sgarbieri, 1996).

Caseina «

A k-caseina € susceptivel a clivagem por quimosina (renina). A clivagem
ocorre em uma ligacado especifica Phe-Met na porgao C-terminal da k-caseina
bovina (figura 1.1). A x-caseina € a unica das fragdes de caseina soluvel na
presencga de ions calcio (Ginger & Grigor, 1999). Essas caseinas nao reagem com
o calcio mas, na presenca de ions calcio, reagem com as as1 € 3 para formar

micelas termodinamicamente estaveis (Sgarbieri, 1996; Fox & McSweeney, 1998).

1 18
n-Glu-Gin-Pro-lle-Arg-Cis-Glu-Cis- Asp-Glu-Arg-Fen-Fen-

Ser-Asp-LisTlo-Ala-Lis-Tir:e-Pro-Tie-Gin-Tir-Val-Leu-Set-Arg-Tir-Pro-Ser-Tir-
Gli-Leu-Asn-Tir-Tir-Gin-Gln-Lis-Pro-Val- Ala-Leu-Tle- Asn-Asn-GIn-Fen-Leu-Pro-Tir-
Pro-Tir-Tir-Ala-Lis-Pro-Ala-Ala-Val-Arg-Ser-Pro-Ala-Gln-lle-Leu-Gli-Trp-Gln-Val-

Leu-Ser-Asp-Tre-Val-Pro-Ala-Lis-Ser-Cis-GIn-Aln-Gln-Pro-Tre-Tre-Met-Aln-Arg-

115 1M
His-Pro-His-Pro-His-Leu-Ser-Fen Met-Ala-lle-Pro-Pro-Lis-Lis-Asn -Gln-Asp-Lis-

Tre-Glu-Mlle-Pra-Tre-lIle-A sn-Tre-lle-Ala-Ser-Gli-Glu-Pro-Tre-Ser-Tr e-Pro-Tre-

149
TNe=-Glu-Ala-Val-Glu-Ser-Tre-Val-Als-Tre-Leu-Clo-Alu-SerP-Pro-Clu-Val-Tle-
169
Glo-Ser-Pro-Pro-Glu-lle-Asn-Tre-Val-Gln-Val-Tre-Ser-Tre-Al a-Val OH

FIGURA 1.1 - Sequiéncia primaria da xk-para-caseina (residuos 1 a 105) e do
glicomacropeptideo (residuos 106-169) da k-caseina. A seta indica o sitio de agao

da quimosina. Adaptado por Kinsella, 1989 (Lourencgo, 2000).

A x-caseina, em virtude das caracteristicas estruturais e localizacao de
suas moléculas na superficie das micelas, atua como agente estabilizador dessas
particulas, porque previne a precipitagdo das caseinas calcio-sensiveis por agao
dos sais de calcio no leite (Lourenco, 2000).

12
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Caseina y

Esta fragao representa de 3-7% das caseinas e € o resultado da hidrolise
da B-caseina (Luquet et al., 1991); é encontrada no leite de boa qualidade em
baixas proporgoes (5%) (Early, 1998). As y-caseinas sao altamente hidrofobicas e
se comportam de maneira semelhante as B-caseinas em relacdo a dependéncia

da temperatura e pH, no fendémeno de associagao-dissociacao (Sgarbieri, 1996).

1.2. OBTENGAO DA CASEINA

A producdo de caseina e caseinato € ao redor de 250.000 ton/ano.
Enquanto algumas caseinas sao usadas em aplicagoes industriais, a maioria é
usada em alimentos (Fox & McSweeney, 1998). A caseina comercial produzida
através da precipitacdo acida ou com uso de coalho, € uma das principais
proteinas funcionais alimentares; apresenta propriedades que nao podem ser
substituidas por outras proteinas em certas aplicagdes, e vem sendo produzida ha
cerca de 70 anos (Fox, 1989).

Ha dois principais processos estabelecidos para a produgao da caseina em
escala industrial: precipitacdo no ponto isoelétrico e coagulagao pela renina
(Maubois & Olliver, 1997). A caseina coagulada difere da caseina acida, pois no
processo de coagulagdo a k-caseina é hidrolisada (Fox & McSweeney, 1998). A
caseina acida é produzida usualmente com HCI a pH 4,6; acidificagéo atraves de
culturas lacticas & também amplamente empregada, especialmente na Nova
Zelandia, o principal produtor de caseina. O coalho/soro € aquecido a 50°C,
separado por telas perfuradas ou centrifugas de decantag¢ao, lavado com agua,
seco (pressdo) e moido. Os caseinatos sdo usualmente secos em spray (Fox &
McSweeney, 1998).

A coagulagdo da caseina é realizada a partir do leite desnatado por
tratamento com enzimas proteoliticas, conhecidas como reninas (Fox &

McSweeney, 1998). A coagulacdo do leite pelo coalho enzimatico ou extrato
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enzimatico adicionado ao leite na fabricagdo de queijo (rennet é a designacado em
inglés) € um processo que consiste em dois estagios: o primeiro € o ataque de
enzimas proteoliticas (quimosina, pepsina ou proteases microbianas) do coalho as
moléculas de k-caseina que revestem a superficie das micelas de caseinas,
desestabilizando sua estrutura; o segundo €& a agregacdo e a coagulagcao das
micelas em virtude da desestabilizagdo (Lourengo, 2000). Na figura 1.2 esta

representado, de uma forma esquematica, o processo de coagulagao enzimatica

do leite.
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FIGURA 1.2 - Representacao esquematica da reacao de coagulagao do leite. a)
micelas com revestimento de k-caseina intacto; b) remogéao parcial da k-caseina
pela quimosina (Q); ¢) remocao final da k-caseina e inicio da rea¢ao de agregacao

micelar.

Os métodos tradicionais de fabricagdo de caseina promovem alteracdes
quimicas irreversiveis na estrutura da micela de caseina, através da acidificacao
ou modificagdo enzimatica, a fim de facilitar a separagdo das proteinas

coaguladas dos constituintes do soro (Smithers, 1991).

O leite desnatado pode ser separado em fragdes ricas de caseina e de

proteinas do soro, usando-se membranas ceramicas (Punidadas & Rizvi, 1998). A
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principal vantagem da filtragao por membrana € que se trata de um processo
termicamente suave e puramente mecanico. Isto significa que o processo nao tem
um impacto negativo nas propriedades funcionais e nutricionais do produto
(Osterland, 1998).

Segundo Spreer (1998), o processo de filtragdo por membranas pode ser
definido como o processo de separacao no qual &€ usada uma pressao sobre os
pequenos poros da membrana, separando as moléculas de agua e pequenas
moléculas, enquanto que macromoléculas coloidais sao retidas e concentradas. O
liquido contendo as macromoléculas € chamado de concentrado ou retentado,
enquanto que o liquido formado de pequenas moléculas é chamado de permeado.
Na figura 1.3, o processo de microfiltracdo esta representado de uma forma

esquematica.

®
| £ . | ..
> ® . 2 ®
= Pressdo = °
. @) ¥ ° @) -» Retentado

Membrana

> Permeado

Agua

@ Micelas = Constituintes do Soro

FIGURA 1.3 - Representacao Esquematica do Processo de Membranas (Marshall
& Harper, 1988).
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As vantagens deste processo sdo: a) a obtengdo de concentrados de
caseina, b) obtencao de concentrado protéico de soro e ¢) obtencao de proteinas

nativas, conservando a qualidade do produto (Punidada & Rizvi, 1998).

As aplicacdes da microfiltracdo na industria de lacticinios inclui a remocao
de bactérias e outras substancias particuladas e o fracionamento de proteinas do
leite (Rosenberg, 1995). A comercializagcdo de membranas de microfiltracado
permitiu 0 seu uso no fracionamento de proteinas. A microfiltracao do leite
desnatado em uma membrana de porosidade de 0,2 um permite a separacao de
dois liquidos: um microfiltrado desnatado, contendo grande parte das proteinas do
soro, e um retentado, rico em caseina micelar (Fauquant et al., 1988; Jost & Jelen,
1997).

1.3. PROPRIEDADES FUNCIONAIS

Muitas definicbes de propriedades funcionais das proteinas tém sido
propostas. Kinsella (1976 e 1982) definiu propriedades funcionais como “aquelas
propriedades fisicas e quimicas que afetam o comportamento das proteinas no
sistema de alimentos durante o processamento, estocagem e consumo”. Pour-El
(1981) definiu funcionalidade como “as propriedades dos alimentos, ou dos

ingredientes de alimentos, exceto a nutricional, que afetam seu uso”.

O termo propriedade funcional da proteina, em relagdo aos alimentos,
refere-se as propriedades fisico-quimicas das proteinas que afetam a
funcionalidade dos alimentos, como a textura, cor, flavor, absorcaol/ligacdo de
agua e estabilidade. Provavelmente, algumas das mais importantes propriedades
fisico—quimicas sdo a solubilidade, hidratagdo, atividade de superficie e

gelatinizacao (Fox & McSweeney, 1998).

As propriedades funcionais de interesse tecnolégico dependem das
propriedades fisicas e quimicas de seus componentes e que afetam o

processamento e o0 seu comporiamento em um sistema aiimentar, juigada peios
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atributos de qualidade do produto final, sendo muito importantes para o preparo de
determinados tipos de alimentos e para a sua aceitacdo pelo consumidor
(Sgarbieri, 1998). S&o essas propriedades que indicam a melhor utilizagdo dos
varios tipos de ingredientes. A tabela 1.2 ilustra a classificagéo das propriedades
funcionais mais estudadas e os fatores a serem considerados, descritos por
Sgarbieri (1996).

As propriedades funcionais das proteinas tém sido classificadas de acordo
com as suas propriedades fisico-quimicas, tais como hidrofilicas, interfasicas,
intermoleculres e organolépticas, as quais contribuem para o desenvolvimento das
caracteristicas dos produtos alimenticios (Morr & Ha, 1993).

Deve-se assinalar que algumas propriedades funcionais dependem de mais
de uma caracteristica: a geleificacéo, a viscosidade e a solubilidade dependem da
interacdo proteina-proteina, e da interacdo proteina-agua. A emulsificacdo
depende da solubilidade, hidrofobicidade, e do tamanho molecular (Damodaram,
1993).

As propriedades hidrodinamicas sao fundamentalmente afetadas pelo
tamanho, forma e flexibilidade das proteinas, enquanto que as propriedades de
superficie relacionam-se as caracteristicas hidrofébicas, hidrofilicas, eletrostaticas
e estéricas e, portanto da composicdo e distribuicdo de aminoécidos,
conformagéo e flexibilidade da cadeia (Morr & Ha, 1993).
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TABELA 1.2 - Classificacao das propriedades funcionais.

CLASSIFICAGAO FATORES A CONSIDERAR

PROPRIEDADES
FUNCIONAIS

Hidrofilicas Dependem da afinidade &agua-

proteina.

Dependem da capacidade das
Interfasicas moléculas de proteina se unirem e
formarem uma pelicula entre duas

fases imisciveis.

Dependem da habilidade da
Intermoleculares proteina de formar ligacdes
cruzadas entre suas proprias
moléculas ou com outros

componentes do alimento.

Propriedades que dependem de
Reologicas caracteristicas fisicas e quimicas

especificas das proteinas.

Séao propriedades que se

Organolépticas manifestam através dos 6rgaos dos
sentidos sendo, por isso, também
chamadas de propriedades
sensoriais.

-Solubilidade
-Capacidade de
hidratacao
-Capacidade de
retencao de agua

-Emulsificacao
-Formacgao de

espuma

-Formacéao de fibras
de proteinas
-Geleificacao
-Formacao da massa
visco-elastica

-Viscosidade

-Textura
-Cor
-Gosto
-Aroma
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1.3.1. Propriedades Hidrofilicas

Muitas propriedades funcionais das proteinas séo afetadas pela interacdo
do solvente com a agua (Sgarbieri,1998). Interagbes proteina-agua sao
importantes na aplicagédo de proteina em sistemas alimenticios, porque afeta
diretamente as caracteristicas de solubilidade, considerada essencial nas
propriedades fisico-quimicas como a dispersibilidade e viscosidade e que acabam
por governar outras propriedades, tais como propriedades de superficie e
geleificagéo (Damodaram,1996; Kinsella et al., 1994).

A solubilidade das proteinas € afetada pelo pH, forgca idnica, temperatura,
polaridade do solvente, condicdes de processamento, método de isolamento,
interacbes com outros componentes do alimento e tratamentos mecanicos
(Vojdani, 1996). Estes agentes afetam a solubilidade das proteinas principalmente
causando alteragdes nas interacdes hidrofilicas e hidrofébicas da superficie da
proteina (Damodaram, 1996).

As variacdes de pH modificam a carga liquida da proteina, alterando as
forcas atrativas e repulsivas entre as proteinas e a sua capacidade de interagir
com a agua (Borderias & Monteiro, 1988). O pH afeta a densidade de cargas e o
balanco eletrostatico intra e intermolecular, modificando a habilidade da proteina
em participar das interagdes hidro e lipofilicas. O aumento da densidade de cargas
da proteina em pHs afastados da regido do ponto isoelétrico favorece as
interacbes proteina-agua, resultando num aumento das propriedades de
hidratacéo (Elizalde et al.,1996).

A presenca de sais altera a solubilidade das proteinas devido a
competitividade entre as moléculas de agua e de sais pelos grupos laterais dos
aminoacidos. Em baixas concentracées de sais a solubilidade pode aumentar
(salting-in), devido as interagdes dos ions com as cargas da proteina, reduzindo a
atracdo eletrostatica entre as cargas opostas de grupos vizinhos. Em altas
concentragdes salinas pode ocorrer precipitacao das proteinas (salting-out) devido
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a predominancia das interagdes agua-sal, em detrimento das interagbes agua-
proteina (Cheftel et al., 1989).

As propriedades de absorcdo e retencdo de agua sdo propriedades
hidrofilicas importantes pois, assim como a solubilidade, dependem das interagcdes
da proteina com o solvente aquoso e desempenham um papel fundamental,
principalmente relacionado com a textura de diversos alimentos (Cheftel et al.,
1989; Sgarbieri, 1998).

Para que exista a propriedade de absorgdo ou retencdo de agua deve
haver a atragcdo hidrofilica que pode ser medida como o grau de hidratagéo (mL
agua/g de proteina) e como a habilidade do produto em captar &agua
espontaneamente. Relaciona-se também com a quantidade de agua que
permanece na proteina ou no alimento protéico, apés exposicdo a um excesso de
agua e aplicagdo de uma forca centrifuga ou presséo (capacidade de retencéo de
agua) (Sgarbieri, 19986).

1.3.2. Propriedades de Superficie

As propriedades de superficie sdo importantes nas aplicacbes em
alimentos, as quais requerem a emulsificagdo do 6leo em uma fase aquosa ou a
formacao de espumas (Leman & Kinsella, 1989). As propriedades de superficie
dependem da capacidade das moléculas da proteina de formarem uma pelicula
entre duas fases imisciveis. As proteinas sdo as macromoléculas mais utilizadas
como agentes espumantes e estabilizantes (Hill, 1998). Devido as suas
caracteristicas de afinidade (polaridade - apolaridade) s&o capazes de
concentrarem-se nas interfaces, baixar a tensao interfacial entre dleo-agua e

agua-ar, formando emulsées ou espumas, respectivamente (Lourenco, 2000).

Emulsbes e espumas sdo sistemas constituidos de duas fases, sendo uma
fase dispersa e uma fase continua. A espuma pode ser definida como o sistema
coloidal no qual o ar € disperso na fase continua (Damodaram, 1996). Enquanto
que a emulsao é definida como uma dispers&o coloidal de dois liquidos imisciveis
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(Mangino, 1989), onde um liquido é disperso em outro liquido. Existem
basicamente dois tipos de emuls&o: a) quando o dleo é disperso na fase aquosa
tem se a emulsao tipo dleo em agua (O/A), b) e quando a agua é dispersa na fase
continua dleo, tem-se emulséo do tipo agua em dleo (A/O) (Damodaram, 1997).

A capacidade de formar espuma estdvel em presenca de ar & uma
propriedade funcional importante das proteinas em muitos produtos alimenticios
do tipo bolos de anjo, suspiros, suflés, varios tipos de coberturas de bolos e
sobremesas, além de bebidas como as cervejas (Sgarbieri, 1998). A capacidade
de uma proteina formar espuma refere-se & expanséo de volume da disperséo
protéica, com a incorporac&o de ar por batimento, agitacéo ou aeracdo formando
um filme na interface ar/agua (Damodaram, 1996; Sgarbieri, 1996),). Em relagdo a
capacidade espumante, trés atributos devem ser considerados: poder espumante,
a estabilidade da espuma e a consisténcia ou densidade da espuma (Giese,
1994).

A capacidade de formacdo de espuma é uma propriedade funcional de
interfase que depende da natureza da proteina, concentracdo e solubilidade
protéica, dependendo do estado de desnaturacdo da proteina, pH, presenca de
sais e hidratos de carbono (Sgarbieri, 1996) e fatores intrinsecos & proteina que
s&o a hidrofobicidade total e superficial, as cargas, a flexibilidade e a conformacao
molecular e a susceptibilidade ao trabalho mecéanico durante a formacdo da
espuma (Wagner, 2000).

A estabilidade da espuma esta relacionada com a flexibilidade molecular
da proteina. Proteinas que exibem 6timas interagdes intermoleculares na interfase
da espuma formam uma rede continua, coesiva e frequentemente formam
espumas muito estaveis (Damodaram, 1996). Os mecanismos de desestabilizacio
de espuma tém sido descritos como drenagem, quebra ou escoamento do liquido
da lamela com o decorrer do tempo ap6s formagao da espuma, devido a agéo da

gravidade, diferencas de press&o e mesmo evaporacéo (Kinsella, 1976).
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As emulsées alimentares mais comumente encontradas s&o o leite, a gema
de ovo, o leite de coco e de soja, cremes, manteigas, margarinas, maioneses,
molhos para saladas, salsichas, sorvetes, bolos, chocolates, todos os tipos de
cobertura, dentre outras (Sgarbieri, 1998). Muitos alimentos emulsionados contém
proteinas do leite, especialmente caseina, que desempenham papel de
estabilizante e emulsificante (Dickinson, 1989; 1999).

As propriedades emulsionantes podem ser classificadas em principio em
dois grupos: processo de formacédo de emulséo (poder emulsionante) e o processo
de desestabilizacdo da emulséo (poder estabilizante) (Wagner, 2000). A tensao
interfacial entre a agua e o oleo € muito elevada, por isso, as emulsées sdo
termodinamicamente instaveis e a separagdo das fases ocorre com o tempo. No
entanto, a estabilidade das emulsbes pode ser melhorada adicionando-se
moléculas de superficie anfipatica, como as proteinas que atuam como agentes
surfactantes (Damodaram, 1996).

Existem muitos fatores que influenciam as caracteristicas da emulsdo, dos
quais podemos citar a concentragdo, solubilidade e tipo de proteina; pH, forca
idnica, tipos de ions, presenga de hidrocoldides e aglcares (fase dispersante); tipo
de Oleo, presenca de fosfolipidios, acidos graxos livres, mono e digliceridios,
presenca de outros surfactantes lipossolUveis (fase dispersa); e a incorporacédo de
ar e a viscosidade (em ambas as fases). Os principais fatores vinculados ao
método de emulsificagdo sd@o o tipo, geometria do homogeneizador (efeitos

mecanicos) e o tempo de homogeneizagao (Wagner, 2000).

As propriedades fisico-quimicas e funcionais do caseinato de sédio e da
caseina tém sido estudadas por inumeros autores, citados por Jahaniaval et al.,
(2000). Estas propriedades dependem da flexibilidade molecular (Swaisgood,
1993) e de fatores extrinsecos como pH e temperatura (Morr & Ha, 1993), forga

idnica e a modificacao dos grupos funcionais.

O desejo de melhorar a qualidade industrial de produtos alimenticios

processados tem provocado um grande interesse nas propriedades funcionais dos
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ingredientes protéicos (Nielsen, 1997). A modificacdo da estrutura de proteinas
pela hidrélise enzimatica tem sido empregada no intuito de melhorar as
propriedades funcionais, devido a sua especificidade, seguranga e capacidade de

modificar uma grande variedade de grupos funcionais (Murad et al.,1993).

1.4. HIDROLISE ENZIMATICA

Os hidrolisados podem ser aplicados para elaboragédo de produtos
nutricionalmente modificados especialmente para nutricdo enteral e parenteral
para criangas € para determinadas patologias; suplementacdo e obtencao de
novos produtos alimenticios; componentes de sabor;, redugdo do potencial
alergénico de alimentos; para fins ndo alimenticios como a industria de cosméticos

e implementacao de propriedades funcionais (Candido,1997).

Varios estudos tém sido conduzidos com diferentes tipos de proteinas, no
sentido de melhorar ou ampliar seu uso como ingrediente funcional (Haque, 1993).
Entre as diversas propriedades funcionais diretamente relacionadas ao uso das
proteinas lacteas como ingredientes, destaca-se a solubilidade, capacidade de
hidratacdo e retencdo de agua, propriedades emulsificantes e espumantes
(Furtado et al., 2001).

A hidrolise pode alterar as propriedades funcionais e o valor nutricional das
proteinas (Howell, 1996). O valor nutricional dos produtos hidrolisados depende
principalmente de trés fatores: a origem da proteina, o tipo de hidrélise (enzimatica
ou quimica) e o tamanho da cadeia peptidica (Cheftel et al., 1989). As proteinas
hidrolisadas possuem propriedades funcionais que as tornam atrativas como fonte
de proteinas para a nutricdo humana, tanto para uso medicinal quanto para

produtos comuns de uso geral.

Modificagbes quimicas e enzimaticas tém sido usadas para melhorar as
propriedades funcionais das proteinas. A modificagdo enzimatica geralmente

envolve o0 uso de enzimas proteoliticas para a hidrélise especifica das ligacdes
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peptidicas (Qi et al, 1997). Este método apresenta maiores beneficios e
vantagens sobre a quimica porque inclui a especificidade da enzima em relacao
ao substrato, havendo pouca probabilidade de ocorrer reagdes indesejaveis, que
resultem na formagao de produtos toxicos, além de se processar sob condi¢cbes
mais amenas (Phillips & Beuchat, 1981).

Na reacdo enzimatica, uma série de variaveis devem ser controladas para a
obtencdo de resultados confiaveis, mostrados na tabela 1.3. A inativacéo
enzimatica ao final do processo e 0 método de determinacéo do grau de hidrodlise
(Lahl & Braun, 1994) sao fatores que também devem ser considerados.

Os parametros mais importantes da reagao da hidrolise sdo: concentragao
de substrato (proteina), relacdo enzima/substrato, pH e temperatura. O critério
quantitativo da reagao de protedlise € o grau de hidrélise (Nielsen & Olsen, 2002),
definido como a porcentagem de ligagdes peptidicas clivadas (Pomeranz, 1991).
Ele € essencial porque as propriedades das proteinas estdo diretamente
relacionadas com o GH (Nielsen, 1997).

As proteinas tanto podem aumentar como diminuir a funcionalidade,
dependendo do grau de hidrélise aplicado, sendo geralmente aceito que uma
hidrélise branda é benéfica, ao passo que uma hidrélise extensiva é considerada
prejudicial (Haque, 1993). O grau 6timo de hidrélise depende do produto requerido
(Howell, 1996) e da propriedade funcional de interesse.

As enzimas proteoliticas sdo classificadas pelo seu mecanismo de hidrdlise
em endopeptidases e exoproteases. Endopeptidases hidrolisam as ligacdes
peptidicas das moléculas de proteina e produzem peptidios de varios pesos
moleculares. Exopeptidases sistematicamente removem aminoacidos N-terminais
ou C-terminais pela hidrélise das ligagbes peptidicas (Clemente, 2000). Muitas
proteases comerciais sao uma mistura de diferentes tipos. Por exemplo a
pancreatina, papaina e outras proteases de B. amyloliquefaciens, A. oryzae,
Streptomyces e P. dupointi, principalmente utilizadas em alimentos (Nielsen &
Olsen, 2002).
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TABELA 1.3 - Fatores que afetam a hidrélise enzimatica das proteinas.

Fatores Comentarios

Especificidade da enzima Nao somente proteases hidrolisam
completamente a proteina. Misturas de

proteases séo utilizadas.

Extensiva desnaturacdo de proteinas As proteinas desnaturadas sdo mais

susceptiveis a hidrélise.

Concentragao enzima/substrato Séao fatores que devem ser controlados.

pH O pH étimo varia com a enzima utilizada.

Temperatura Preferencialmente temperaturas >45°C.

Forca ibnica Parametros criticos que n&o devem ser
ignorados.

Substancias inibidoras Devem estar ausentes.

Fonte: Kilara (1985)

Segundo Nielsen (1997) a hidrolise das ligagdes peptidicas causa muitas
mudangas nas proteinas, e estas mudangas afetam drasticamente as
propriedades funcionais: a) O contetido de grupos NH;" e COO™ aumenta, os quais
aumenta a solubilidade; b) O peso molecular da proteina/polipeptidios diminui e c)
a estrutura globular da proteina € destruida e os grupos hidrofobicos tornam-se

expostos.

Quando a estrutura da proteina € modificada por protedlise, varios efeitos
s&o considerados positivos ou negativos, dependendo se este efeito € desejavel
ou nao. Efeitos desejaveis de importancia incluem aumento de solubilidade,
reducdo da tensao de superficie, aumento da capacidade de emulsificagéo e
espuma. Efeitos indesejaveis produzidos seriam o aumento do amargor e
desenvolvimento de flavor (Nielsen & Olsen, 2002).
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A solubilidade & um pré-requisito importante por influenciar a maioria das
propriedades funcionais das proteinas (Nielsen, 1997). Segundo Panyam & Kilara
(1996), uma das principais consequéncias da hidrélise enzimatica € o aumento da
solubilidade, e normalmente este aumento esta associado ao aumento do grau de
hidrolise, e é atribuido & formagdo de unidades polipeptidicas menores, mais
hidrofilicas e solvatadas (Furtado et al., 2001).

A hidrolise enziméatica pode modificar as propriedades de formacédo de
espuma das caseinas. Segundo Flanagan & Fitzgerald (2002) o caseinato de
sodio n&o hidrolisado apresentou baixas propriedades de formacdo de espuma,
enquanto que os seus hidrolisados com Protamex (0,5 e 1,0% GH) aumentaram a
expansao de espuma quando comparada ao caseinato n&o hidrolisado (Slattery &
Fitzgerald, 1998).

Na literatura encontram-se dados que mostram que a protedlise ocasiona
um aumento do numero de peptidios na interface oleo-agua, que reflete um
aumento da capacidade emulsificante. No entanto estes peptidios sdo pequenos e
de baixo peso molecular, revestindo com menos resisténcia a camada do glébulo

de gordura, o que reflete na diminuicéo da estabilidade da emulso (Kilara, 1985).

Morato et al. (2000) estudaram a utilizag&o de hidrolisados de caseina para
obtengdo de alto contelido de pequenos peptidios, utilizando-se subtilisina e
tripsina e observaram que diversos fatores influenciam o tamanho da cadeia
polipeptidica: a enzima utilizada isolada ou combinada, a relagdo
enzima/substrato, o efeito da temperatura, o efeito do pH, tempo de reacdo e o
grau de hidrélise. O grau de hidrélise e o contelido de aminoacidos livres de
caseina hidrolisada & significativamente afetada pela especificidade de
endopeptidases (Ge et al., 1996).

A caseina e seus hidrolisados enzimaticos possuem varias propriedades
funcionais desejaveis, e por isso, a sua utilizagdo em maior escala na industria de
alimentos apresenta grande interesse (Touati et al., 1992). Segundo Kitts & Yuan
(1992; citados por Frokjaer, 1994), fosfopeptidios de caseina obtidos da caseina

hidrolisada tém um potencial para aumentar a absorgéo gastrointestinal de calcio.
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CAPITULO 2

OBTENGAO, CARACTERIZAGAO QUIMICA E NUTRICIONAL DE
DIFERENTES CONCENTRADOS DE CASEINA

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar quatro concentrados de caseina obtidos
por diferentes processos: caseina comercial (CC), caseina obtida pela coagulacdo
enzimatica do leite bovino fluido (COC), caseina micelar obtida respectivamente
pelos processos de microfiltrag&o/diafiltragéo do leite bovino fluido (CM) e caseina
micelar obtida do leite em p6 reconstituido (CMR). Estudou-se estes concentrados
de caseina quanto a composicdo quimica, perfil de aminoacidos, perfil
eletroforético e perfil nutricional (avaliagdo com ratos). Observou-se que a caseina
comercial possui concentracédo de proteina superior & caseina micelar e ao
coagulo. O perfil de aminoacidos dos diferentes concentrados de caseina esta de
acordo com o padrao FAO/WHO que atende as necessidades de aminoacidos
essenciais na faixa etaria de 2 a 5 anos. Os animais submetidos as diferentes
fontes de proteina n&o apresentaram diferengas significativas quanto ao ganho de
peso e ingestdo de dieta. A caseina comercial foi a que apresentou a maior
digestibilidade. O coagulo de caseina apresentou valores inferiores as demais
amostras quando avaliados pelos indices NPR (quociente de eficiéncia liquida da
proteina) e PERop (quociente de eficiéncia protéica). A eletroforese foi realizada
por duas diferentes metodologias, sendo que a em SDS-PAGE atendeu melhor os
nossos objetivos que era mostrar possiveis diferencas entre as amostras que
deveriam ser atribuidas aos processos de obtengdo. A eletroforese em SDS-
PAGE pode ser utilizada para verificar diferencas de processamento entre os
concentrados de caseina, apresentando informagcbes que ndo foram observados
na eletroforese em UREIA-PAGE.
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2.1. INTRODUGAO

O leite constitui uma das principais fontes de proteinas na alimentagéo de
animais jovens e de humanos de todas as idades. Pode ser considerado o
alimento mais completo da natureza e o Unico que satisfaz as necessidades dos

recém-nascidos, nos primeiros meses de vida (Sgarbieri, 1996).

As proteinas do leite compreendem duas fracbes principais, caseinas e
proteinas do soro. O leite bovino possui 80% de suas proteinas na forma de
caseina (Swaisgood, 1992), as quais consistem de quatro componentes principais
as1, Os2, B e x, aproximadamente nas proporgdes: 4:1:4:1, as quais sao

precipitadas em pH 4,6 (Srinivasan et al., 2002).

As caseinas podem ser separadas das proteinas do soro principalmente por
dois processos, precipitagédo no pH isoelétrico (PH 4,6; 20°C) e coagulagéo pela
acdo da enzima quimosina - pepsina, no processo industrial de fabricacdo de
queijos (Wrong et al., 1996). Dois tipos basicos de caseina sdo produzidos, a
acida e a de coalho e possuem essa denominagdo em funcdo do agente
coagulante envolvido (Southward, 1986).

A caseina comercial produzida através da precipitacdo acida ou com uso de
coalho, € uma das principais proteinas funcionais alimentares, apresenta
propriedades que ndo podem ser substituidas por outras proteinas em certas
aplicagGes, e vem sendo produzida a cerca de 70 anos (Fox, 1989). Caseinas e
caseinatos sdo comumente utilizados na formulagdo de produtos carneos
(Kinsella, 1984), produtos lacteos, produtos de panificacdo (Giese, 1994),
chocolates e confeitos, coberturas comestiveis, bebidas lacteas e achocolatados,
salgadinhos e “snacks” (Southward, 1989), filmes comestiveis e
impermeabilizantes (Torres, 1994).

A tecnologia de membrana é uma ferramenta bastante (il para o
fracionamento das proteinas do leite. Seu uso pela industria de laticinios ja tem

levado a criacdo de novos produtos com alto valor agregado (Maubois & Plliver,
38
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1992). Tem sido possivel separar a fase micelar do leite, simplesmente por
processo fisico através da utilizagdo de membranas comerciais de microfiltracéo

com porosidade de 0,1-0,2 um (Jost et al., 1999).

A caseina micelar pode ser utilizada na produgcdo de peptidios
biologicamente ativos, tais como B-casomorfinas, fosfopeptidios e peptidios
envolvidos na imunomodulagéo (Fitzgerald, 1998; Paquin 1998; Smithers, 1991,
Southward, 1994). A caseina micelar contribui na melhoria do rendimento durante

a producéo de queijos e diminuicdo de perda de soro.
O objetivo deste capitulo foi obter quatro concentrados de caseina por

diferentes processos e os avaliar quanto a composi¢do quimica, perfil de

aminoacidos, perfil eletroforético e perfil nutricional (avaliagédo com ratos).
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Matéria-Prima

Foi utilizado leite em pé desnatado, elaborado pela Sancor Coop. Unidas
Ltda, gentilmente fornecido pela Kerry do Brasil Ltda e leite bovino fluido obtido da
Cooperativa dos Produtores de Leite da Regiso de Campinas, Jaguariuna, SP.
Utilizou-se coagulo de caseina desidratado obtido através da coagulacao
enzimatica do leite bovino (COC), micelas de caseina desidratadas obtidas do leite
em pd reconstituido (CMR), micelas de caseina obtidas do leite bovino fluido
(MC), e caseina comercial (CC) (M. Cassab Ltda).

2.2.2. Métodos

2.2.2.1. Produgéo de caseina pela coagulagio enzimatica (COC)

Todo o processo de obtengdo do coagulo de caseina foi efetuado na planta
piloto de leite — Tecnolat (ITAL - Instituto de Tecnologia de Alimentos, Campinas —
SP). O leite bovino, tipo B, foi recebido desnatado e pasteurizado (72°C, 20”) e
transferido para dois tanques de camisa dupla (ou encamisado) de ago inox, com
Capacidade para 500 litros, da marca TQ-BIASINOX, onde foi homogeneizado e
aquecido entre 30-35°C (figura 2.1a).

Adicionou-se o coalho, contendo renina e pepsina (30mL/100L), e solucéo
de cloreto de célcio a 50% (25mL/100L de leite) deixando-se em repouso por
aproximadamente 40-60 minutos para coagulagdo. A medida que as micelas de
caseina se desintegravam formava-se o coagulo, ou seja, um gel mole, tri-

dimensional de caseina, que ocupava o mesmo volume original do leite.
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Em seguida o coagulo foi cortado em pequenos cubos por meio de uma lira
(horizontal e vertical com 1cm de espassamento entre os fios) e depois a massa
foi agitada por meio de uma pa, de modo a facilitar a dessoragem, pois este
processo provocava a contragdo do gel e conseqiilentemente expulséao da agua e
constituintes sollveis do leite do interior dos cubos. Depois de aproximadamente
20 minutos o coagulo encontrava-se devidamente dividido em graos finos (figura
2.1b).0 liquido expelido dos cubos, o soro, contém os constituintes sollveis do

leite.

a b

FIGURA 2.1 - Etapas iniciais dos processos de obten¢éo do coagulo de caseina
(COC). a) homogeneizagéo e aquecimento do leite a 30-35°C e b) “granulos” de

caseina apods o corte da massa com liras (horizontais e verticais).

A figura 2.2 ilustra o fluxograma das operagdes para obteng@o do coagulo
de caseina desidratado. O coagulo obtido apds separagdo do soro por filtragao foi
lavado com agua, triturado em presenca de solugdo alcalina para se obter
suspensao homogénea a pH entre 7,0-7,5. Essa suspensé&o (= 15% de sdlidos) foi
pré-aquecida a 60-70°C, para a secagem em “spray dryer” (figura 2.3a), com
temperatura de 210°C na entrada e cerca de 80°C na saida do spray, com vazao
de 40 litros por hora. O material liquido, soro, foi drenado, ultrafiltrado
(concentrado) e diafiltrado, para obtengdo de concentrado protéico de soro e

permeado.
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LEITE DESNATADO
(pasteurizado 72°C, 20")

Coagulagéo (38°C)

Coalho (30mL/100L)
CaCl; (25mL/100L)

COAGULO SORO DOCE

lavagem com agua ultrafiltracao

diafiltracao

TRITURACAO
(solucao alcalina)

PERMEADO

SUSPENSAO
HOMOGENEIZACAO
(pH 7,0-7,5)

CONCEN:FRADO
PROTEICO
“spray dryer” DE SORO DOCE

CONCENTRADO
COAGULO
DE CASEINA

FIGURA 2.2 - Obtencao do coagulo de caseina desidratado (COC) através do

processo de coagulagdo enzimatica do leite bovino.
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2.2.2.2. Produgédo de micelas de caseina a partir do leite em p6 (CMR).

O leite foi reconstituido na proporgcao de 1Kg de leite em p6 para cada 10kg
de agua deionizada, até 80 Kg de leite. Um homogeneizador foi utilizado, a baixa
rotacao, para dissolver o p6. A microfiltracédo foi realizada numa membrana
cerdmica, sendo o suporte e a membrana constituidos de alumina (AlO3), com
didmetro médio de poro de 0,1 um, 19 canais, area de permeacgao de 0,241m* e
1,02 m de comprimento, marca Membralox®, da SCT (Societé des Ceramiques

Techniques).

O leite foi concentrado a um fator de concentragdo quatro (FC=4) e em
seguida diafiltrado (CD=4), em quatro ciclos de diafiltragdo. O equipamento foi
operado em batelada (100L), pela recirculagdo de retentado ao tanque de
alimentacdo, até que o fator de concentragéo (FC=4) fosse atingido. A diafiltragao
foi realizada com agua deionizada, a 50°C, em modo semi-continuo, sendo
adicionado 1kg de agua para cada kg de permeado coletado. O produto obtido foi
liofilizado (figura 2.3b).

FIGURA 2.3 — Equipamentos utilizados para promover a secagem a) spray-dryer e
b) liofilizador, respectivamente para obtengédo do coagulo de caseina e micelas de

caseina.
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A figura 2.4 mostra o fluxograma do processamento de obtencdo da

caseina micelar a partir do leite em po6 reconstituido:

LEITE EM PO DESNATADO

agua

LEITE EM PO
RECONSTITUIDO
(1Kg /10L agua)

MEMBRANA
CERAMICA (0,1um)

microfiltragcao

diafiltracao
: SOR% MICELAS DE CASEINA
permeado) (retentado)
liofilizagcéo
MICELA DE
CASEINA

(leite reconstituido)

FIGURA 2.4 - Obtencdo das micelas de caseina a partir do leite em po

reconstituido (CMR) por microfiltracdo, seguido de diafiltragao e liofilizacao.

O concentrado de micelas de caseina obtidas do leite reconstituido foram
gentilmente doadas pelo Prof. Dr. Luiz Antonio Viotto do Departamento de
Engenharia de Alimentos da UNICAMP e usado para comparagdo com o produto

que foi obtido a partir do leite fluido “in natura”.
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2.2.2.3. Produgao de micelas de caseina a partir do leite “in natura” (CM).

Para a obtencéo das micelas de caseina, foi utilizado leite bovino, tipo B,
desnatado e pasteurizado (72°C, 20°). As fracbes contendo as micelas foram
obtidas pelos processos de microfiltracdo e diafiltracdo, respectivamente em
membrana polimérica (1,0 um) (WGM-Kock Membrane Systems) e membrana
ceramica (0,1 um) (Membralox® - Societé des Ceramiques Techniques). Apds a
obtencdo, o material foi liofilizado. O processo de obtenc&o das micelas de
caseina esta descrito na figura 2.5.

O leite foi concentrado a um fator de concentragdo quatro e em seguida,
diafiltrado em quatro ciclos. O equipamento, da mesma forma que para a obtengao
da CMR foi operado em batelada (2x 100L). As condigdes experimentais foram;
temperatura fixa de 50°C, velocidade tangencial 6,1 m/s determinadas mediante
otimizacao deste processo, descrito por Ferreira (2001).

A figura 2.6 mostra as membranas poliméricas espirais utilizadas no

sistema de microfiltracdo do leite (figura 2.7) antes do fracionamento em
membrana ceramica.

As curvas de permeacgao foram construidas através do monitoramento de
peso do permeado, em intervalos de tempo pré-determinados, atraves de balanca

analitica, usando a equag&o:

m (massa - Kg)

Fluxo Permeado (kg/h.m?) =
AT(tempo - horas). A(4rea membrana - 0,241m?)
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LEITE DESNATADO
(pasteurizado 72°C, 20”)

MEMBRANA

POLIMERICA (1um)

Microfiltragao

LEITE
MICROFILTRADO

MEMBRANA
CERAMICA (0,1um)

Microfiltracao
Diafiltracao

RESIDUO

MICELAS DE CASEINA
(retentado)

liofilizacao

CONCENTRADO
MICELAS DE
CASEINA

SORO

(permeado)

FIGURA 2.5 - Obtencédo das micelas de caseina por microfiltragdo seguido de
diafiltrac&o a partir do leite bovino fluido.
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FIGURA 2.6 — Membranas poliméricas utilizadas para promover a separacao das

micelas de caseina das proteinas do soro no leite bovino.
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FIGURA 2.7 - Equipamento utilizado para promover a etapa de microfiltracdo na

obtencédo das micelas de caseina.
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2.2.2.4. Caracterizacao Quimica

Composicao centesimal

- Umidade e solidos totais: foram determinadas de acordo com os
procedimentos descritos no AOAC (1990). Fundamenta-se na evaporacao da

agua presente no alimento e pesagem do residuo sélido.

- Residuo mineral (cinzas): foi determinada de acordo com os procedimentos
descritos no AOAC (1990). Baseia-se na determinacao do residuo inorganico que

fica depois de calcinar a matéria organica de uma amostra.

- Lipidios Totais: foram determinados pelo método descrito por Bligh & Dyer
(1959), empregando-se os solventes cloroférmio, metanol e agua (10, 20, e 8 mL,
respectivamente) para extracao dos lipidios.

- Nitrogénio Total: determinado pelo método microKjeldahl, segundo método
descrito na AOAC (1990). A proteina bruta foi obtida multiplicando-se o nitrogénio
total pelo fator 6,38.

- Carboidratos: determinados por diferenca, subtraido de 100% a soma dos

valores obtidos para as determinag¢des anteriores.

Determinagao de calcio

Determinado de acordo com os procedimentos descritos na AOAC (1995).

Determinag¢ao de aminoacidos

Para identificacdo e quantificagdo dos aminoacidos, as amostras foram
hidrolisadas com HCI 6N em tubos de hidrélise, seladas a vacuo e mantidas a
110°C por 22 horas. Apés a incubacgao, o acido cloridrico foi entdo evaporado e

fez-se a recuperagdo da amostra em tampao citrato pH 2,2.
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Uma aliquota de 25uL foi injetada no analisador (Dionex Dx-300), para
separagdo dos aminoacidos em coluna de troca catidnica e reagao colorimétrica
pos-coluna com ninidrina (Spackman et al.,1958). Solugéo padrédo de aminoacidos
Pierce foi utilizada como referéncia.

O aminoacido triptofano, que € destruido durante a hidrélise acida, foi
quantificado segundo o método de Spices (1967), onde fez-se a hidrdlise
enzimatica com a pronase a 40 °C por 24h, seguida de reagao calorimétrica com
dimetilamino benzaldeido (DAB) e nitrito de sédio, na auséncia de luz e posterior
leitura em espectofotrometro a 590 nm e a concentracéo de triptofano foi

determinada a partir de uma curva padrao.

Escore Quimico

O escore quimico de aminoacidos essenciais (EAE) foi determinado
relacionando a concentragdo de cada um dos aminoacidos essenciais das fragbes
protéicas em estudo com os aminoacidos do padréao de referéncia da FAO/WHO
(1990), de acordo com a metodologia de Henley & Kuster (1994), pela seguinte
expressao:

mg de aminoacidos / g proteina teste

EAE=
mg de amino&cidos / g proteina padrao ou referéncia

Segundo Sgarbieri (1996), este quociente indicara: a) ordem dos
amino&cidos limitantes na proteina em estudo, em relagao a referéncia ou proteina
padréo; b) o valor encontrado para o aminoacido mais limitante € uma estimativa
do valor biolégico da proteina em estudo em relagdo a referéncia ou proteina
padrao.
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2.2.2.5. Avaliacao Nutricional em ratos

A caracterizag&o nutricional foi determinada comparativamente & caseina
comercial (CC), variando somente a fonte de proteina. Foram utilizadas como

fontes protéicas, o coagulo de caseina (COC) e a caseina micelar (CM).

O ensaio biolégico foi realizado no Laboratério de Ensaios Biolégicos do
Centro de Quimica de Alimentos e Nutricdo Aplicada do Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL), Campinas. Foram utilizados para o experimento 32 ratos
machos da linhagem Wistar livres de patogenos (SPF), recém-desmamados, com
21 dias de idade, provenientes do Centro de Bioterismo (CEMIB) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP).

Apbs a pesagem inicial, os animais foram mantidos em gaiolas individuais
contendo dieta e agua a vontade. Os ratos foram divididos em 4 grupos de 8
animais e foram mantidos nas dietas durante todo o periodo de experimentacao
(21 dias). As condigdes ambientais do biotério foram controladas a fim de manter a

temperatura em 22 + 2°C, e periodos alternados de claro e escuro de 12 horas.

Todos os animais foram pesados antes do inicio do experimento e uma
tabela com ordem crescente de peso foi elaborada. Os grupos mantidos em dietas
experimentais foram selecionados tomando-se um animal de menor peso e um
animal de maior peso até completar o grupo com 8 animais. O peso médio dos

animais em cada grupo foi de 61,3 + 10,82 (média + desvio padrao).

Composigao e Preparo das Dietas

Todas as dietas foram preparadas segundo as especificagdes da AIN-93 G
(Reeves et al., 1993), exceto pela concentracdo de proteina, a qual foi mantida a
10%. A composicdo da dieta é apresentada na tabela 2.1.
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TABELA 2.1 - Composi¢ao basica da dieta, segundo AIN-93 G para ratos em

crescimento.

Componentes g/Kg
Amido de milho 397,5
Fonte de proteina (17%) 200,0
Amido dextrinizado 132,0
Sacarose 100,0
Oleo de soja 70,0
Fibra 50,0
Mistura mineral 35,0
Mistura vitaminica 10,0
L- cistina 3,0
Bitartarato de colina 2:5
Tert-butil-hidroquinona 0,014

Fonte: Reeves et al. (1993).

Para a execugdo dos ensaios, as seguintes dietas foram preparadas

utilizando diferentes fontes protéicas: 1) dieta padréo, de caseina comercial (CC),

marca M. Cassab; 2) dieta contendo como Unica fonte protéica o coagulo de

caseina (COC); 3) dieta contendo caseina micelar (CM) e 4) dieta isenta de

proteina, aprotéica (APRO).

As misturas minerais e vitaminicas (Roche) foram preparadas segundo as

especificagcbes da AIN-93 G e estdo descritas nas tabelas 2.2 e 23,

respectivamente.
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TABELA 2.2 - Mistura mineral AIN G-MX

Componentes g/Kg
Elementos Minerais Essenciais

Carbonato de calcio anidro — 40,04% Ca 357,00
Fosfato de potassio monobasico — 22,76% P; 28.73% K 196,00
Citrato de potassio, tri-K, monohidratado — 36,16% K 70,78
Cloreto de s6dio —39,34% Na; 60,665 Cl 74,00
Sulfato de potassio — 44,87% K: 18,39% S 46,60
Oxido de magnésio — 60,32% Mg 24,00
Citrato férrico — 16,5% Fe 6,06
Carbonato de zinco — 52,14% Zn 1,65
Carboanto de manganés — 47,70% Mn 0,63
Carbonato de cobre — 57,47% Cu 0,30
lodeto de potassio — 59,3% | 0,01
Selenito de sédio anidro — 41,79% Se 0,01025
Paramolibdato de aménio — 4 H,0 — 54,34% Mo 0,00795

Elementos minerais potencialmente benéficos

Meta-silicato de sédio — 9 H,0 — 9,88% Si 1,45
Sulfato de potéassio crémico — 12 H,0 — 10,42% Cr 0,275
Cloreto de litio — 16,38% Li 0,0174
Acido bérico — 17,5% B 0,0815
Fluoreto de sédio — 42,24% F 0,0835
Carbonato de niquel — 45% Ni 0,0318
Vanadato de amoénio — 43,55% V 0,0066
Sacarose 221,026

Fonte: Reeves et al. (1993).
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TABELA 2.3- Formulagio da mistura vitaminica AIN-93 VX

Componentes ag/Kg
Acido nicotinico 3,000
Pantotenato de caicio 1,600
Piridoxina — HCI 0,700
Tiamina — HCI 0,600
Riboflavina 0,600
Acido félico 0,200
D-biotina 0,020
Cianocobalamina (B-12) (0,1% em manitol) 2,500
Acetato de all-rac-a-tocoferol (E) (500 Ul/g) 15,000
Palmitato de all-trans-retinol (A) (500.000 Ul/g) 0,800
Colicalciferol (D) (400.000 Ul/g) 0,250
Filoquinona (vitamina K) 0,075
Sacarose 974,655

Fonte: Reeves at al. (1993).

Determinacdo do valor nutritivo da proteina

O valor nutritivo da proteina foi estimado através dos seguintes indices
nutricionais: NPR (quociente de eficiéncia liquida da proteina), PER (quociente de
eficiéncia protéica) e Dv (digestibilidade verdadeira), segundo metodologia
descrita por Sgarbieri (1987).

Fez-se o controle do consumo de dieta para os calculos de dosagem de
nitrogénio e os dados de consumo e ganho de peso das 3 semanas foram
utilizados para o calculo de PERop (PER operacional) e NPR.

O grupo em dieta aprotéica serviu para determinagéo da perda de peso
corporal durante todo o periodo do experimento, dado necessario para o calculo

do NPR e também para o calculo de nitrogénio fecal endégeno (origem corporal)
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utilizado na transformagéo do indice de digestibilidade aparente da proteina em
digestibilidade verdadeira.

Quociente de Eficiéncia Protéica (PER)
O PER mede o quociente do ganho de peso em gramas pela quantidade de
proteina ingerida também em gramas, de um grupo de animais submetidos a dieta

contendo a proteina em estudo conforme a expressao abaixo:

ganho de peso(g)
PER=

proteina consumida (g)

A metodologia convencional recomenda ensaio de 4 semanas para o PER.
Portanto, neste ensaio, realizado com 3 semanas, o PER deve ser interpretado
como operacional (PERop).

Quociente de eficiéncia liquida da proteina (NPR)

Este método constitui apenas em uma modificagdo do PER e consiste em
somar ao ganho de peso do grupo que recebe a dieta protéica a perda de peso de
um grupo equivalente que recebeu dieta aprotéica. A relacdo que permite o
calculo do NPR é a seguinte:

ganho de peso Gl (g) + perda de peso GlI (g)

NPR=
proteina consumida Gl (g)

Onde: Gl= grupo em dieta protéica
Gll= grupo em dieta aprotéica
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Digestibilidade Verdadeira (Dv)

A digestibilidade verdadeira € a medida da porcentagem das proteinas que
s&o absorvidas na forma de aminoacidos ou qualquer outro composto nitrogenado.
A digestibilidade € determinada pela medida do nitrogénio ingerido com a dieta e o
nitrogénio eliminado nas fezes, levando-se em consideragdo o nitrogénio
proveniente do proprio animal que € excretado nas fezes juntamente com a

proteina de origem alimentar n&o digerida. A Dv é calculada segundo a expressao:

NI - NFa
Dv= m———— X100
NI

Onde: NFa= NF — NFe

Dv= digestibilidade verdadeira

NI= nitrogénio ingerido

NF= nitrogénio fecal de origem alimentar

NFe= nitrogénio fecal de origem endogena

Escore quimico corrigido pela digestibilidade verdadeira (PDCAAS)

Este indice descrito por Henley & Kuster (1994) avalia a qualidade da
proteina em estudo através do produto entre o escore de aminoacidos essenciais
(EAE) do coagulo de caseina (COC), caseina micela (CM) e da caseina comercial

(CC), pela digestibilidade verdadeira (Dv), através da seguinte formula:
PDCCAS = EAE x Dv
Onde:

Dv= digestibilidade verdadeira
EAE= escore quimico de aminoacidos essenciais
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2.2.2.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese € um processo no qual espécies carregadas eletricamente
(ions ou particulas coloidais) s&o separadas através da migracao diferenciada dos
componentes da amostra em um campo elétrico. E um dos principais métodos
empregados na separagéo e anadlise de proteinas, polinucleotideos e outros

biopolimeros.

A determinacdo do perfil eletroforético dos concentrados de caseina obtidos
por diferentes processos foi realizada por dois procedimentos: gel contendo o
detergente dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) e gel contendo uréia (UREIA-
PAGE), descritos respectivamente por Laemmli (1970) e Andrews (1983).

SDS-PAGE

Na eletroforese em SDS-PAGE foi utilizado gel de poliacrilamida a 4% no gel
de concentracéo e a 12% no gel de separacdo. A eletroforese foi conduzida em
aparelho vertical Bio-Rad modelo 3000 Xi, sendo as dimensées da placa de 20 x
16 cm. As amostras (solugédo de 0,25% de proteina) foram dispersas em 100 plL
de solugéo tamp&o contendo 0,5M tris-HC! (pH 6,8), 10% SDS, 10% glicerol, 5%
B-mercaptoetanol e 0,1% azul de bromofenol, aquecidas a 95°C por 4 minutos e
apos resfriadas; aliquotas de 35ulL de cada amostra foram aplicadas no gel. A
corrida foi efetuada a temperatura ambiente, sendo a corrente fixa de 25maA. Apos
a corrida (6h), os géis foram corados em solucdo corante 0,1% (p/v) de
Coomassie Blue 250R e 20% de &acido acético e descorados em solucdo aquosa
contendo 25% metanol e 7% de acido acético.

O padréo dos pesos moleculares utilizado foi o LMW Calibration Kit
(Pharmacia) contendo: fosforilase B (94,0 kDa); albumina bovina (67,0 kDa);
ovalbumina (43,0 kDa); anidrase carbénica (30,0 kDa); inibidor de tripsina (20,1
kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa).
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UREIA-PAGE

Na eletroforese em UREIA — PAGE foi utilizado gel contendo 9% de
poliacrilamida e 7M de uréia. As amostras (solugdo a 0,4% de proteina) foram
dispersas em 1mL de tampdo contendo 0,062M tris-HCI (pH 6,7), 7M uréia,
aquecidas em um banho a 37°C por 60 minutos. Adicionou-se f-mercaptoetanol e
as amostras continuaram no banho a mesma temperatura por 45 minutos.
Adicionou-se pequena quantidade de azul de bromofenol para servir como
indicador da corrida. A eletroforese foi conduzida a temperatura ambiente,
utilizando uma unidade vertical Protein Il — Bio-Rad, com placas de 8,3 x 10,2 cm
empregando-se voltagem constante de 120V. Foi injetado SuL das amostras no
gel, sendo o tempo de corrida aproximadamente 2 horas. Para a coloragao dos
géis foi utilizado 0,1% Coomassie Blue 250R; 2% acido fosférico e 15% sulfato de

aménio. Os géis foram corados por 24 horas e descorados em agua destilada.

2.2.2.7. Analise Estatistica

Todos os resultados foram analisados através da andlise de variancia
(ANOVA) e as diferencas entre as médias (p<0,05), pelo teste de Tukey (Gomes
1982), utilizando-se o programa “Statistica: Basic Statistics and Tables".
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Fluxo de permeado da caseina micelar obtida de leite bovino fluido

O perfil da curva de fluxo de permeado de CM esta representado na figura
2.8. O leite foi concentrado a um fator de concentracdo quatro e em seguida,
diafiltrado em quatro ciclos. As condigbes experimentais foram; temperatura fixa
de 50°C, velocidade tangencial 6,1 m/s e pressdo trasmembrana 2 bar
determinadas mediante otimizagao deste processo, descrito por Ferreira (2001).

(a) microfiltracéo

(b) diafiltracao

Fluxo (kg/hm2)

| o ] I ] I I | T |

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Tempo (min)

FIGURA 2.8 - Fluxo de permeado de caseina micelar (CM) obtida de leite bovino

fluido.

Observa-se que ao final do processo de microfiltragao (a) (duragdo 135
min.), obteve-se um fluxo de permeado préximo a 70 Kg/hm?, sendo que este,
durante o processo de diafiltragao (b), apresentou um relativo aumento,

aproximadamente 90 Kg/hm?.
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Este aumento de fluxo de permeado se deve a retirada parcial de varios
componentes do leite (lactose, gordura, proteinas do soro, sais minerais) que
provoca um efeito de aumento da permeabilidade da camada de gel polarizada,
tornando-a mais porosa, enquanto que no interior dos poros da membrana
também ocorre uma eliminagdo parcial desses componentes de baixo peso
molecular.

2.3.2. Composigao Centesimal

Na tabela 2.4 esta apresentada a composi¢cdo centesimal dos produtos
estudados. Pode-se observar que o componente de maior concentracdo foi a
proteina para as quatro amostras, seguido de cinzas, com excecdo do coagulo e
da caseina comercial. Pode-se observar que a caseina comercial possui uma
maior quantidade de proteina, superior a caseina micelar e ao coagulo. Observa-

se que todos os resultados diferiram significativamente entre a mesma analise.

TABELA 2.4 - Composi¢cdo centesimal e determinacdo de calcio de caseina
comercial (CC), coagulo de caseina (COC), caseina micelar (CM) e caseina
micelar do leite em pé reconstituido (CMR), todos em base seca.

Componentes

(% base seca) cC coc CM CMR
Proteinas 91,98+0,53° 72,36+0,21° 86,14+0,39°  82,32+0,38°
Cinzas 2,41+0,02¢  9,33+0,09° 8,44+0,02° 7,96+0,04°
Lipidios 2,26+0,05°  3,12+0,03° 4,30+0,06° 3,58+0,21°
Carboidrato* 3,35 15,19 1,92 6,14
Calcio (mg/100g) 233+3° 2653+108° 26274672 2381+36°

* Carboidrato = 100 — (proteina + lipideos totais + cinzas)
Resultados sdo média de 3 determinacdes analiticas + desvio padrdo. Letra

minuscula (linha) indica a avaliac&o estatistica de Tukey a 5% de probabilidade.
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A elevada taxa de material inorganico presente no coagulo de caseina
poderia ser explicada pelo método de obtencdo do mesmo. A formagdo do
coagulo de caseina provavelmente permite algum tipo de ligacdo entre os minerais
e o gel formado, aumentando assim a concentracdo de minerais neste produto.
Uma lavagem mais exaustiva do coagulo, previamente a secagem, poderia reduzir

o teor de minerais.

A guantidade de calcio presente nos concentrados de caseina foi bastante
elevada, aproximadamente 2%, com excecdo da caseina comercial. Os teores de
calcio podem ser explicados com base no método de obtencéao destes produtos. A
caseina comercial provavelmente foi produzida através da precipitacéo acida em
pH 4,6, ocasionando uma maior solubilizacdo dos ions célcio. Para a obtengéo do
coagulo de caseina, foi adicionado CaCl, (25mL para cada 100L de leite) e, como
encontrado na literatura, as micelas de caseina sdo mantidas por ligagdes de
fosfato de calcio coloidal, o que justifica a presenca elevada de calcio neste
material.

2.3.3. Composic¢ao de aminoacidos

Na tabela 2.5 encontram-se os valores dos perfis de aminoacidos
essenciais (g por 100g de proteina) dos diferentes concentrados de caseina (CC,
COC, CM e CMR), comparados com o padrdo da FAO/WHO (1990).

As caseinas, segundo Fox & McSweeney (1998), tém um alto contetido (35-
45%) de aminoacidos apolares (Val, Leu, lle, Phe, Try, Pro) e um baixo contetido
de aminoacidos sulfurados, os quais limitam seu valor biolégico nutritivo. Como
pode ser observado na tabela 2.5, no entanto, o conteldo de aminoacidos
essenciais em todas as amostras estudadas satisfazem aos requerimentos da
FAO/WHO, tendo-se um EAE igual a 1.
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TABELA 2.5 — Composi¢cdo de aminoacidos essenciais dos produtos: caseina
comercial (CC), coagulo de caseina (COC), caseina micelar (CM) e caseina
micelar reconstituida (CMR), e o padrao de referéncia da FAO/WHO (1990).

Aminoacidos Padrao

(g/100g de proteina) FAO/WHO CcC cocC CM CMR
Treonina 3,4 5,29 4,08 4,62 5,10
Metionina + Cistina 2,5 4,03 3,71 3,10 2,54
Valina 3.5 7,55 6,55 6,38 6,82
Leucina 6,6 11,99 11,03 10,30 10,66
Isoleucina 2,8 5,56 475 4 95 533
Fenilalanina + Tirosina 6,3 13,51 8,18 11.05 11,15
Lisina 5,8 9,06 8,08 8,50 8,48
Histidina 1,9 3:91 3,36 3,03 3,03
Triptofano 14 117 1,44 1,43 1,22
Escore Quimico - EAE - 1,00 1,00 1,00 1,00
PDCCAS - 93,78 91,23 91,12 -

O PDCCAS (escore quimico corrigido pela digestibilidade verdadeira) indica
a proporcdo em que determinada fonte protéica é utilizada pelo organismo de
acordo com o padrdo. Como o escore quimico de aminoacidos essenciais esta de
acordo com o padrido da FAO/WHO (1990), observa-se que o valor do PDCCAS
sera igual ao da digestibilidade da proteina, sendo que a caseina comercial
(93,78%) possui um valor superior ao da caseina coagulada e da caseina micelar.

2.3.4. Avaliagao Nutricional

A caracterizagéo nutricional tanto do coagulo como das micelas de caseina
foi feita com base na composicdo de aminoacidos, no escore quimico de
aminoacidos essenciais tendo por padrao de referéncia o perfil recomendado pela
FAO/WHO (1990) e no ensaio com animais em que foram determinados

digestibilidade verdadeira (Dv), quociente de eficiéncia da proteina (PER) e

61



CAPITULO 2

quociente de eficiéncia protéica (NPR) usando como referéncia a caseina

comercial (M. Cassab Ltda).

O registro do ganho de peso semanal dos grupos de animais utilizados no
ensaio, durante o periodo de 21 dias, foi utilizado para a construgao de curvas de
crescimento médio, ilustradas na figura 2.9. Embora, a composi¢ao em
aminoacidos tenha sido diferente para os concentrados protéicos que compunham

as dietas, seus efeitos em promover crescimento foram estatisticamente iguais.

210
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FIGURA 2.9 - Curva de crescimento de ratos alimentados por 21 dias com dietas
contendo 10% de proteina proveniente de caseina comercial (CC), coagulo de
caseina (COC), caseina micelar (CM) e dieta isenta de proteina (APRO).

Determinou-se uma perda de peso média em torno de 26% dos animais em
dieta aprotéica e em relacdo aos demais tratamentos. Os animais em dietas
protéicas, alimentados com diferentes concentrados de caseina, tiveram um

aumento de peso médio de 84% apos 21 dias de experimento.
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Os dados referentes & ingestéo de dieta, ingestdo de proteina, ganho de
peso, PERop e NPR avaliados durante o ensaio biolégico encontram-se na tabela
26. Na tabela 2.7 estéo representados os valores obtidos para digestibilidade
verdadeira, nitrogénio ingerido e nitrogénio fecal.

TABELA 2.6 - Valores obtidos da ingestao de dieta, ingestéo de proteina, ganho
de peso, quociente de eficiéncia protéica (PERop) e coeficiente de eficiéncia
liquida da proteina (NPR) na caseina comercial (CC), coagulo de caseina (COC) e
caseina micelar (CM) foram avaliados em ratos Wistar recém-desmamados
mantidos em experimento por 21 dias.

Fonte Ingestao Ingestao Ganho de PER

Protéica Dieta(g) Proteina(g) Peso(g). operacional NPR
CC  305,00+27,93° 34,04:+3,62° 114,58+8,69° 3,36:0,19° 3,85+0,20°
COC 332,57+16,85° 37,41+1,90° 114,69+9,62° 3,06+0,15° 3,50+0,15"
CM  314,26411,57% 3545+1,30° 116,2646,45% 3,28+0,18% 3,74+0,19°

Resultados sdo meédia de 8 animais por tratamento + desvio padrdo. Médias

seguidas por uma mesma letra (coluna) n&o diferem entre si, ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste deTukey.

TABELA 2.7 - Valores obtidos para digestibilidade verdadeira, nitrogénio ingerido
e nitrogénio fecal para a caseina comercial (CC), coagulo de caseina (COC), e
caseina micelar (CM).

Tratamento N ingerido (g) N fecal (g) Dv
cC 5,36+0,49° 1,62+0,14° 93,78+2,45°
coc 5,87+0,30° 1,79+0,08° 91,23+1,34°
CM 5,56+0,20° 1,79+0,09° 91,12+1,58°

Resultados s&o média de 8 animais por tratamento + desvio padrdo. Médias
seguidas por uma mesma letra (coluna) néo diferem entre si, ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste deTukey.
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Os resultados obtidos na tabela 2.6 mostraram nZo haver diferenca
significativa (p>0,05) na ingest&o da dieta e do ganho de peso entre os grupos de

animais, mantidos em diferentes preparagées de caseina.

Na dieta com o coagulo observou-se um maior consumo de proteina pelos
ratos que nos demais concentrados. Quanto aos valores de PERop e NPR as
dietas contendo caseina comercial e caseina micelar ndo diferiram tendo sido
superiores ao coagulo. Friedman (1996), considera de alto valor nutritivo,
proteinas com valor de PER acima de 2,0.

Existem alguns fatores que podem influenciar os valores de PER, dentre
eles, a concentragdo lipidica da dieta e a concentracdo protéica. Elevadas
concentragOes de proteinas acrescentadas na dieta, com valores entre 12 a 15%
elevam os gastos energéticos, diminuindo a eficiéncia da proteina para a sintese
de novas proteinas corpodreas.

Segundo Sgarbieri (1996), a concentragéo de proteina ideal para analise
do indice de PER esta no intervalo de 9 a 12% para a proteina de alto valor
nutritivo, onde esta proteina sera mais utilizada por estar limitante e assim deve
ser preferencialmente utilizada para a sintese de proteinas corporais.

A digestibilidade verdadeira (tabela 2.7) do codgulo de caseina e caseina
micelar foi significativamente menor que a da caseina comercial. Esta baixa
digestibilidade do COC pode estar relacionada ao processo de obtencio e

secagem, e da caseina micelar pode estar relacionada & integridade da micela.

2.3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese em SDS-PAGE é uma técnica das mais utilizadas para
determinar o peso molecular das proteinas (Nandi, 1997). As proteinas tratadas
com SDS apresentam um grande excesso de cargas negativas devido ao SDS
que se liga as moléculas de proteina. Por esse motivo o fator de mobilidade das

proteinas ocorre por diferencas de peso molecular (Sgarbieri, 19986).
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As proteinas também podem ser separadas de acordo com a carga da
fracéo de proteina independente da sua conformacao. Por incorporacéo de 6-8M
de uréia € possivel mudar a solubilidade da proteina, desnaturacéo e subunidades
de dissociagao, facilitando a separacéo estritamente de acordo com a carga das
fracdes das proteinas (Yada et al., 1996).

Os perfis eletroforéticos dos concentrados de caseina, obtidos por
diferentes processos, estdo apresentados na figura 2.10. Na eletroforese em
UREIA-PAGE observa-se um perfil bastante semelhante entre os diferentes
concentrados de caseina, mostrando as fragées o, B, k, e y-caseina, conforme

ilustrado por Fox & McSweeney (1998) e determinado por Veloso et al. (2002).

Na figura 2.10 (a), verifica-se que no coagulo de caseina (3) a k-caseina
esta presente em menor quantidade que nos demais concentrados. Este fato pode
ser justificado, pois segundo a literatura no processo de coagulagdo enzimatica do
leite para obtencdo do coagulo de caseina, a k-caseina € hidrolisada em dois
peptidios: um amino-terminal formado pelos residuos de aminoacidos 1 a 105 da
sequéncia primaria que permanece ligado as caseinas e outro peptidio constituido
dos residuos 106 a 169 do segmento carboxi-terminal, que se dissolve no soro de
leite (Lourenco, 2000).

Na eletroforese em SDS-PAGE (figura 2.10b), os concentrados de caseina
apresentaram diferencas importantes entre os processamentos as quais nao
foram observadas na eletroforese em UREIA-PAGE (figura 2.10a), possivelmente
por diferencas de principios das metodologias avaliadas.

Ao comparar as amostras separadas em SDS-PAGE, observa-se que o
coagulo de caseina e a caseina micelar obtida do leite bovino fluido possuem
fracbes de peso molecular inferiores a 30 kDa que nao estdo presentes na
caseina comercial, possivelmente bandas de k-caseina e de proteinas soro: -
lactoglobulina e a-lactoalbumina, com pesos moleculares de 18.363 e 14.176,

respectivamente (Fox & McSweeney, 1998).
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FIGURA 2.10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida dos concentrados de
caseina a) UREIA-PAGE e b)SDS-PAGE. (1a) caseinato de sodio, (1b) padréo
(Pharmacia™), (2) caseina comercial, (3) codgulo de caseina, (4) caseina micelar

obtida do leite fluido e (5) caseina micelar obtida do leite em pé reconstituido.
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Observa-se também que a caseina micelar (4) apresenta fracGes de o e B-
caseina em maior quantidade que a caseina obtida do leite reconstituido, por estar
mais integra, pois foi obtida através da microfiltracdo do leite bovino fluido,
enquanto que na obteng&o da caseina micelar reconstituida, foi utilizado o leite em
po o qual sofreu processo prévio de secagem. A existéncia de menor nimero de
bandas de menor peso molecular nas micelas de leite reconstituido também
refletem o efeito da secagem prévia da reconstituicgo e microfiltracao.

Observa-se que os concentrados possuem uma pequena quantidade de
proteinas de alto peso molecular (60 - 86 kDa), sendo que a maior concentracdo
das bandas das proteinas foi determinada em valores proximos a 30kDa,
referentes as fragbes de o e B-caseina. As razdes de largas bandas e pesos
moleculares aparentes das caseina intactas em SDS-PAGE foram previamente
reportadas por Creamer & Richardson (1984), devido ao volume hidrodinamico e

a distribuicdo de cargas negativas ndo usuais ao longo da cadeia polipeptidica.

Os resultados do perfil eletroforético indicam que a eletroforese SDS-PAGE
pode ser utilizada para verificar diferencas de composicao devido aos diferentes
processamentos dos concentrados de caseina, sendo que este método apresenta
detalhes que na eletroforese em UREIA-PAGE foram ocultados.
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2.4. CONCLUSOES

Os concentrados de caseina obtidos por diferentes processos (COC, CM e
CMR) apresentaram diferencas significativas quanto a composigao centesimal. A
caseina comercial possui uma maior quantidade de proteina. O teor de caicio e o
de cinzas foi significativamente inferior para a caseina comercial, quando
comparada aos demais concentrados.

Verificou-se que todos os concentrados de caseina estudados, caseina
comercial, coagulo de caseina, caseina micelar obtida do leite bovino fluido e
caseina micelar obtida do leite reconstituido atendem os padrées de aminoacidos
essenciais recomendados pela FAO/WHO (1990) para criancas de 2-5 anos de
idade.

Apesar da composi¢cdo de aminoacidos ter sido diferente, seus efeitos em
promover o crescimento dos ratos nos diferentes tratamentos foram
estatisticamente iguais. O melhor resultado de digestibilidade (93,78%) foi
conseguido com a caseina comercial. Quando avaliados os indices de PERop e
NPR observou-se que esses indices foram significativamente inferiores aos
demais tratamentos para a dieta co m caseina coagulada.

Os resultados determinados na eletroforese SDS-PAGE indicaram que esta
metodologia pode ser utilizada para verificar diferengas de processamento entre
0s concentrados de caseina, sendo que este método apresenta detalhes que na
eletroforese em UREIA-PAGE n&o foram observados. Determinou-se que a
caseina micelar obtida do |eite bovino apresentou maiores concentracdes de a,
e k-caseina, confirmando a integridade da micela obtida por um processamento

mais brando que os demais concentrados.

Observa-se que os perfis eletroforéticos da caseina comercial e da caseina
micelar obtida do leite reconstituido sdo bastante parecidos, evidenciando menor
heterogeneidade em funcdo de nao apresentarem algumas bandas que parecem
ser provenientes do soro. O coagulo de caseina e a caseina micelar obtidas do
leite fluido se assemelham.
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CAPITULO 3

PROPRIEDADES FUNCIONAIS HIDROFILICAS DE DIFERENTES

CONCENTRADOS DE CASEINA

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades hidrofilicas da caseina
obtida por coagulagéo enzimatica do leite bovino (COC), caseina micelar obtida do
leite fluido (CM), caseina micelar obtida do leite em pd reconstituido (CMR),
comparativamente a uma caseina comercial (CC). A capacidade de absorcéo
espontanea de agua (CAA) e de éleo (CAQ) foram determinadas em funcéo do
tempo, e a capacidade de retencdo de agua (CRA) foi avaliada em diferentes
valores de pH (4,5; 5,5 e 6,5). Na solubilidade protéica (%SP) foram estudados os
efeitos do pH (faixa de 3,5 a 7,5), da forca iénica produzida por dois sais, cloreto
de sodio (NaCl) e de céicio (CaCl,) em diferentes concentragées (0,00 — 0,20M).
Para o COC estudou-se também o efeito da temperatura (25, 35 e 45°C) na
solubilidade. A capacidade de absorgdo espontanea de agua e de oleo foi
significativamente superior para a caseina micelar reconstituida e a menor
capacidade de absorgéo de agua e 6leo foi verificada para o coagulo de caseina.
A maior capacidade de retencdo de agua foi conseguida com a caseina micelar
em pH 5,5. A solubilidade em presenca de NaCl foi mais elevada que em CaCl,
na maioria dos pHs estudados, tanto para o COC como para a CMR. A maior
solubilidade para o COC foi conseguida em pH 3,5 em solugdo aquosa. No
entanto, para a CM o melhor resultado foi obtido em pH 5,5 em solugcéo de NaCl
0,10M. Verificou-se para o COC um aumento de solubilidade em funcdo da
elevacéo da temperatura de 25 para 35°C em solugdo aquosa.
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3.1. INTRODUCAO

As propriedades de hidratacédo dependem das interacbes da proteina com o
solvente aquoso como a solubilidade, capacidade de absorcao e retencéo de agua
(Sgarbieri, 1998) e influenciam diversos aspectos relacionados com a formulacéo,

processamento e textura dos alimentos (Pilosof, 2000).

As propriedades funcionais de interacdo proteina-agua como solubilidade,
ligacdo e retencé@o de agua (g de agua ligada/ g de proteina) sdo importantes na
formulacéo de alimentos, sobretudo de produtos carneos (embutidos, salsichas,
almondegas, salgados); produtos de panificagdo e confeitaria (tortas, massas,
doces, pudins, cremes de cobertura e sobremesas), nos quais devem embeber e
reter agua sem dissolver e, simultaneamente, conferir corpo (espessamento) e

viscosidade aos produtos protéicos (Lourenco, 2000).

Dentre todas as propriedades funcionais, a solubilidade reveste-se de
particular importancia na medida em que todas as outras propriedades estdo
diretamente relacionadas ac desempenho desta caracteristica (Mulvihill & Fox,
1989). O balanco entre forgas intermoleculares atrativas e repulsivas entre as
proteinas (proteina-proteina), e entre proteina-solvente determina a solubilidade
(Augustin, 2000).

Para efeito das propriedades funcionais, a solubilidade é dificil de ser
definida, uma vez que a maioria dos componentes macromoleculares, quando em
meio aquoso, pode formar uma solug&o verdadeira ou uma solugdo coloidal ou
ainda, uma suspenséo estavel de particulas insolluveis. A solubilidade de uma
proteina depende da proporgéo entre grupos hidrofébicos e de grupos hidrofilicos

situados na superficie (Sgarbieri, 1998).

Alguns fatores que afetam a solubilidade das proteinas s&o pH, distribuicéo
de cargas, forca ibnica ou concentracdo de sais, temperatura, natureza do
solvente e condicbes de processamento (Giese, 1994). Estes agentes afetam a

solubilidade das proteinas principalmente por causa das alteragbes idnicas,
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hidrofilicas e interagbes hidrofébicas da superficie da proteina (Damodaram,
1996).

O pH afeta a densidade e a distribuicdo de cargas na molécula de proteina
de tal forma que a um determinado pH (pH isoelétrico) a proteina apresentara um
minimo de solubilidade. Proteinas s&o menos soltveis no ponto isoelétrico, o qual

normalmente esta entre 4 e 6 (Rupnow, 1991).

Em forga iénica ou concentracéo salina baixa, a solubilidade das proteinas
tende a aumentar, fendmeno conhecido como ‘salting in’; porém, a medida que se
eleva a concentragcdo salina além de certos limites, as proteinas tendem a se

insolubilizar e a precipitar (‘salting out’) (Sgarbieri, 1996).

A temperatura aumenta a solubilidade das proteinas até o ponto em que
comega a ocorrer a desnaturacdo protéica (Karleskind et al., 1996). Em
temperaturas acima de 60 a 70°C, comegam a ocorrer mudangas na conformagéo
da estrutura de algumas dessas proteinas afetando propriedades funcionais como
solubilidade, formacdo de espuma, emulsificagdo, viscosidade, capacidade de
reter agua e geleificacéo (Fachin & Veiga, 1998).

O objetivo deste capitulo foi avaliar as propriedades hidrofilicas: capacidade

de absorcao espontanea de agua, capacidade de retencdo de agua e solubilidade

protéica de quatro concentrados de caseina obtidos por diferentes processos.

a7



CAPITULO 3

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Material

Foram utilizados coagulo de caseina, micelas de caseina (obtidas do leite
em po rescontituido e do leite bovino fluido) e caseina comercial. O coagulo de
caseina e a caseina na forma de micelas foram obtidos segundo metodologias

descritas no capitulo 2.

3.2.2. Métodos

Foram estudadas as propriedades funcionais hidrofilicas capacidade de
absorgdo espontanea de agua (CAA) e 6leo (CAQ); capacidade de retencéo de
agua (CRA) e solubilidade (%SP) dos concentrados de caseina obtidos por
diferentes processos.

3.2.2.1. Capacidade de absorgao espontanea de agua (CAA)

O método utilizado foi o empregado por Torgensen & Toledo (1977), o qual
consiste em um aparelho com um funil conectado a uma pipeta graduada (figura
3.1). Uma massa conhecida de amostra (100 mg) foi espalhada sobre um papel de
filtro Whatman n°1, umido, colocado no topo de funil de Buchner, com agua ao
nivel da placa perfurada. O ensaio foi conduzido a temperatura ambiente, sendo
que as leituras de agua absorvida foram feitas em intervalos de tempo, totalizando
30 minutos. O resultado foi expresso em mL de agua absorvida por g de amostra.

volume de agua absorvida (mL)

CAA=
massa de amostra(g)
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3.2.2.2. Capacidade de absorgdo espontanea de 6leo (CAO)

Utilizou-se o método sugerido por De Kanterewicz et al. (1989), que consiste
na utilizagdo do mesmo equipamento usado para analise da absorcdo espontanea
de agua (figura 3.1), no qual substitui-se apenas o tipo de papel de filtro, que
passa a ser o Whatman com microfibras de vidro GF/C, agora umidecido com 6leo
de soja comercial. O ensaio foi conduzido & temperatura ambiente, sendo que as
leituras foram feitas em intervalos, totalizando um tempo de 30 minutos. O
resultado foi expresso em mL de 6leo absorvido por grama de amostra.

volume de 6leo absorvido (mL)

CAO=
massa de amostra (g)

FIGURA 3.1 - Equipamento utilizado para medir a capacidade de absorcdo
espontéanea de agua (CAA) e de dleo (CAO). a) pipeta graduada, b) mangueira de
silicone, 30 cm de comprimento e c) funil de porcelana.
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3.2.2.3. Capacidade de retencgao de agua (CRA)

Para essa determinacéo foi seguida a técnica de Regenstein et al. (1984). As
dispersoes tiveram os valores de pH ajustados para 4,5; 5,5 e 6,5 com NaOH ou
HCI 0,1N, e o volume aferido, no final, para resultar em dispersées com 1% de

proteina.

Apbs agitacdo por uma hora a temperatura ambiente, aliquotas de 30 mL
foram centrifugadas a 30.000 g por 15 minutos a temperatura de 5°C. A seguir, 0
sobrenadante de cada amostra foi reservado, determinando-se o conteudo de
proteina nos sobrenadantes. A capacidade de retencdo de agua foi dada pela
equacao:

peso amostra hidratada (g) — peso amostra original (Q)
CRA =

concentragdo de proteina na amostra (g)

3.2.2.4. Solubilidade (%SP)

A solubilidade protéica (%SP) foi determinada de acordo com o método de
Morr et al. (1985), que consiste em uma modificagdo do método de determinagao
do indice de nitrogénio soluvel. Foram estudados os efeitos do pH (faixa de 3,5 a
7.,5), da forga iénica produzida por dois sais diferentes, cloreto de sédio (NaCl) e
de célcio (CaCl,) a diferentes concentragdes (0,00 - 0,20M) e o efeito da
temperatura (25, 35 e 45°C).

Suspendeu-se 0,5g de amostra, ajustou-se o pH com NaOH ou HCI 0,1N. As
suspensdes foram agitadas por uma hora em banho-maria com temperatura
controlada, e apds centrifugacdo das suspenstes, foi determinada a proteina
solivel no sobrenadante pelo método de Kjeldahl (semi-micro), onde a %
proteina= % nitrogénio x 6,38 (AOAC, 1990). A porcentagem de proteina soltvel

foi calculada pela formula:
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concentracdo de proteina no sobrenadante (mg/mL) x 50
% SP =

peso da amostra (mg) x conteudo de proteina da amostra (%)
100

3.2.2.5. Analise Estatistica
Todos os resultados foram analisados através da analise de variancia

(ANOVA) e as possiveis diferencas entre médias (p<0,05) pelo teste de Tukey
(Gomes, 1982), utilizando-se o programa “Statistica: Basic Statistics and Tables”.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Capacidade de absorgao espontanea de agua e oleo

A capacidade de absorgdo de agua € uma importante propriedade dos
alimentos uma vez que a agua absorvida contribui para dar corpo e aumentar a
viscosidade. Neste ensaio ndo se estudou os efeitos do pH na absorgcéo de agua,
ja que o objetivo foi avaliar o efeito do processamento sobre esta propriedade

funcional.

Na figura 3.2 observa-se um aumento lento e gradual da absorcéo de agua
para CC, COC e CM, que foi inicialmente mais rapida. Vale a pena ressaltar a
absorcédo de agua muito rapida que ocorreu com a CMR, provavelmente refletindo
a integridade da micela e a presenga de grande numero de grupos hidrofilicos na
superficie da micela, podendo estes grupos estar mais expostos que os da

caseina micelar obtida do leite fluido.

A CMR foi submetida a processos mais enérgicos (inclusive secagem para
produzir o leite em pd) o que pode ter tido influéncia no sentido de maior
exposicao de grupos hidrofilicos e hidrofébicos. Da mesma forma a solubilizacéo
de particulas produzidas pela atomizagdo no spray dryer também podera ter
influenciado favoravelmente a absorcéo espontanea de agua.

Na figura 3.3 pode ser observada uma redugéo consideravel na absorgéo de
6leo da caseina comercial, do coagulo de caseina e da caseina micelar obtida do
leite bovino fluido, ao se comparar com a caseina micelar reconstituida. Talvez
seja mais correto atribuir a diferenca a estrutura micelar comparada com as

caseinas comercial e coagulo de caseina parcialmente desnaturadas.
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FIGURA 3.2 - Representacao grafica da capacidade de absorcao espontanea de
agua (CAA) em fungéo do tempo para as amostras de caseina comercial (CC),

coagulo de caseina (COC), caseina micelar (CM) e caseina micelar do leite em
p6 reconstituido (CMR).
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FIGURA 3.3 - Representagao grafica da capacidade de absorgao espontanea de
Oleo para as amostras: caseina comercial (CC), coagulo de caseina (COC),
caseina micelar (CM), caseina micelar do leite em p6 reconstituido (CMR).
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3.3.2. Capacidade de retencao de agua (CRA)

Segundo Sdzislaw & Sirorsk (1997), a capacidade da proteina de reter agua
é afetada principalmente pela estrutura das proteinas. Verifica-se que a
capacidade de retengdo de agua se inverte com a capacidade de absorgéo de
agua para as amostras de caseina micelar. Segundo Kinsella et al. (1989), a
capacidade de absor¢do de agua depende de propriedades fisico-quimicas
(composicao de aminoacidos e pH) e a retengdo de agua é mais afetada pela

estrutura da proteina.

Na figura 3.4 observam-se os resultados obtidos para a CRA os

concentrados de caseina em diferentes pHs.

10,0

8,0

1

6,0
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(g agualg proteina)
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0,0

55 6,5
_ pH
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FIGURA 3.4 - Representacéo grafica da capacidade de retencdo de agua (CRA)
em funcao do pH para a caseina come

rcial (CC), coagulo de caseina (COC), caseina micelar (CM) e caseina micelar do
leite em p6 reconstituido (CMR). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas
a 5% de probabilidade. Letras minusculas se referem aos diferentes hidrolisados
no mesmo pH e as letras mailsculas indicam o mesmo concentrado em

diferentes pHs.
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Observa-se um significativo aumento na retengdo de agua, quando se
passa do pH 4,5 para 5,5 para a CM e a CMR e uma diminuig&o para o coagulo de
caseina e para a caseina comercial, nesta mesma variagao de pH.

Observa-se na figura 3.4 que quando o material em estudo foi analisado no
mesmo pH, houve diferenga significativa na CRA em todas as amostras
analisadas. Observa-se também um aumento significativo na retengio de agua,
quando se passa do pH 4,5 para 5,5 para a CM e a CMR e uma diminui¢&o para o

coagulo de caseina e para a caseina comercial, nesta mesma variacéo de pH.

Para o coagulo de caseina, a capacidade de retengédo de agua no pH 6,5,
nao difere estatisticamente da obtida em pH 4,5. Para a caseina comercial, a CRA
apresentou diferenga significativa nos pHs 4,5 e 5,5, sendo estas bem inferiores a
do pH 6,5. A CMR em pH 6,5 apresentou CRA estatisticamente inferior a da CC e
CM, porém superior ao COC.

Observa-se uma semelhanca nos dados de capacidade de retencdo de
agua entre as caseinas micelares, sendo que a obtida do leite fluido possui uma
CRA superior a da caseina micelar obtida do leite em p6 reconstituido.

Segundo Spreer (1998), as micelas de caseina sao sensiveis as mudancas
de carga. A mudanca da estrutura pode ser observada em pH <5,0, quando um
gel € formado e a minima estabilidade é atingida no ponto isoelétrico e, segundo
Lourenco (2000), a alcalinizagcdo também leva a desintegragdo micelar, mas por
outros meios, o ion OH aumenta a repulsdo eletrostatica entre os segmentos

carregados das diferentes caseinas.

3.3.3. Solubilidade (SP%)

A influéncia do pH (3,5 a 7,5) na solubilidade da caseina comercial (CC), do
coagulo de caseina desidratado (COC), da caseina micelar obtida do leite fluido
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(CM) e da caseina micelar obtida do leite em pé reconstituido (CMR), em solugao

aquosa a 25°C, & mostrada na tabela 3.1.

A menor solubilidade dos concentrados de caseina estudados foi obtida em
pH 4,5. Segundo Sdzislaw & Sikorsk (1997), no ponto isoelétrico (normalmente
esta entre 4 e 6) nao a repulsio eletrostatica entre as moléculas, as interagdes da
proteina-proteina s&o favorecidas e geralmente a solubilidade &€ minima tendendo

a formar precipitados (Mangino, 1990).

TABELA 3.1- Valores obtidos para a solubilidade em auséncia de sais a 25°C com
variacdo do pH, sendo CC (caseina comercial), COC (coagulo de caseina), CM
(caseina micelar) e CMR (caseina micelar do leite em p6 reconstituido).

pH cc coc CM CMR

3,5 10,05+0,71%¢ 45 ,05+1,11"° 54,39+0,94° 75,65+3,95"
45 1,7040,27%% 1,17+0,04™° 13,44+0,17" 2,62+0,65°°
5.5 2,48+0,18" 4,63+0,70" 23,20+0,20“ 17,140,117
6,5 26,16+0,08"° 2,98+0,29“ 53,55+0,33% 17,57+0,15%
7.5 15,52+0,08"° 4,89+0,14™ 65,02+0,44" 18,49+0,49%°

Médias seguidas por uma mesma letra maitscula (coluna) e minuscula (linha), nao

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A desnaturacdo da proteina durante o processamento altera
significativamente o balango hidrofébico/hidrofilico da sua superficie, afetando
desta forma a solubilidade (Damodaram, 1996). A desnaturagdo da proteina &
comumente avaliada pela menor solubilidad e por agregagdes que resultam em

mudancas na conformacgao (Morr & Foegeding, 1990).

No pH 5,5 a caseina micelar obtida por deferentes processos apresentou
solubilidades proximas, porém estatisticamente diferentes e superiores a da CC e
COC. Nos pHs 6,5 e 7,5 a CM apresentou solubilidade significativamente superior
aos demais concentrados. Nesses pHs o COC foi menos soltvel sendo que o
CMR e a CC apresentaram solubilidade intermediaria entre o COC e a CM.
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Na tabela 3.2 pode-se observar com detalhes os resultados numéricos e a
analise estatistica relativa a solubilidade do COC a 25°C em diferentes pHs e
concentragées salinas. Em auséncia de sal e em solugdo 0,2M de NaCl a
solubilidade do COC foi muito baixa e independente das variacées do pH, exceto
em pH 3,5 em que determinou-se uma solubilidade da ordem de 45%.

TABELA 3.2 - Valores obtidos para a solubilidade do coagulo de caseina em agua

a 25°C com variagao do pH e da concentragao de sal (NaCl e CaCl,).

pH NaCl0,00M NaCl0,05M NaCl0,10M NaCl0,15M NaCl 0,20M
35 4505+1,11"  148+0,77°° 4,12+0,05°° 5,69+0,67°° 1,38+0,03™
45 1,17+0,04™  446+0,49° 2,12+0,20°  3,59+0,10°®° 1,27+0,15
55 4,63+0,70™  9,60+0,08°° 16,15+0,09%° 32,95+0,19"° 9,61+ ,08"°
6,5 2,98+0,29°  2213+1,08" 16,91+0,41"° 17,01+0,08%°®  5,65+0,13%
75 4,89+0,14  578+0,66 7,14+0,40°°  9,69+0,39° 252+ ,20%
pH CaCl;0,00M CaCl;0,05M CaCl;0,10M CaCl; 0,15M CaCl, 0,20M
3,5 4505+1,11"  10,71+0,10" 6,09+0,10°  6,29+0,63°°  1,71+0,07"
45 1,1740,04™°  7,43+0,03°° 11,00+0,17"* 10,16+0,32"°  4,97+0,58"
55 4,63+0,70% 8,79+0,18% 10,01+0,22°  9,67+0,52"*" 2,28+ 0,16
6,5 2,98+0,29°°  4,84+0,26™° 5,98+0,17°°° 533+0,28°°°  1,76+0,07™
7,5 4,89+0,14"% 3,88+0,05"° 5,06+0,74”  4,75+0,14°®®  1,96+0,06"°

Médias seguidas por uma mesma letra maidscula (coluna) e minascula (linha), nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A solubilidade em pH 4,5 (pl) foi a mais baixa para todas as amostras. Na
presenca de sal a solubilidade mais elevada foi em pH 5,5 em solugao de 0,15M
de NaCl. A solubilidade em pH 6,5 foi semelhante em solugao 0,05; 0,10 e 0,15M
de NaCl, superior a solubilidade em agua e em solugéo 0,20M de NaCl. Em pH 7,5
a solubildade foi inferior a 10% e semelhante nas varias concentragdes salinas

estudadas.

Nas figuras 3.5 e 3.6 sao apresentadas a solubilidade do COC em fungéo do
pH (pHs 3,5 a 7,5) e da concentracéo dos sais NaCl e CaCl, (0,00M a 0,20M),

respectivamente.
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FIGURA 3.5 - Representacédo do perfil de solubilidade do coagulo de caseina

(COC) a 25°C, em diferentes pHs e concentragdes de solugéo de cloreto de sédio.
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FIGURA 3.6 - Representagdo do perfil de solubilidade do coagulo de caseina
(COC) a 25°C, em diferentes pHs e concentragbes de solugao de cloreto de

calcio.
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Em forgas ibnicas ou concentragbes salinas baixas, a solubilidade das
proteinas tende a aumentar, fenémeno conhecido como ‘salting in’ (Sgarbieri,
1998), como mostrado na figura 3.5. Porém, & medida que se eleva a
concentracdo de NaCl (0,20M) as proteinas tendem a flocular, mesmo estando
carregadas eletricamente (salting-out). Além disso, ions salinos competem com as
cargas das proteinas pela agua, diminuindo a capa de hidratagéo e permitindo a
atragao proteina-proteina (Silva et al., 2000).

Quanto ao efeito do CaCl; na solubilidade do COC (25°C) (figura 3.6),
observa-se que a solubilidade foi razoavel (~45%) apenas na auséncia do sal.
Todas as concentragdes de CaCl, testadas prejudicaram a solubilidade do COC,
resultando em solubilidade inferior a 12% nos varios pHs e concentragées de
CaCl,.

Estudos citados por Famelart et al. (1999), tém investigado a forca iénica
atraves da adicdo do cloreto de so6dio e calcio e suas alteragdes nas
caracteristicas fisico-quimicas do leite, mostrando que a adicdo de cloreto de

calcio causa pequenas alteragdes na hidratagado e solubilizagéo da caseina.

Na tabela 3.3 pode-se observar com detalhes os resultados numéricos e a
analise estatistica relativa a solubilidade do CMR a 25°C em diferentes pHs e

concentragoes salinas.

O pH tem efeito nas propriedades de agregagao da caseina micelar, bem
como, na estrutura interna da micela (Schkoda et al., 1999). O aumento da
densidade de cargas da proteina em pHs afastados da regido do ponto isoelétrico,
(mais acidos ou mais alcalinos), favorece a interagdo proteina-agua, resultando
num aumento das propriedades de hidratagdo (Elizalde et al.,1996).

Segundo Lourengo (2000), alguns sais neutros, entre eles o NaCl, alteram
as caracteristicas de solubilidade das proteinas em agua, promovem o efeito
salting in, isto &, o aumento da solubilidade, mesmo em concentragées molares
elevadas, e isto pode ser verificado na figura 3.7.
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TABELA 3.3 -Valores obtidos para a solubilidade da caseina micelar obtida do

leite em p6 reconstituido (CMR) com variagdo do pH e da concentragéo de sal.

pH NaCl0,00M NaCl0,05M NaCl0,0M NaCl0,15M  NaCl 0,20M
35 75653957 2487+216°°  567+0,167° 4,80+0,72°°  2,97+0,45"
45 262+065° 7,49 +0,26 5,15+0,21°°  4,8810,57"°  7,87+0,43"
55 17.14+0,11°%% 76,19+0,05"°  9562+0,40*° 87,14+1,09"° 87,28+0,37""
6,5 17,5740,15° 68,41+1,62°"  66,97+0,40° 48,06+1,13% 50,43+0,72%°
7,5 18,49+0,49% 11,37+0,13%  27,71+1,52° 17,49+0,31°° 21,23+0,87"°
pH CaCl, 0,00M CaCl, 0,06M CaCl, 0,0M CaCl, 0,45M CaCl; 0,20M
35 7565+3,95° 9,22 +0,08°° 6,9910,24° 12,35+0,36"°  7,85:0,11°"
45 226+0,65° 591+0,18°°  7,69+0,37"% 34,33+1,54""  19,84+0,09"°
55 17,14+0,11%% 16,10+1,38"®  8,02+0,13"° 15,67+0,01% 12,75+0,57°"
6,5 17,57+0,15%  8,07+0,49°° 579+0,42°° 14,32+1,29°° 12,41+0,21%°
7,5 18,49+0,49%  6,180,61°%°  42+0,09"°  9,05+0,89"°  7,71+0,21°

Médias seguidas por uma mesma letra maitscula (coluna) e minascula (linha), nao

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas figuras 3.7 e 3.8 sdo apresentadas a influéncia do pH (3,5 a 7,5) e da
concentragao dos sais NaCl e CaCl, (0,00M a 0,20M) na solubilidade da CMR. Em
pH 3,5 a maior solubilidade foi em auséncia de sal, seguida pela solubilidade em
0,05M e as demais concentragdes de NaCl com solubilidade inferior a 6%. No
entanto, a solubilidade em pH 4,5 foi a mais baixa para todos os concentrados.

A solubilidade da caseina micelar foi mais elevada em pH 5,5, em todas as
concentragdes de cloreto de sodio estudadas, sendo a maior solubilidade
conseguida em 0,10M (~95%), seguida das concentragdes de 0,15 e 0,20M que
nao diferiram estatisticamente entre si. A solubilidade em NaCl 0,05M foi inferior
as outras concentragées salinas, porém bem superior a solubilidade em auséncia

de sal neste mesmo pH.
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FIGURA 3.7- Representagdo do perfil de solubilidade da CMR & 25°C, em

diferentes pHs e diferentes concentragdes de solugdo de cloreto de sodio.
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FIGURA 3.8 - Representacdo do perfil de solubilidade da CMR a 25°C, em

diferentes pHs e diferentes concentragdes de solugéo de cloreto de calcio.
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A solubilidade da CMR mostrada na figura 3.7, em presenca de sal em pH
6,5 foi inferior a solubilidade em pH 5,5, porém, superior ao pH 7,5 em todas as
concentragbes salinas estudadas. A CMR apresentou solubilidade intermediaria
nas concentracées de 0,15 e 0,20M de NaCl, nos pHs 5,5 >6,5 >7,5. Em auséncia
de sal nestes mesmos pHs, a solubilidade nao diferiu estatisticamente. Em pH 7,5
a solubilidade para a CMR nas concentragbes de NaCl estudadas foram

semelhantes, sendo a solubilidade mais elevada em 0,10M de NaCl (~27%).

A figura 3.8 ilustra o perfil de solubilidade da CMR (25°C) em diferentes pHs
e concentragées de CaCl,. A maior solubilidade foi em auséncia de sal (~75%) em
pH 3,5, seguida pela solubilidade de 35% em 0,15M de CaCl,. Todas as demais
concentracdes de CaCl, testadas prejudicaram a solubilidade do CMR, resultando
em solubilidade inferior a 20% nos varios pHs e concentragdes do CaCls.

Outro fator importante, que influencia a solubilidade de proteina é a
temperatura. A maioria das proteinas € solavel a temperatura ambiente e a
solubilidade tende a aumentar a medida que a temperatura se eleva até 40-50°C
(Sgarbieri, 1998). A temperatura aumenta a solubilidade das proteinas até o ponto

em que comeca a ocorrer a desnaturagdo protéica (Karleskind et al., 1996).

Na tabela 3.4 aparecem os valores de solubilidade para o coagulo de
caseina a 25°C, determinados em fungdo da concentragao salina e do pH em trés

temperaturas diferentes (25, 35 e 45°C).

Verifica-se na tabela 3.4 que a temperatura diminui significativamente a
solubilidade do coagulo de caseina tanto na presenca de NaCl como de CaCly,
pois a maior solubilidade foi encontrada em auséncia de concentragado salina

(76,69%), ndo diferindo estatisticamente nas temperaturas de 35 e 45°C.
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TABELA 3.4 - Valores obtidos para a solubilidade do coagulo de caseina a 25, 35

e 45°C nas diferentes concentragées de cloreto de sédio ou de calcio.

= Concentragcao

7 de sais (M) 25°C 35°C 45°C

3,5 0,00M 45,05+1,11"° 76,46+1,08"° 76,69+5 82"
6,5 NaCl 0,05M 22,13+1,08 9,99+1,55° 8,87+0,43"°
6,5 NaCl0,10M 16,91+0,41"2 16,42+2,15% 9,41+0,73%°
6,5 NaCl0,10M 32,95+0,19% 19,65+1,44°° 7,16+0,54%°
3,5 CaCl, 0,05M 10,71+0,10%® 8,62+0,29" 7.18+0,65°
3,5 CaCl,0,10M 6,09 + 0,10 6,81+0,80°° 6,85+0,32%
45 CaCl,0,15M 10,16 + 0,32 7.59+0,34°° 8,87+0,19°°

Médias seguidas por uma mesma letra maiuscula (coluna) e minuscula (linha), nao

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.4. CONCLUSOES

A capacidade de absorgdo espontanea de agua/éleo foram significativamente
superiores para a caseina micelar reconstituida e a menor capacidade de

absorcao de agua e d6leo foi verificada para o coagulo de caseina.

A capacidade de retencdo de agua da CC, COC e CMR em pH 4,5 foram
semelhantes, mas diferiram estatisticamente nos trés materiais estudados. Em pH
6,5 a maior retencao de agua foi verificada a caseina comercial e a menor para a
caseina micelar reconstituida. A maior capacidade de retengcdo de agua foi

conseguida com a caseina micelar em pH 5,5.

Quanto a solubilidade em agua as amostras diferiram entre si em todos os
pHs testados, exceto em pH 4,5. A solubilidade em presenca de NaCl foi mais
elevada que em CaCl; na maioria dos pHs estudados, tanto para o COC como
para a CMR. A maior solubilidade para o COC foi conseguida em pH 3,5 em
auséncia de sais; no entanto, para a CM o melhor resultado foi obtido em pH 5,5
em solucao de NaCl 0,10M.

Verificou-se que a elevagdo da temperatura de 25 para 45°C, diminuiu
significativamente a solubilidade do coagulo de caseina em presenca tanto de
NaCl como de CaCl,. Verificou-se aumento de solubilidade em fungéo da elevagao
da temperatura de 25 para 35°C em auséncia de sal, permanecendo o valor mais
elevado também a 45°C.
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CAPITULO 4

PROPRIEDADES FUNCIONAIS ESPUMANTES E
EMULSIFICANTES DE DIFERENTES CONCENTRADOS DE
CASEINAS

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades funcionais de superficie
de trés caseinas obtidas por diferentes processos. As propriedades espumantes
do coagulo de caseina obtido por coagulagdo enzimatica (COC), caseina
comercial (CC) e caseina micelar (CM) foram estudadas através da expansdo de
volume e estabilidade de espuma ap6s o periodo de 30 e 60 minutos, em fungéo
dos diferentes pHs (4,0 a 8,0) e das diferentes concentracdes de cloreto de sddio
(0,00M a 0,15M). As propriedades emulsificantes dos materiais foram estudadas
através da determinac&o da capacidade emulsificante (CE) e da estabilidade da
emulsao (EE) em fungao dos pHs 4,0 e 7,0. Pode-se concluir que as proteinas
diferem bastante em relacdo as suas propriedades de superficie, devido as
diferencas das propriedades moleculares: composicdo e a seqiéncia de
aminoacidos, flexibilidade conformacional e relagéo hidrofobicidade/hidrofilicidade,
as quais estao associadas as estruturas das proteinas. O codgulo de caseina ndo
apresentou propriedades espumantes nas condicdes estudadas. A caseina
micelar apresentou a melhor capacidade de expanséao de espuma em pH 4,0 e a
caseina comercial em pH 6,0. Quanto & estabilidade da espuma, a caseina
micelar mostrou-se bastante estavel nas diferentes concentragdes salinas apds 60
minutos; no entanto a presenca de sal diminuiu a estabilidade da espuma para a
caseina comercial. A capacidade emulsificante da proteina foi significativamente
mais elevada no pH 7,0 do que no pH 4,0 nas trés amostras estudadas, sendo que
a CC> CM > COC. A caseina comercial apresentou emulsfes mais estaveis em

relacdo ao coagulo de caseina e a caseina micelar.
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4.1. INTRODUGAO

As propriedades de superficie dependem da formagéo de peliculas bipolares
na interface entre duas fases imisciveis, como as propriedades emulsificantes e
espumantes (Sgarbieri, 1998). Espumas e emulsbes sao sistemas heterogéneos e
se constituem de uma fase dispersa em outra. Uma emulsdo € uma dispers&o ou
suspensdo de dois liquidos imisciveis, enquanto na espuma a fase gasosa é
dispersa no liquido (Hill, 1998).

Espumas sao sistemas dispersos de duas fases distintas, onde uma delas
liquida circunda uma fase dispersa constituida de bolhas de ar, que s&o separadas
por uma fina camada de liquido denominada lamela, formando uma interface ar-
liquido de elevada tensao, resultando num filme adsorvido nesta regido que

previne a coalescéncia das bolhas de ar (Halling, 1981).

Segundo Lourengco (2000), as emulsées podem ser definidas como
dispersdes coloidais macroscopicas de dois liquidos imisciveis, frequentemente
6leo em agua. Um dos componentes formam a fase continua externa ou fase de
dispersao, o outro forma a fase descontinua ou fase dispersa em forma de finas
goticulas suspensas na fase liquida imiscivel. Existem basicamente dois tipos de
emulséo: a) de 6leo em agua (O/A) por exemplo salsichas, leite, maionese e b) de
agua em o6leo (A/O), por exemplo, manteiga e margarina (Damodaram, 1997).

Diversos fatores podem influenciar as propriedades de superficie das
proteinas. Para ser um bom agente formador de espuma, a proteina deve: a)
absorver rapidamente na interfase ar-agua durante a batedura; b) sofrer rapido
arranjo e rearranjo na interface e formar um filme coesivo e viscoelastico (Giese,
1994), enquanto um bom agente emulsificante deve diminuir a tensao interfacial e
formar uma pelicula na interface. As substancias que favorecem a formacao de
uma emulsdo sdo conhecidas como agentes emulsificantes (Wagner, 2000).
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Um dos mais convenientes ingredientes da proteina do leite é o caseinato de
sodio, que apresenta boa solubilidade, atividade de superficie, resisténcia ao
aquecimento, e propriedades de retencdo de agua. O caseinato de sédio é
amplamente utilizado como agente estabilizante de emulsées nos alimentos, tais
como sorvetes, cafe cremoso e cremes liquidos (Doxastakis, citado por Dickinson,
1999).

O objetivo deste capitulo foi avaliar as propriedades funcionais espumantes
e emulsificantes de trés caseinas obtidas por diferentes processos: coagulo de
caseina obtido por coagulagéo enzimatica (COC), caseina micelar obtida pelos
processos de microfiltragdo e diafiltracdo do leite bovino fluido (CM) e caseina
comercial (CC).
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Material

Foram utilizadas as caseinas obtidas por coagulacéo enzimatica (COC),
micelas de caseina obtida do leite bovino fluido (CM), e caseina comercial (CC)
(M. Cassab Ltda). Os processos de obteng&o do coagulo de caseina e da caseina

micelar estao descritos no capitulo 2.

4.2.2. Métodos

4.2.2.1. Capacidade espumante e estabilidade da espuma

Formacgdo de Espuma

A capacidade de formacgdo de espuma foi determinada atraves do método
descrito por Mohanty et al. (1988). Foram preparadas dispersées das proteinas
(COC, CM, CC) a 3% em diferentes pHs (4,0; 6,0 e 8,0) e concentragbes de
cloreto de sodio (0,00; 0,05 e 0,15M). As dispersdes foram mantidas sob agitacao
durante 30 minutos em agitador magnético.

Posteriormente o pH das dispersdes foi ajustado e o volume aferido para
100mL. As suspensdes foram batidas em batederia (Black Deker), na velocidade
maxima (980rpm) por um periodo de 5 minutos. A espuma foi imediatamente
transferida para provetas e o volume inicial de espuma (Vo) foi registrado. A
porcentagem de espuma formada (CESP%) foi calculada pela equacéo:

Vo (mL)
CESP %= x 100
Volume original da solugéo de proteina (mL)
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Estabilidade da espuma

A espuma foi deixada por 60 minutos em provetas de 250, 500 ou 1000mL
(de acordo com o volume de espuma obtido) e foram medidos, simultaneamente,
0 volume da coluna de espuma e o volume do liquido drenado com o decorrer do
tempo. O modelo empirico proposto por Elizalde et al. (1991), foi utilizado para
determinar o perfil de drenagem do soro de espuma para diferentes proteinas, por
se ajustar perfeitamente aos dados experimentais. Por este modelo, o volume de

liquido drenado em func¢éo do tempo € dado por:

Vxt
e [1]

(B+1)
onde:
v(t)= volume de liquido drenado no tempo t
V= volume maximo de liquido drenado
B= tempo necessario para drenar V/2 (tempo de meia vida da espuma)

A taxa de drenagem do liquido pode ser obtida derivando a equagao (1) com

respeito ao tempo.

dv (V=v)?
= [2]
dt (VB)

onde:
(V-v)= representa a quantidade de liquido que permanece na espuma;
(VB)'= representa a constante de drenagem (K). Entdo K pode ser

calculado, como:
K=(V x B)" [3]

A taxa inicial de drenagem R, pode ser obtida da equacgéo (2), bastando para

isso tomar v=0 para t=0, assim:
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(dv) Vv
Ro = = (4]
(dt)™ B

A estabilidade da espuma foi avaliada pela redugdo percentual do seu
volume apods 30 e 60 minutos em relagéo ao seu volume inicial, conforme descrito
por Patel et al., (1988).

Volume de espuma apds 30 ou 60 min.
% EEs= x 100

Volume inicial da espuma incluindo o volume do liquido (Vo)

4.2.2.2. Capacidade emulsificante e estabilidade de emulsio

Capacidade emulsificante (CE)

E definida como a quantidade maxima de dleo que pode ser dispersa em
fase aquosa para um dado procedimento experimental. Esta andlise foi realizada
conforme o procedimento descrito por De Kanterewicz et al. (1987), utilizando-se o
homogeneizador Ultra-Turrax T-25.

Dispersbes a 1% de proteina e o6leo foram combinadas em diferentes
proporgdes mantendo o volume total igual a 50mL, até encontrar o ponto onde
ocorreu o colapso da emuls&o, visualizada pela separacdo de fases e utilizando-se
corante lipossoluvel — Sudan Ill para facilitar essa visualizagdo. As emulsdes
foram agitadas a velocidade de 9500 rpm por um tempo de trés minutos, antes de
se adicionar incrementos de dleo, sendo mantidas em banho de gelo para evitar o
aquecimento da amostra. A capacidade de emulsificacdo foi expressa em mL de
oleo adicionado até alcangar o ponto de inversao por g de proteina.
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Estabilidade de emulsao (EE)

Foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Acton & Safle
(1970) com algumas adaptacdes as condicdes do laboratdrio. As emulsées foram
feitas com 50mL de ¢leo de soja e 50mL de dispersées de proteina a 1%, que
foram homogeneizadas a 9500 rom em homogeneizador Ultra-Turrax T-25 por
trés minutos em banho de gelo. Aliquotas de 10mL foram colocadas em tubos de
ensaio e deixadas por 24 horas a 37°C + 2°C. Foi determinada a umidade (U) da
emulsao recém preparada. Apos 24 horas a 37°C, removeu-se com pipeta, 5mL
da amostra do fundo do tubo e foi determinada a umidade.

A razdo estabilidade para cada amostra foi determinada com base na
alteracao da porcentagem de umidade (agua) retirada na emulsdo apés 24 horas,

onde U representa a umidade.

100 - Uosn
EE (%) = x 100
100 - Uinicial

4.2.2.3. Anadlise Estatistica

Todos os resultados encontrados no estudo foram analisados através da
analise de variancia (ANOVA) e as possiveis diferencas entre médias (p<0,05)
pelo teste de Tukey (Gomes, 1982), utilizando-se o programa “Statistica: Basic
Statistics and Tables”.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Propriedades Espumantes

As propriedades espumantes do coagulo de caseina obtido por coagulagao
enzimatica (COC), caseina comercial (CC) e caseina micelar (CM) foram
estudadas através da % de expansao de volume e estabilidade de espuma apds o
periodo de 30 e 60 minutos, em funcdo dos diferentes pHs (4,0; 6,0 e 8,0) e das
diferentes concentragdes de cloreto de sodio (0,00M, 0,05M e 0,15M). O coagulo
de caseina nao apresentou propriedades espumantes nas condi¢des estudadas.

A capacidade de expansdo de espuma (% CESP) esta apresentada nas
figuras 4.1 e 4.2. Nao houve influéncia significativa das concentragdes salinas
estudas nos pHs 4,0 e 8,0 para as amostras analisadas.

A figura 4.1 ilustra que a melhor capacidade de formag&o de espuma para a
CM foi conseguida em pH 4,0 independente da concentragdo salina. De acordo
com a literatura, a maxima capacidade espumante para proteinas nao
desnaturadas tem sido observada em pHs acidos, e o pH afeta de maneira
marcante as propriedades espumantes das proteinas (Sgarbieri, 1998).

Dos valores de pHs estudados, houve diferenca significativa em fungcéo da
concentracéo salina somente em pH 6,0, onde a % CESP a 0,15M de NaCl foi
superior, em relacdao a 0,05M e em auséncia de sal. Nos pHs 6,0 e 8,0, as
proteinas encontram-se ionizadas, uma vez que esse valor de pH situa-se acima
da faixa de seu ponto isoelétrico. No entanto, segundo Demetriadis et al. (1997), a
adicdo de cloreto de sodio pode provocar a floculagdo de proteinas, mesmo
estando carregadas eletricamente, porque os ions interferem nas forgas repulsivas
que contribuem para a manutengao das proteinas em solucéo.
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FIGURA 4.1 - Representacao grafica da capacidade de expansdo de espuma
(%CESP) para caseina micelar (CM). Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas. Letras mintusculas mesmo pH em funcdo da concentragdo de NaCl.

Letras maiusculas nos diferentes pHs para a mesma concentragao de NaCl.
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FIGURA 4.2 - Representacao grafica da capacidade de expansdao de espuma
(%CESP) para caseina comercial (CC). Letras mintsculas mesmo pH em funcgéao
da concentracédo de NaCl. Letras maiusculas nos diferentes pHs para a mesma

concentracao de NaCl.
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Além disso, ions salinos competem com as cargas das proteinas pela agua
diminuindo a capa de hidratacao e permitindo a atragao proteina-proteina, reducao

da solubilidade e consequiente diminui¢do da expansao de volume.

O inverso ocorre com a CC, mostrada na figura 4.2, onde se observa que a
menor expansdo de volume foi conseguido em pH 4,0. A capacidade de formacao
de espuma foi crescente com o aumento do pH, pois como a proteina apresenta-
se mais desnaturada, os grupos hidrofébicos estdo mais expostos, proporcionando
um aumento da solubilidade (‘salting in’), fazendo com que a proteina se difunda
rapidamente a superficie, desdobrando-se e orientando-se, ocasionando
consequentemente a reducao da tensao interfacial e permitindo o aprisionamento
de maior quantidade de ar pelo filme protéico, melhor flexibilidade da lamela e
uma maior formagao de espuma.

Nas figuras 4.3 e 4.4 estdo apresentados os efeitos do pH e da
concentracdo salina na estabilidade da espuma (%EEs) apos 30 e 60 minutos,
para a caseina micelar e para a caseina comercial, respectivamente. Segundo
Sgarbieri (1998), dependendo da concentracdo, o sal deve afetar a propriedade
espumante, aumentando ou diminuindo a solubilidade da proteina o que pode
reduzir a estabilidade da espuma retardando o grau critico de desnaturacao

necessario para a estabilizagdo das membranas.

A estabilidade da espuma para a CM esta ilustrada na figura 4.3, onde se
observa que a %EEs apés 30 e 60 minutos apresentou-se semelhante nos pHs
6,0 e 8,0, independente das diferentes concentragdes salinas. A estabilidade foi
bastante baixa no pH 4,0 em agua e em 0,056M de NaCL, apresentando boa
estabilidade em pH 8,0 até 30 minutos. A caseina micelar, segundo a literatura, &
desestabilizada quando o pH é ajustado para préximo do ponto isoelétrico (Fox &
McSweeney, 1998), pois quando o pH é reduzido, o fosfato de calcio coloidal
(FCC) dissolve-se e a micela sofre alteragdes desintegrando-se em particulas
menores (Kruif, 1999).
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OpH6,0 EEs 60 pH 8,0 EEs 30' OpH 8,0 EEs 60’

FIGURA 4.3 - Representagéao grafica da estabilidade da espuma (%EEs) apés 30
e 60 minutos para a caseina micelar (CM) em fung¢ao da concentragcdo de NaCl e
do pH. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p>0,05).
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FIGURA 4.4 - Representacgao grafica da estabilidade da espuma (%EEs) apo6s 30

e 60 minutos para a caseina comercial (CC) em funcéo da concentragcao de NaCl

e do pH. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p>0,05).
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Embora a CC em presenca de NaCl tenha a capacidade de adsorver-se
rapidamente, diminuindo a tensao superficial, a estabilidade da espuma foi inferior
a 40% (figura 4.4). Portanto, pode-se concluir que as propriedades que permitem
uma proteina formar espuma rapidamente ndo sdo as mesmas que conferem

estabilidade a esta espuma.

Observa-se na figura 4.4 que a maior estabilidade da espuma para a CC foi
conseguida em solugdo aquosa em pH 6,0, seguido do pH 8,0. Nestes mesmos
pHs também se observou que a adicdo de sal nas concentragées de 0,05M e
0,15M diminuiu a %EEs .Isso ocorreu pois, segundo a literatura, proteinas
altamente hidrofébicas como a CC, formam filmes delgados e menos viscosos, por
causa da hidratagao deficiente.

Aléem disso, proteinas com elevada densidade de cargas em que a
hidratagao nao € um fator limitante, a maior repulsao eletrostatica entre moléculas
de proteina causa desestabilizagao dos filmes e conseqiente drenagem do liquido
(Sgarbieri, 1998)

Geralmente sao utilizados dois processos para caracterizar a estabilidade da
espuma, a drenagem do liquido e o colapso da coluna de espuma. Pelos dados
experimentais obtidos da drenagem do liquido de espuma em fungao do tempo
(60min.), utilizou-se o modelo matematico proposto por Elizalde et al. (1991),
sendo que a equacgao permite descrever com precisao a drenagem do liquido para

as diferentes amostras em estudo.

Os valores obtidos encontram-se nas tabelas 4.1 e 4.2, onde estdo
apresentados os parametros que descrevem a drenagem do liquido da espuma de
dispersées de 3% de proteina da caseina micelar e da caseina comercial,

respectivamente.
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TABELA 4.1 - Parametros que descrevem a drenagem do liquido da espuma de

dispersdes de 3% de proteina da caseina micelar (CM).

pH []NaCl V (mL) B (min.) Ro (mL/min.) K (mL/min)”
0,00 M 78 +252° 12,29 6,35 0,0010
40 0,05M 80 +0,58° 6,97 11,48 0,0018
0,15M 78 +3,61° 8,17 9.53 0,0016
0,00 M 75+ 0,58° 1,03 72,82 0,0129
6,0 0,05M 774153 2100 37,56 0,0063
0,15M 72 £+ 5,297 3,75 19,20 0,0037
0,00 M 83+1,73° 0,51 162,75 0,0236
8,0 0,05M 72 +2,00° 2,24 32,14 0,0131
0,15M 74 +1,53° 2,69 27,51 0,0050

TABELA 4.2 - Parametros que descrevem a drenagem do liquido da espuma de

dispersdes de 3% de proteina da caseina comercial (CC).

pH []NaCl V (mL) B (min.) Ro (mL/min.) K (mL/min)”
0,00 M 88 + 2,00° 0,66 133,33 0.0172
40 0,05M 93 + 5,69° 0,72 129,17 0,0149
0,15M 86 +1,53° 0,59 145,76 0,0197
0,00 M 79 +5677° 10,26 710 0,0012
6,0 0,05M 98 + 5,00° 8,38 11,76 0,0012
0,15M 83 + 2,89° 10,66 7,79 0,0011
0,00 M 93 +2,52° 13,25 7,02 0,0008
8,0 0,05M 96 + 4,04° 9,02 10,43 0,0011
0,15M 92 +2,08° 293 31,40 0,0059

V= volume maximo de liquido drenado; B= tempo de meia-vida da espuma; Ro=

taxa de drenagem inicial K= constante de drenagem. Resultados s&o média de 3

determinagbes analiticas + desvio padrdo. Médias seguidas por uma mesma letra

minuscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A meia-vida de espuma (B), que corresponde ao tempo necessario para
drenar metade do volume maximo do liquido (V), serviu como parametro de
comparagao da estabilidade da espuma para as diferentes amostras. De acordo
com Britten & Lavoire (1992), o indice B, pode ser o mais indicado para comparar
a estabilidade da espuma, porque eie ndo depende do volume inicial da espuma

formada.

Como espumas mais estaveis apresentaram maiores valores de B e valores
mais baixos de K (constante de drenagem), a CC em pH 8,0 foi a que obteve a
maior estabilidade, seguida da CM em pH 4,0, ambas em auséncia de solucédo de
NaCl. No entanto, os maiores valores da constante de drenagem ao longo do
tempo (K) foram determinados para a CM em pH 8,0 e para a CC em pH 4,0,
ambas em solugdo aquosa, indicando que nestas condigbes as amostras foram

menos estaveis.

As figuras 4.5, 4.6 e 4.7 representam a cinética de drenagem do liquido
(mL) em fungc&o de tempo, respectivamente nos pHs 4,0; 6,0 e 8,0. O pH exerce
uma influéncia marcante nas propriedades de espuma, particularmente na

estabilidade, por seu efeito direto na carga liquida da proteina.

Observa-se na figura 4.5 que ndo houve diferenca significativa entre as
diferentes concentragbes salinas para a CC, sendo que esta obteve uma
drenagem significativamente mais elevada e mais rapida que a CM no pH 4,0.
Segundo Lourengo (2000), as proteinas que possuem boa capacidade de
formacdo de espuma, em virtude de sua flexibilidade estrutural, suas espumas sdo
Instaveis por causa das propriedades viscoelasticas, viscosidade, resisténcia ao

cisalhamento, elasticidade do filme protéico que encapsula o ar.
Isso foi determinado, segundo os dados experimentais, para a caseina

comercial, a qual teve uma porcentagem de expansdo elevada, porém baixa

estabilidade, portanto uma drenagem mais rapida do liquido.
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FIGURA 4.5 - Representacao grafica da estabilidade da espuma para a caseina
comercial (CC) e para a caseina micelar (CM) em fungéo da concentragéo de sal e
em pH 4,0. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas na estabilidade ap6s
60 min.

A figura 4.6 ilustra a cinética de drenagem das amostras CM e do CC em
pH 6,0, onde observa-se uma tendéncia semelhante de drenagem do liquido para
os diferentes tratamentos nas diferentes concentragdes salinas, com excec¢édo da
CC em 0,05M de NaCl, que teve um volume drenado significativamente superior
aos demais tratamentos. A CC mostrou-se mais estavel até um tempo de 10
minutos, verificando-se que a presenca de sal tende a melhorar a estabilidade da
CM e a desestabilizar a CC.

Observa-se que na figura 4.7 as curvas de drenagem em pH 8,0, foram
semelhantes as obtidas em pH 6,0, ou seja, a CC mostrou-se mais estavel nos
primeiros 5 minutos; no entanto, as amostras de CM apresentaram-se mais
estaveis nas concentragées de 0,05 e 0,15M de cloreto de sédio. Conforme citado
por Augustin (2000), as micelas de caseina tém diferentes afinidades na interface,
e respondem diferentemente quando na presenca de sal.
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FIGURA 4.6 - Representagao grafica da estabilidade da espuma para a caseina

comercial (CC) e para a caseina micelar (CM) em fungéo da concentragéo de sal e

em pH 6,0. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas na estabilidade apés
60 min.
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FIGURA 4.7 - Representacao grafica da estabilidade da espuma para a caseina
comercial (CC) e para a caseina micelar (CM) em fungdo da concentragao de sal e

em pH 8,0. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas na estabilidade apos
60 min.
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Observa-se pela drenagem do liquido nos pHs 6,0 e 8,0, que a caseina
comercial apresentou-se inicialmente mais estavel que a caseina micelar. No
entanto, com o passar do tempo a drenagem do liquido tornou-se mais rapida,
portanto de menor estabilidade de espuma. Segundo a literatura, a desnaturagao
resulta da ruptura de ligagdes ou interagdes intramoleculares, de tal forma, que a
proteina desnaturada contera muitos grupos potencialmente capazes de formar
ligagbes com os solventes ou entre as moléculas de proteina (Sgarbieri, 1996).
Isso foi o que aconteceu com a CC.

4.3.2. Propriedades Emulsificantes

Interagbes de proteinas e lipideos sao comumente encontradas em
alimentos e a habilidade da proteina de formar emulsdes estaveis € importante
(Kim et al., 1990). As propriedades emulsificantes da caseina comercial (CC),
coagulo de caseina (COC) e caseina micelar (CM) foram estudadas através da
determinacado da capacidade emulsificante (CE) e da estabilidade da emulsao
(EE) em fungédo dos pHs 4,0 e 7,0.

A capacidade emulsificante da proteina foi significativamente mais elevada
no pH 7,0 do que no pH 4,0 nas trés amostras estudadas. Os resultados
apresentados estdo de acordo com a literatura, ou seja, conforme o pH se
distancia do ponto isoelétrico da proteina ocorre um aumento da carga elétrica e
possivelmente melhora da solubilidade da proteina; ocorre ainda uma elevacao da
capacidade emulsificante. Esse efeito do pH sobre a capacidade emulsificante da
proteina esta representado na figura 4.8.

A quantidade maxima de 6leo que pode ser emulsificada pela disperséo 1%
de proteina da caseina comercial foi superior as demais amostras. Segundo
Duarte et al. (1998), na faixa de pH 3,0 a 5,0 a solubilidade da caseina €
praticamente zero. Mesmo assim, apresenta razoavel capacidade emulsificante.
Esta influéncia do pH na solubilidade, segundo alguns autores, pode interferir na
quantidade da proteina absorvida na interface 6leo/agua (O/A) e, dessa maneira
modificar as propriedades emulsificantes da proteina.
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FIGURA 4.8 - Representacdo grafica da capacidade emulsificante (CE) para a
caseina comercial (CC), coagulo de caseina (COC) e para a caseina micelar (CM)
em funcdo do pH. Letras minusculas indicam resultados estatisticos para as
diferentes amostras em cada pH. Letras mailusculas mostram resultados da

estatistica para cada amostra em diferentes pHs.

As amostras podem ser separadas em dois grupos dependendo da
estrutura ordenada (micelas) e desordenada (caseina comercial). Observa-se que
a proteina desordenada tem uma maior capacidade emulsificante que as proteinas
agregadas pois, segundo Euston & Hirst (2000) a CM tem uma maior propor¢ao
de grupos hidrofilicos e a superficie menos hidrofobica condiciona uma redugao da

adsorc¢ao na interface A/O.

A caseina micelar apresentou uma capacidade emulsificante inferior ao da
caseina comercial. Os resultados experimentais obtidos estdo de acordo com a
literatura ao citar que muitas estruturas de proteina agregadas do leite, tais como
a caseina micelar ndao sdo boas formadoras de emulsédo porque sao inflexiveis (a
estrutura se mantém junta pelas pontes de calcio) e ndo migram rapidamente para

a interface 6leo-agua (Euston & Hirst, 2000).
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Das amostras estudadas, o coagulo de caseina apresentou a menor
capacidade emulsificante. Esta caracteristica pode ser atribuida a sua baixa
solubilidade (inferior a 5%) pois, segundo Lourengo (2000) as proteinas nsollveis
com hidrofobicidade elevadas sao pouco eficazes porque agregam-se
extensivamente na interface.

Courthaudon et al. (1999), concluiram em seus estudos que o caseinato de
sodio tem uma superficie mais ativa que as micelas de caseina, e emulsdes com
as micelas sdao mais viscosas que aquelas feitas com o caseinato.
Conseqlientemente, a estrutura desordenada da caseina tem grande influéncia na
atividade de superficie e na adsor¢ao na interface 6leo-agua.

Um minimo de solubilidade é requerido, pois o lado hidrofébico da proteina
orienta-se para a face apolar (6leo) enquanto que cargas e/ou segmentos polares
se orientam para contactar a fase aquosa e a maior parte das moléculas ocupa a
interface, interagindo com as moléculas vizinhas e conferindo forca e
viscoelasticidade ao filme (Sgarbieri, 1998).

Cada proteina ou produto protéico se comporta de forma peculiar na
estabilidade das emulsdées, em virtude das caracteristicas que regulam a
habilidade de cada uma responder ao conjunto de fatores ou condigdes
extrinsecas da emulsao a interface (Lourencgo, 2000).

As caseinas do leite sao agentes eficazes para formar emulsées, mas nao
dao origem a filmes rigidos, resistentes e estaveis por longo tempo, isto €, nao sao
agentes estabilizadores adequados (Lourenco, 2000). A figura 4.9 ilustra a
estabilidade da emulsao apés 24 horas para a CC, COC e CM nos pHs 4,0 e 7,0.
Observa-se que a estabilidade da emulsdo € influenciada pelo pH, e que em pH
4,0 existem diferencas significativas entre as amostras. A menor estabilidade da

emulsao (50%) foi determinada para a caseina micelar em pH 4,0.
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FIGURA 4.9 - Representacido grafica da estabilidade da emulsado (EE) para a
caseina comercial (CC), coagulo de caseina (COC) e para a caseina micelar (CM)
em fungcdo do pH. Letras mindsculas indicam resultados estatisticos para as
diferentes amostras em cada pH. Letras mailsculas mostram resultados da

estatistica para cada amostra em diferentes pHs.

Observa-se na figura 4.9 que a emulsdo mais estavel (85%) foi conseguida
com a CC em pH 4,0 e que esta de acordo com a literatura. Fennema (1985)
sugere que quanto mais hidrofébica for a proteina, maior sera sua concentragao

na interface e menor a tensao superficial, sendo a emulsdo, mais estavel.

De acordo com Mangino (1994), em valores préximos ao pl, as proteinas
sdo capazes de formar filmes interfaciais mais coesos e mais viscosos, o que &
benéfico para a estabilidade da emuls&o. Entretanto, em alguns casos como foi
observado para a caseina, a capacidade emulsificante pode ser mais elevada em
uma faixa de pH distante do ponto isoelétrico.
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Mulvihill & Murphy (1991) também encontraram resultados mostrando que o
caseinato de calcio e a caseina micelar dédo maior estabilidade as emulsées que o
caseinato de sodio, mas ndo sdo boas formadoras de emulsées. Leman et al.
(1988) mostraram que em pH neutro a estabilidade das emulsées das proteinas
do leite decresce na ordem da caseina micelar > leite desnatado > proteinas do
SOro.

De Kanterewicz et al. (1987) estudaram a relagdo entre a capacidade de
absor¢do espontdnea de &agua (CAA) e de oleo (CAO) e a capacidade de
emulsificagéo e chegaram a conclus@o de que a capacidade emulsificante (CE)
esta diretamente relacionada com a razdo entre a absorgio de agua e a de dleo
(CAA/CAO) expressa em mL de agua absorvida/mL de o6leo absorvido. Dessa
forma pode-se predizer a capacidade emulsificante pelo célculo do balango
hidrofilico/lipofilico (CAA/CAQO). Na tabela 4.3, pode-se perceber que, quanto
maior a relagdo CAA/CAO tanto maior devera ser a capacidade de emulsificagio
do sistema.

TABELA 4.3 - Raz&o entre a capacidade de absorgdo de agua (CAA) e a
capacidade de absorgéo de oleo (CAO) para a caseina comercial (CC), coagulo

de caseina (COC) e caseina micelar (CM)

Amostra CAA CAO CAA/CAO CE CE
(mL agua (mL éleo  (mL de agua/ pH 4,0 pH 7,0
absorvida) absorvido) mL de 6leo)
cC 2,74+011°  1,97+0,21° 1,4140,19® 258,15+3,59°% 381,15+3,59°
coc 1,98+0,13° 1,38+0,08° 1,4440,14°® 110,0146,17° 129,21+10,20°
CM 4,80+0,13* 4,69+,06° 1,02+0,03°  160,38+1,78° 246,31+ 226"

Médias seguidas por uma mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

No entanto, para o COC os dados experimentais ndo condizem com a
citacdo de De Kanterewicz et al. (1987), talvez porque essa razdo CAA/CAO nao
possa ser aplicada para amostras com uma solubilidade muito baixa, inferior a 5%,
como € o caso do COC.
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4.4. CONCLUSOES

Pode-se concluir que as vérias preparagoes de caseina diferem bastante em
relacdo as suas propriedades de superficie. As variagbes sado atribuidas
principalmente as diferencas nas propriedades moleculares como composicZo e a
sequéncia de aminoacidos, flexibilidade conformacional e relagdo
hidrofobicidade/hidrofilicidade, as quais estdo associadas as estruturas das

proteinas.

O coagulo de caseina ndo apresentou propriedades espumantes nas
condigbes estudadas. A caseina micelar apresentou a melhor capacidade de

expansao de espuma em pH 4,0 e a caseina comercial em pH 6,0.

Quanto a estabilidade da espuma, a caseina micelar mostrou-se bastante
estavel nas diferentes concentragdes salinas apds 60 minutos. No entanto, a

presenca de sal diminuiu a estabilidade da espuma para a caseina comercial.

A capacidade emulsificante da proteina foi significativamente mais elevada
no pH 7,0 do que no pH 4,0 nas trés amostras estudadas (CC> CM > COC). A
caseina comercial apresentou emulsdes mais estaveis que o coagulo de caseina e
caseina micelar.
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CAPITULO 5

EFEITO DA HIDROLISE ENZIMATICA SOBRE AS PROPRIEDADES
FUNCIONAIS DO COAGULO DE CASEINA

RESUMO

Com o objetivo de verificar a influéncia do grau de hidrélise sobre as
propriedades funcionais hidrofilicas (capacidade de absorcdo espontdnea de
agua-CAA, capacidade de retencéo de agua-CRA e solubilidade da proteina-SP) e
de superficie (capacidade de formagédo e estabillidade de espumas e de
emulsbes), a caseina obtida por coagulacdo enzimatica (COC) foi submetida a
hidrolise controlada, usando-se a enzima comercial Flavourzyme, produzida pela
Novo Nordisk S.A. O grau de hidrélise (GH) foi determinado seguindo-se a reacéo
em um pH-stat porém sem ajuste do pH, e foi determinado através da reacéo do
TNBS (&cido trinitrobenzeno sulfénico). Os graus de hidrolise obtidos foram: 5,7:
12,8, 20,1 e 35,8%. Observou-se que quanto maior o grau de hidrélise maior a
solubilidade e menor a capacidade de retencéo de agua dos hidrolisados. Quanto
a capacidade de absorgdo espontédnea de agua no COC (n&o hidrolisado),
observou-se resultados mais elevados (1,98mL agua/g proteina) que os
hidrolisados de GH 20,1 e 35,8%, porém inferiores aos com GH 5,7 e 12.8%. A
hidrélise enzimatica melhorou a capacidade de formag&o de espuma, pois 0 COC
controle n&o formou espuma nas condigbes estudadas. A melhor capacidade de
formacao de espuma foi conseguida com o GH 12,8 % (CESP= 733); no entanto,
a maior estabilidade foi obtida com o hidrolisado com 5,7% de grau de hidrdlise.
N&o houve diferengas significativas entre o GH 5,7% e o COC quanto a formacéo
da emulséo, mas a estabilidade da emuls&o do hidrolisado a 5,7% de grau de
hidrélise foi significativamente superior ao coagulo de caseina. Os demais
hidrolisados, 12,8; 20,1 e 35,8% nao formaram emulsdo devido a baixa
estabilidade apresentada.
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5.1. INTRODUGAO

A hidrdlise de proteinas pode ser produzida com dois objetivos distintos,
alteragédo de propriedades funcionais e produgdo de pequenos peptidios e
aminoacidos para serem utilizados em alimentos dietéticos ou como agentes

flavorizantes (Kilara, 1985).

A funcionalidade das proteinas pode ser alterada por tratamentos fisicos e
quimicos tais como pH, forga iénica, aquecimento, forca mecanica, bem como
tratamentos enzimaticos (Nielsen, 1997). A modificacdo enzimatica apresenta
maiores beneficios e vantagens sobre a quimica (Kilara, 1995), além de ser uma
alternativa para modificar a estrutura da proteina melhorando as propriedades
funcionais (Chobert et al., 1996).

A modificagdo da estrutura da proteina melhora a solubilidade, as
propriedades de formacéo de espuma, emulséo e geleificagdo (Nielsen & Olsen,
2002). Segundo Panyam & Kilara (1996), a hidrélise enzimatica da proteina resulta
em: a) diminui¢do do peso molecular, b) aumento do nimero de grupos ionizaveis
e, C) exposicdo de grupos hidrofdbicos que estavam escondidos. A mudanca das
propriedades funcionais de uma proteina é resultado destes efeitos.

O grau de hidrdlise (GH) é a medida da extens&do da degradac&o hidrolitica
de proteinas isto €, refere-se a porcentagem de ligacdes peptidicas clivadas. E
considerado o meio mais pratico e conveniente para controlar o processo de
hidrdlise (Adler-Nissen, 1986). O GH é também o melhor indicador para comparar
diferentes amostras de hidrolisados protéicos, visto que é o principal determinante
das propriedades dos hidrolisados (Mahmoud et al., 1992). O étimo grau de
hidrdlise depende do produto requerido. As propriedades funcionais de um
hidrolisado s&o muito diferentes da proteina nativa (Ortiz & Wagner, 2002), sendo
entdo governados pelo peso molecular e hidrofobicidade dos polipeptidios
resultantes (Adler-Niessen, 1986).

Este capitulo teve como objetivos verificar a influencia do grau de hidrélise
sobre as propriedades funcionais da caseina obtida por coagulacdo enzimatica
(COC).



CAPITULO 5

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Material

A matéria-prima usada para a produgdo dos quatro hidrolisados enzimaticos
foi o coagulo de caseina (processo de obtencéo descrito no Cap.2). A enzima
utilizada foi a Flavourzyme 500L (Novo Nordisk) com atividade declarada de 500
LAPU/g proteina, mantida sob refrigeragdo durante todo o experimento.

5.2.2. Métodos

5.2.2.1. Obtencao dos Hidrolisados

A caseina obtida através da coagulagdo enzimética (coagulo de caseina-
COC) foi hidrolisada com a enzima Flavourzyme, mantendo-se a agitacdo
constante. A reagéo foi feita em agua deionizada, suspenséo de 8% de proteina
(peso/volume) a temperatura de 38 + 1°C e em sistema descontinuo. O pH inicial
foi o da suspenséo da matéria-prima em agua (pH 7,0 + 0,3). Durante a hidrélise

n&ao houve ajuste do pH.

Foram realizados ensaios empregando-se diferentes relacées enzima
substrato ([e/s]= 1:30 e 1:9) e tempos de incubagdo dependentes do grau de
hidrdlise pretendido nas condi¢cdes preconizadas pelo fabricante. Determinou-se a
solubilidade dos produtos hidrolisados a pH 6,5 seguindo-se 0 método de Morr et
al. (1985), e entao definiu-se a % GH desejado para posteriores testes funcionais.

O ponto final da reagéo foi obtido mediante inativagdo térmica da enzima a

75°C por 10 minutos. O material obtido foi seco por liofilizagdo. O fluxograma do
processo de obtengéo dos hidrolisados protéicos esta ilustrado na figura 5.1.
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COAGULO DE CASEINA
(COC)

Solugdo aquosa (8% p/v))
T=38°C; pH=7,0+0,3

Agitacao

Adicao enzima Flavourzyme
[EV[S]: 1:9

Hidrélise

’ Sem aiuste do pH
1

Tratamento Térmico

Inativagéo da enzima
75°C / 10min.

Resfriamento 25 °C

congelamento

Liofilizacao

HIDROLISADOS
cocC

FIGURA 5.1- Fluxograma que representa a obtencéo dos hidrolisados a partir do

coagulo de caseina (COC), através da hidrélise enziméatica com a Flavourzyme.
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5.2.2.2. Determinag¢do do grau de hidrélise (GH)

O GH foi definido segundo Adler-Nissen (1986) como o numero de ligagdes
peptidicas clivadas ou numero de grupos amino livres formados durante o
processo de hidrdlise, expresso em equivalente de hidrélise (h). O nimero total de
ligagGes peptidicas antes da hidrélise (H total) foi determinado pela composicdo de

aminoacidos da proteina em mmol/g de proteina.

De acordo com Adler-Niessen (1979) o H total da caseina € 8.2. O H total
determinado para o coagulo de caseina (9,88) foi utilizado nos calculos para

determinacg&o do grau de hidrolise. O GH foi calculado segundo a expresséo:

h n° de ligagdes peptidicas clivadas
GH = = x 100
h total n° total de ligagdes peptidicas

Para a determinacdo do grau de hidrolise (GH) foi utilizado o método
proposto por Adler-Niessen (1979), que consiste na medida espectrofotomeétrica
do cromoforo formado pela reacao entre o acido trinitro-benzenosulfénico (TNBS)
e grupos aminicos sob condigdes alcalinas.

O progresso da hidrolise foi seguido através da retirada periddica de
aliquotas do meio de reagdo e consequentemente inativacdo térmica da enzima
(75°C por 10 minutos), seguindo-se de reagcdo com TNBS para a determinagéo do

grau do numero de ligagdes peptidicas clivadas.

Apos 1 hora de incubagdo a reacao foi interrompida por abaixamento do pH
(HCI 0,1N). A amostra foi dispersa em dodecil sulfato de sodio (SDS) e a reacao
ocorreu em presenca de tampao fosfato 0,2125M e pH 8,2. Como padrao utilizou-

se a L-leucina. A leitura foi efetuada a 340 nm.
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5.2.2.3. Determinag¢do do nitrogénio solavel em TCA

O GH também foi determinado através do nitrogénio solivel de amostras
tratadas com 10% de acido tricloroacético —TCA (Kim et al., 1990), onde 1g da
amostra hidrolisada foi suspendida em 100 mL de agua, ou seja, solucado a 1%.
Uma aliquota desta suspensdo foi utilizada para a determinagdo do nitrogénio
atraves do método Kjeldahl (AOAC, 1990).

Uma aliquota de 10mL da suspensdo aquosa da amostra hidrolisada foi
misturada com 10mL de TCA 20% e posteriormente centrifugada a 12.100g por 15
minutos. O nitrogénio soluvel foi entdo determinado no sobrenadante através do
Kjeldahl (AOAC, 1990). A %GH foi determinado segundo a expresso:

nitrogénio soluvel em solugdo de TCA 10%
GH = x 100
nitrogénio total

5.2.2.4. Composigao dos Hidrolisados

- Umidade e sdlidos totais: foram determinadas de acordo com os
procedimentos descritos no AOAC (1990). Fundamenta-se na evaporagado da

agua presente no alimento e pesagem do residuo sélido.

- Residuo mineral (cinzas): foi determinada de acordo com os procedimentos
descritos no AOAC (1990). Baseia-se na determinagdo do residuo inorganico que

fica depois de calcinar a matéria organica de uma amostra.
- Nitrogénio Total: determinado pelo método microKjeldahl, segundo método

descrito na AOAC (1990). A proteina bruta foi obtida multiplicando-se o nitrogénio

total pelo fator 6,38.
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5.2.2.5. Eletroforese

A determinagao do perfil eletroforético dos hidrolisados foi realizada de
acordo com Laemmli (1970), metodologia descrita no capitulo 2 (2.2.6). Também
se determinou o perfil eletroforético dos hidrolisados conforme método de
Schagger & Jagow (1987), onde foi preparado um gel de poliacrilamida com
gradiente entre 10 e 16% contendo tricina.

As dimensdes da placa utilizada foram de 8,3 x 10,2 cm. A eletroforese foi
conduzida a temperatura ambiente, utilizando uma unidade vertical Protein Il —
Bio-Rad empregando-se voltagem constante de 120 V. Foi injetado no gel 10uL de
cada amostra (solucéo a 1% de proteina). Os géis foram corados em Coomassie
Brilliant Bue G Colloidal (Sigma) por 24 horas e descorados em agua destilada.

Como marcador de peso molecular foi utilizado: a) LMW Calibration Kit
(Pharmacia) contendo: fosforilase B (94,0 kDa); albumina bovina (67,0 kDa);
ovalbumina (43,0 kDa); anidrase carbdnica (30,0 kDa); inibidor de tripsina (20,1
kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa); e b)padrdo de peptidios Pharmacia (2,512 a
16,949 kDa), contendo: globina (16,9 kDa), globina | + globina Il (14,4 kDa),
globina | + globina lll (10,7 kDa), globina Il (6,2 kDa) e globina Il (2,6 kDa).

5.2.2.6. Propriedades Funcionais Hidrofilicas
5.2.2.6.1. Capacidade de absorg¢ao espontanea de agua (CAA)

O método utilizado foi o empregado por Torgensen & Toledo (1977), o qual
consiste em um aparelho com um funil conectado a uma pipeta graduada (figura
3.1 — Cap.3). Uma massa conhecida de amostra (100 mg) foi espalhada sobre um

papel de filtro Whatman n°1, Umido, colocado no topo de funil de Buchner, com

agua ao nivel da placa perfurada.
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O ensaio foi conduzido a temperatura ambiente, sendo que as leituras de
agua absorvida foram feitas em intervalos de tempo, totalizando 30 minutos. O

resultado foi expresso em mL de agua absorvida por g de amostra.

volume de agua absorvida (mL)
CAA =

massa de amostra(g)

5.2.2.6.2. Capacidade de retencao de agua (CRA)

Para essa determinacéo foi seguida a técnica de Regenstein et al. (1984). As
dispersdes tiveram os valores de pH ajustados para 6,5 com NaOH ou HCI 0,1N, e
o volume aferido no final, para resultar em dispersdes com 1% de proteina. Apods
agitagdo por uma hora a temperatura ambiente, aliquotas de 30 mL foram
centrifugadas a 30.000g por 15 minutos & temperatura de 5°C. A seguir, o
sobrenadante de cada amostra foi reservado, e determinando-se o contetido de

proteina nos sobrenadantes. A capacidade de retencdo de agua foi dada pela
equacao:

peso amostra hidratada — peso amostra original
CRA = x 100
concentragé@o de proteina na amostra

5.2.2.6.3. Solubilidade

A porcentagem de solubilidade da proteina (%SP) foi determinada de acordo
com o método de Morr et al. (1985), que consiste em uma modificacdo do método
de determinag&o do indice de nitrogénio soltvel. Foram estudados os efeitos da
forca idnica produzida por cloreto de sddio (NaCl) a diferentes concentracdes (0 a
0,15M) em pH 6,5 a 25°C.
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Suspendeu-se 0,5g de amostra, ajustou-se o pH com NaOH ou HCI 0,1N. As
suspensdes foram mantidas sob agitacdo constante durante uma hora,
monitorando-se o pH estabelecido e, apds centrifugagado das suspensodes, foi
determinada a proteina solivel no sobrenadante pelo método de Kjeldahl
(semimicro), onde a %proteina= %nitrogénio x 6,38 (AOAC, 1990). A porcentagem
de proteina soltvel foi calculada pela férmula:

concentragdo de proteina no sobrenadante (mg/mL) x 50
% SP =

peso da amostra (mg) x conteudo de proteina da amostra (%)
100

5.2.2.7 Propriedades de Superficie

5.2.2.7.1 Formagao de Espuma

A capacidade de formagdo de espuma foi determinada através do metodo
descrito por Mohanty et al. (1988). Foram preparadas dispersdes dos hidrolisados
a 3% de proteina em diferentes concentragdes de cloreto de sodio (0,00; 0,05; e
0,15M). As dispersdes foram mantidas em agitagdo durante 30 minutos em
agitador magnético. Posteriormente, o pH das dispersdes foi ajustado para6,0e o
volume aferido para 100mL.

As suspensdes foram batidas em batederia (Black Deker), na velocidade
méxima (980rpm) por um periodo de 5 minutos. A espuma foi imediatamente
transferida para provetas (de acordo com o volume de espuma obtido) e o volume
inicial de espuma (Vo) foi registrado. A porcentagem de espuma formada
(CESP%) foi calculada pela equagéo:

Vo (mL)
CESP %= x 100
Volume original da solucéo de proteina (mL)
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5.2.2.7.2. Estabilidade da espuma

A espuma foi deixada por 5 minutos em provetas de 500 ou 1000mL (de
acordo com o volume de espuma obtido) e foram medidos, simultaneamente, o
volume da coluna de espuma e o volume do liquido drenado com o decorrer do
tempo. A estabilidade da espuma foi avaliada pela redugédo percentual do seu

volume em relac&o ao seu volume inicial, conforme descrito por Patel et al. (1988).

35.2.2.7.3. Capacidade emulsificante (CE)

E definida como a quantidade maxima de 6leo que pode ser dispersa em
fase aquosa para um dado procedimento experimental. Esta analise foi realizada
c. nforme o procedimento descrito por De Kanterewicz et al. (1987), utilizando-se o
homogeneizador Ultra-Turrax T-25.

Dispersées a 1% de proteina (pH 7,0) e 6leo foram combinados em
diferentes proporgées mantendo o volume total igual a 50 mL, até encontrar o
ponto onde ocorreu o colapso da emulsdo, visualizada pela separacéo de fases e
utilizando-se o corante lipossoltvel — Sudan il para facilitar essa visualizagdo. As
emulsSes foram agitadas a velocidade de 9500 rpm por um tempo de trés minutos,
antes de se adicionar incrementos de 6leo, sendo mantidas em banho de gelo
para evitar o aquecimento da amostra. A capacidade de emulsificacdo foi
expressa em mL de dleo adicionado até alcangar o ponto de inversdo por g de

proteina.

5.2.2.7.4 Estabilidade de emulséo (EE)

Foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Acton & Safle
(1970), com algumas adaptagdes as condigcdes do laboratorio. As emulsées foram
feitas com 50mL de dleo de soja e 50mL de dispersdes de proteina a 1% (pH 7,0)

foram homogeneizadas a 9500 rpm em homogeneizador Ultra-Turrax T-25, por
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trés minutos em banho de gelo. Aliquotas de 10mL foram colocadas em tubos de
ensaio e deixadas por 24 horas a 37°C + 2°C. Foi determinada a umidade da
emulséo recém preparada. Apos 24 horas a 37°C, removeu-se com pipeta, 5mL
da amostra do fundo do tubo e foi determinada a umidade.

A razao estabilidade para cada amostra foi determinada com base na
alteragao da porcentagem de umidade (agua), retirada na emulsdo apds 24 horas,

onde U representa a umidade.

100 - Uoan
EE (%) = x 100
100 - Uinicial

5.2.2.8. Analise Estatistica
Todos os resultados foram analisados através da anélise de variancia

(ANOVA) e as diferencas entre meédias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
(Gomes, 1982), utilizando-se o programa “Statistica: Basic Statistics and Tables”.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Obtencédo dos hidrolisados e determinagao do grau de hidrélise (GH).

A enzima Flavourzyme® (Novo Nordisk), obtida através do fungo Aspergillus
oryzae € uma preparagdo composta de uma mistura de proteases asparticas,
metaloproteases e carboxipeptidase (Nielsen & Olsen, 2002). E uma enzima
termolabil, pois & possivel inativa-la ao término da hidrélise (10 min, a 75°C), tendo

como caracteristica a formagao de flavor.

Na figura 5.2 esta apresentado o grau de hidrélise em fungédo do tempo.
Observa-se a influéncia da concentragdo enzima/substrato ([E][S]) sobre a
velocidade da reacdo. Verificou-se que quanto menor a relagcéo [E][S] maior a
velocidade da reacdo e consequentemente maior o grau de hidrolise. Observa-se
que no tempo de 20 minutos o grau de GH esta proximo a 5 e 18%,
respectivamente para [E]:[S]= 1:30 e 1:9. Segundo Kilara (1985), o tempo
necessario para atingir o grau de hidrolise € inversamente proporcional a relagéo

enzima/substrato.

Pode também ser analisado na figura 5.2 que o perfil tipico da curva de
reacao enzimatica nao foi verificado, fato este que pode ser atribuido ao nao
ajuste do pH. O pH final médio da reacdo determinado no tempo de 50 min foi
6,65 e 6,41, respectivamente para [E]/[S]=1:30 e [E}/[S]=1:9.

No decorrer do processo de hidrélise ocorre a formagdo de grupos

carboxilicos terminais, que contribuem para o abaixamento do pH, e

consequentemente aumentando a atividade da enzima.
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FIGURA 5.2 - Representagdo grafica da influéncia da relagao

[enzima)/[substrato] sobre a hidrélise enzimatica do coagulo de caseina.
Condigdes de hidrdlise: [S]=8% proteina; enzima Flavorzyme 500L; T=38°C; pH

inicial= 7,0, sem ajuste do pH durante a reagéo; volume de reagao=200mL.

A escolha do grau de hidrélise em fungao da solubilidade foi calculada nos
pré-testes realizados e observou-se que quanto maior o grau de hidrolise maior foi

a solubilidade da proteina.

Segundo Panyam & Kilara (1996), uma das principais consequéncias da
hidrélise enzimatica € o aumento da solubilidade e, normalmente este aumento
esta associado ao aumento do grau de hidrélise. O aumento da solubilidade dos
hidrolisados é provavelmente devido a diminuicdo do tamanho da molécula e
correspondente do aumento da exposi¢ao de grupos amino e carboxil ionizaveis.

Na tabela 5.1 estdo demonstrados os valores obtidos na determinagéo do
grau de hidrélise através dos métodos do TNBS e do TCA. Observa-se que o grau
de hidrolise determinado através do TCA foi superior ao determinado pelo TNBS,
pois 0 método do TCA representa apenas uma aproximacao do grau de hidrolise.
Neste estudo os valores que serdo adotados correspondem ao GH determinado
através da reacao do TNBS.
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TABELA 5.1 - Determinagdo do grau de hidrélise por diferentes metodos, dos

produtos obtidos a partir do coagulo de caseina.

TNBS (GH%) TCA (GH%)
5,7 12,9
12,8 19,8
20,1 28,0
35,8 437

5.3.2. Composicao dos Hidrolisados

Na tabela 5.2 estdo mostrados os resultados obtidos da composi¢do de
proteinas, umidade e cinzas dos hidrolisados com diferentes graus de hidrélise,
comparados a do concentrado que Ihes deu origem. Apesar de proveniente de
uma mesma matéria-prima os hidrolisados nao apresentaram idéntica
composicao. Estes mesmos resultados foram encontrados por Candido (1998),

que estudou a obtengao de concentrados e hidrolisados de Tilapia do Nilo.

TABELA 5.2 Composigcdo dos hidrolisados comparados ao coagulo de caseina

(COC), quanto ao teor de proteina, umidade e cinzas.

Amostras Proteina* Umidade Cinzas*
cocC 72,36+1,55° 4,26+0,31° 9,33+0,09°
GH 5,7% 69,71+0,29° 5,51+0,34° 9,27+0,03°
GH 12,8% 69,21+0,35° 7,64+058° 9,30+0,13°
GH 35,8% 66,53+0,66° 9,22+0,28° 8,90+0,24°
GH 20,1% 70,31+0,98° 8,29+0,14%° 9,51+0,02°

* resultados expressos em base seca para proteina e cinzas.

Resultados obtidos de 3 determinagdes, média + desvio padrao. Média seguidas
por uma mesma letra minuscula (coluna) néo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.
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Observa-se que os teores de proteina do concentrado sao
significativamente superior a de seus hidrolisados. Os teores de umidade foram
variaveis e diferiram entre as amostras estudadas. Nao houve diferengas

significativas entre os teores de cinzas nos materiais estudados.

5.3.3. Eletroforese

Na figura 5.3 esta mostrado o perfil eletroforético dos diferentes hidrolisados
e do concentrado ndo hidrolisados: a) SDS-PAGE com gel de 4% de concentragao
(C) e 12% de separacéo (S) e b) SDS- PAGE com gradiente de concentragdo 10-
16%.

Observa-se que a medida que aumenta o grau de hidrélise de 5,7 para
35,8% (linhas 1-5), ocorre uma aparente diminuicao das fragbes de a e -caseina,
sendo bastante visiveis as alteragdes nos hidrolisados de maior grau de hidrolise
(linhas 4 e 5) e um consequlente aumento de bandas de menor peso molecular,
inferiores a 20 kDa.

Apods a hidrolise do coagulo de caseina com a enzima Flavourzyme observa-
se nos hidrolisados bandas de 16,9, 14,4 e 10,7 kDa bem definidas. E no
hidrolisado de maior grau de hidrolise (35,8%) verifica-se quase o

desaparecimento das bandas de a. e B-caseina (linha 5).
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FIGURA 5.3 - Eletroforese em gel de poliacrilamida dos concentrados de caseina
a) SDS-PAGE C4% e S 12% (gel de poliacrilamida a 12% no gel de separacgéo) e
b) SDS-PAGE com gradiente 10-16%. Padrao (Pharmacia), (1) coagulo de
caseina, (2) GH 5,7%, (3) GH 12,8%, (4) GH 20,1% e (5) GH 35,8%.
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5.3.4. Propriedades Hidrofilicas

As propriedades hidrofilicas como capacidade de absorgéo espontanea de
agua (CAA), capacidade de retencao de agua (CRA) e solubilidade da proteina
(SP) foram estudadas nos quatro hidrolisados obtidos, comparativamente ao
concentrado que lhes deu origem.

5.3.4.1. Capacidade de Absorgio Espontianea de Agua (CAA)

Na figura 5.4 estdo ilustrados os dados obtidos na determinagcdo da
capacidade de absorgcdo espontdnea de agua em funcdo do tempo (30 min.).
Verifica-se que os hidrolisados GH 5,7 e 12,8% tiveram um aumento da
hidrofilicidade superficial uma vez que a CAA é superior a do concentrado (COC).
Segundo Panyam & Kilara (1996), a hidrélise altera a conformagéo da proteina e
produz peptidios de cadeia curta, aumentando a disponibilidade de sitios polares,

concorrendo para uma maior absorgéo de agua.

Observa-se na figura 5.4 que na amostra ndo hidrolisada (COC) a CAA foi
superior aos hidrolisados com GH 35,8 e 20,1%, porém inferior aos graus de
hidrélise 5,7 e 12,8%. O que pode ter acontecido € que nos graus de hidrélise
mais extensivos (20,1 e 35,8%) ocorreu uma maior exposicao dos grupos
hidrofébicos na superficie diminuindo a CAA das amostras, além de maior ruptura
da rede protéica, em funcdo da protedlise. Segundo Nielsen (1997) a hidrolise
extensiva das ligagoes peptidicas causam mudancgas na estrutura das proteinas e

maior exposigdo dos grupos hidrofébicos.

5.3.4.2. Capacidade de Retencio de Agua (CRA)

A figura 5.5 ilustra a CRA nos diferentes hidrolisados obtidos a partir do
coagulo de caseina em pH 6,5.

145



CAPITULO 5

3,0 -
“E 25 .
‘t; ab
o 20 bc
E
(4] [+
5 D 15
O ©
=
& 10
o |
£
=~ 05 -
d
0,0 T ] T T T I = —— 1§

0 5 10 18 20 25 30 35
Tempo (min.)
|——COC —=-GHS5,7% ——GH12,8% —— GH20,1% GH 35,8%

FIGURA 5.4 - Representagdo grafica da capacidade de absorcao espontanea de
agua (CAA) em fungdo do tempo para o coagulo de caseina (COC) e seus
hidrolisados. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas na CAA ap6s 30 min.
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FIGURA 5.5 — Representacéo grafica da capacidade de retencéo de agua (CRA)
para o coagulo de caseina (COC) e seus hidrolisados GH respectivamente 5,7; 12,8;
20,1 e 35,8%. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas na CRA em pH 6,5
(p< 0,05).
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Segundo Pilosof (2000), a absorgédo de agua indica a capacidade de um
material de absorver a agua em sua estrutura de uma forma espontanea quando
em contato com a agua através de uma superficie que se mantém umida por
imersao. Sendo que, a retencdao de agua indica a capacidade de um material
hidratado para reter agua frente a acao de uma forgca externa de gravidade,

centrifugacdo ou compressao dos alimentos.

Segundo Kinsella (1984), a quantidade de agua associada a proteina
depende de uma série de fatores, como a sua composi¢ao, conformag¢ao, numero
de grupos polares expostos, presenca de sais, pH, etc.

A CAA esta relacionada com a superficie da proteina. Como os hidrolisados
de maior grau sdo mais hidrofébicos, menor sera a CAA. No entanto, a CRA esta
relacionada com a agua ligada no interior da molécula; com a hidrolise a molécula
fica mais “aberta” e conseqiientemente menor sera a capacidade de retencao de
agua.

Observa-se que a capacidade de reter agua diminuiu com o aumento do
grau de hidrolise. Nao houve diferencas significativas entre os hidrolisados com
GH 12,8; 20,1 e 35,8% que tiveram valores de CRA significativamente inferiores
quando comparados ao hidrolisado com GH 5,7% e com o coagulo (ndo
hidrolisado).

5.3.4.3. Solubilidade Protéica (%SP)

A solubilidade depende do GH e de caracteristicas fisico-quimicas
resultantes dos peptidios e consequentemente da localizacdo das ligacdes
peptidicas hidrolisadas (Chobert, 1996). Segundo Nielsen (1997), a solubilidade
da proteina aumenta com o aumento do GH e isto é principalmente ocasionado

por uma redugdo do peso molecular e um aumento dos grupos polares expostos.
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A figura 5.6 ilustra os resultados da solubilidade em pH 6,5, em temperatura
ambiente, nas diferentes concentracdes de cloreto de sédio (NaCl). Observa-se
que quanto maior o grau de hidrélise maior a solubilidade dos materiais. O efeito
das diferentes concentragdes salinas sobre os hidrolisados obtidos do coagulo de

caseina também pode ser observado.

A solubilidade do COC (nao hidrolisado), e dos hidrolisados com GH 5,7;
12,8 e 20,1% em solucdo aquosa foram inferiores a solubilidade em concentragao
0,05M de cloreto de sbdio. Nas concentragdes de 0,10 e 0,15M, somente o
hidrolisado de GH 5,7% apresentou diferengas significativas de solubilidade,
sendo a solubilidade em 0,15M de cloreto de sédio superior. A maior solubilidade
foi conseguida com o GH 35,8%, nao havendo diferengas significativas nas

concentracdes salinas estudadas (0,00; 0,05; 0,10 e 0,15M).
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FIGURA 5.6 - Representacédo do perfil de solubilidade do coagulo de caseina
(COC) e seus hidrolisados em pH 6,5 e a 25°C. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas na solubilidade nas diferentes concentragdes de cloreto de

sodio (0,00; 0,05; 0,10 e 0,15M).
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5.3.5. Propriedades de Superficie
5.3.5.1. Propriedades Espumantes

A formacéo e estabilidade da espuma em sistema protéico € dependente de
uma série de fatores. Segundo varios autores citados por Kinsella et al. (1989), o
ideal para que uma proteina obtenha os melhores resultados em formagao e
estabilidade da espuma, & que possua peso molecular maior que 20kDa, carga
liquida minima, presenga de sitios de ligagéo hidrofébicos, além da conformagao

flexivel.

A figura 5.7 mostra o efeito do GH sobre a capacidade de formagéo de
espuma dos hidrolisados do coagulo de caseina. O coagulo original nao formou
espuma, bem como o hidrolisado GH (35,8%).
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Grau d__e Hidroélise
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FIGURA 5.7 - Representacao grafica da capacidade de expansao de espuma
(%CESP) para os trés diferentes hidrolisados do coagulo de caseinaempH 6,0 e
em funcao de diferentes concentragdes de cloreto de sédio. Letras iguais indicam
que ndo houve diferenga estatistica a 5% de probabilidade. Letras minusculas se
referem a cada hidrolisado nas diferentes concentragdes salinas e as maiusculas

para diferentes hidrolisados na mesma concentragao de sal.
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Observa-se que a maior expansdo de espuma foi conseguida com o
hidrolisado com GH 12,8% em auséncia de NaCl e que a concentragdo salina
influenciou significativamente a expansdo de espuma somente neste hidrolisado,

pois nos demais nao houve diferencgas significativas.

Nao somente fatores relacionados com o GH podem influir no desempenho
das propriedades de espuma, mas também o pH e outros aspectos relacionados a
composigdo dos hidrolisados em questdo (Furtado et al, 2001). A massa
molecular & importante, pois os peptideos de elevada massa molecular exercem
acao inibidora sobre as caracteristicas espumantes dos peptideos de baixo peso
molecular (Mulilangi, et al., 1996), que tende a desestabilizar a espuma (Nielsen,
1997).

A cinética de desestabilizagdo da espuma em pH 6,0 em fungéo do tempo
esta representada nas figuras 5.8, 5.9 e 5,10; respectivamente para os
hidrolisados com GH 5,7; 12,8 e 20,1%.
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FIGURA 5.8 - Representacdo grafica da estabilidade da espuma do hidrolisado

com GH 5,7% em fungado da concentragdao de NaCl em pH 6,0. Letras diferentes

indicam diferencas estatisticas do liquido drenado apos 5 min (300 seg).
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FIGURA 5.9 - Representacgao grafica da estabilidade da espuma do hidrolisado

com GH 12,8% em fungédo da concentracdo de NaCl e em pH 6,0. Letras
diferentes indicam diferengas estatisticas na estabilidade da espuma ap6s 60 seg.
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FIGURA 5.10 - Representacdo grafica da estabilidade da espuma do hidrolisado
GH 20,1% em funcdo da concentracdo de NaCl e em pH 6,0. Letras diferentes

indicam diferengas estatisticas na estabilidade da espuma apods 60 seg.
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Observa-se que a estabilidade da espuma do hidrolisado com menor grau
de hidrolise foi bem superior (300 seg.) aos hidrolisados com GH 12,8 e 20,10%

(60 seg.), respectivamente representados nas figuras 5.9 e 5.10.

Na figura 5.8 pode-se observar que a estabilidade da espuma foi maior em
solugcao aquosa e em solugao de 0,15M as quais nao diferiram estatisticamente.
Na concentragéo de 0,05M de cloreto de sédio a estabilidade foi menor, fato este
que pode ser justificado, pois a solubilidade nesta concentragdo, ilustrada na

figura 5.5, é significativamente superior a das demais concentragées salinas.

Verificou-se também que nos hidrolisados com menor estabilidade (GH
12,8 e 20,1% que nao houve diferencas significativas entre as concentracdes
salinas estudas, sendo que o hidrolisado com 12,8% de grau de hidrélise foi mais
estavel que o de 20,1% confirmando que quanto maior o grau de hidrélise menor a
estabilidade da espuma.

A estabilidade da espuma diminui e a capacidade de formagao de espuma
aumenta com o aumento do grau de hidrélise. Isto sugere que as propriedades
moleculares afetam a capacidade de formagao e a estabilidade de espuma dos
hidrolisados atuam de forma diferente (Nielsen, 1997).

5.3.5.2. Propriedades Emulsificantes

A hidrélise parcial das proteinas geralmente aumenta o numero de grupos
polares e hidrofilicos, diminui o peso molecular, altera a estrutura globular das
proteinas podendo expor maior numero de grupos hidrofébicos. Estas alteragdes
podem afetar as propriedades emulsificantes (Nielsen,1997).

De acordo com Panyam e Kilara (1996), a atividade emulsificante da
caseina diminui linearmente com o aumento do grau de hidrélise. Peptideos

maiores promovem maior estabilidade da emulsao, ao passo que a presenca de
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peptideos menores prejudica a estabilidade. A hidrélise extensiva das proteinas
resulta em uma dréastica perda das propriedades emulsificantes.

A tabela 5.3 mostra os resultados obtidos para a capacidade de formacéo e
de estabilidade da emulsdo do hidrolisado com 57% de grau de hidrolise
comparado ao do concentrado que |he deu origem (codgulo de caseina). Dos
hidrolisados produzidos, somente o de menor grau de hidrélise apresentou
propriedade emulsificante, pois as “emulsées’ dos demais hidrolisados eram
desestabilizadas antes mesmo da homogeneizagdo do material (batimento de 3
min.).

TABELA 5.3 - Resultados obtidos para capacidade emulsificante (CE) e
estabilidade da emulsédo (EE) para o coagulo de caseina (COC) e o hidrolisado
com GH 5,7%.

Amostras CE (mL de dleo/g proteina) EE (%)
cocC 129,21+3,20% 55,52+1,27°
GH 5,7% 134,91+5,78? 83,63+2,03?

Resultados de 3 determinagdes, média + desvio padrao. Médias seguidas por uma
mesma letra minuscula (coluna) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Segundo Furtado et al. (2001), pouca ou nenhuma estabilidade das
emulsdes da grande maioria dos hidrolisados desidratados foi observada,
independente de sua origem (tipo de proteina) ou do pH em que foi analisado.
Segundo Choubert (1996), a estabilidade da emulsdo destes hidrolisados é mais
baixa que a do controle (n&o hidrolisado). Uma das razdes para isto é que os
peptidios produzidos n&o s&o anfipaticos o suficiente para aumentar a estabilidade

da emulséo.

As propriedades emulsificantes das proteinas também dependem da
solubilidade inicial. Quanto mais sol(ivel a proteina estiver no sistema da emulsao,
mais efetiva podera ser a interface entre a fase 6leo e a fase continua durante a
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emulsificacdo (Qi et al., 1997). No entanto, a formac&o de um filme interfacial
coeso por adsorcao de moléculas de proteina na interface pode ser limitado pela
predominancia de pequenos peptidios. Esta pode ser uma raz&o da diminuicéo da
estabilidade (Kinsella, 1984).

Mahmoud et al. (1992) reportaram que a atividade emulsificante da caseina
diminui com o aumento do grau de hidrélise de 25-67% com pancreatina suina.
Observa-se na figura 5.11 que ndo houve diferencas estatisticas significativas da
capacidade emulsificante entre o hidrolisado e o concentrado. No entanto, a
estabilidade da emulsdo do hidrolisado com GH 5.7% foi significativamente

superior a do concentrado de caseina.
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5.4. CONCLUSOES

Verificou-se no presente estudo que as propriedades funcionais da caseina
coagulada sao diferentes dos de seus hidrolisados. O grau de hidrélise influenciou
as propriedades hidroliticas e de superficie da caseina obtida por coagulacdo

enzimatica.

Observou-se que a medida que aumentou o grau de hidrélise, ocorreu uma
diminuic&o visivel das fragdes de a, e B-caseina e um aumento de peptidios de

menor peso molecular.

A maior capacidade de absorgao de agua foi do hidrolisado com 5,7 e
12,8% de grau de hidrélise, que nao mostraram diferencas significativas.
Hidrolises mais extensivas tiveram valores de absor¢do de agua inferiores aos do
coagulo de caseina.

A solubilidade aumentou proporcionalmente ao GH. O hidrolisado com 5,7%
de grau de hidrélise apresentou a maior CRA que nao diferiu estatisticamente do
COC, sendo estes significativamente superiores aos demais hidrolisados.

A maior expansao de espuma foi conseguida com o grau de hidrdlise de
12,8% e a maior estabilidade de espuma foi observada no hidrolisado com GH
57%. O hidrolisado de maior grau de hidrélise, GH 35,8%, nao apresentou

propriedades funcionais de superficie, nas condi¢gdes estudadas.
Propriedades emulsificantes foram verificadas apenas no hidrolisado com

5,7% GH, que nao diferiu do COC quanto a capacidade emulsificante tendo porém
formado emuls&o mais estavel que o coagulo.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos no decorrer desta pesquisa conduziram as seguintes
conclusoes:

1) Os concentrados de caseina sao de elevado valor nutritivo, pois atendem
os requisitos determinados pela FAO/WHO quanto ao padrdo de aminoacidos

essenciais e diferem em relacao as suas propriedades funcionais;

2) A caseina micelar apresentou solubilidade, absorgao, retencdo de agua e
estabilidade da espuma superiores aos demais concentrados. A caseina comercial
mostrou-se superior quanto a capacidade de formagdo de espuma e as

propriedades emulsificantes;

3) O coagulo de caseina apresentou solubilidade inferior a 20% e nao
apresentou bons resultados quanto as propriedades funcionais, porém, quando
hidrolisado (GH 5,7; 12,3; 20,1 e 35,8%) observou-se que, quanto maior o grau de

hidrolise maior a solubilidade da proteina e menor a capacidade de retencao de
agua;

4) A hidrdlise enzimatica (GH 5,7, 12,8 e 20,1%) proporcionou melhora na
capacidade de formagdo de espuma, no entanto com o aumento do GH houve
uma diminuicdo da estabilidade da espuma formada. O hidrolisado com GH 35,8%
ndo apresentou propriedades de superficie. A estabilidade da emulsdo foi
melhorada somente com GH 5,7%, uma vez que os demais hidrolisados nao

apresentaram propriedades emulsificantes.
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