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(D) analisado em condi¢ao desnaturante e ndo-redutoras e (E) e (F) analisado sob
condicdo desnaturante e redutora.

Figura 4.12 - (A) Efeitos (p<0,10) da concentracdo de IPS e caseinato na
quantidade de o-lactoalbumina livre em solugdo e (B) superficie de resposta das
quantidades de a-lactoalbumina em relacdo a concentracao de IPS e caseinato no
sistema, analisados em condi¢@o nativa.

Figura 4.13 - (A) Intensidade de efeito (p<0,10) da concentracdo de caseinato na
quantidade de agregados de alto peso molecular (~81 kDa). (B) Superficie de
resposta da quantidade destes agregados em relac@o a variacdo de concentracdo de
IPS e caseinato no sistema, analisado sob condi¢do desnaturante e ndao-redutora.
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RESUMO GERAL

Neste trabalho, as interacdes entre as proteinas do leite-carragena-sacarose em
meio aquoso foram estudadas em sistemas mantidos em pH 6,7 e submetidos a
tratamento térmico de 70°C por 30 minutos. Estas interacdes foram estudadas através da
avaliacdo do comportamento reoldgico em cisalhamento sob regime oscilatério da
mistura dos biopolimeros e sacarose, durante e apds a gelificacdo. As propriedades
mecanicas dos produtos gelificados foram analisadas em ensaios a altas deformagdes sob
compressdo uniaxial, possibilitando um estudo das caracteristicas de rigidez e
elasticidade dos géis formados. As propriedades reolégicas foram fortemente
influenciadas pela carragena, que mostrou interagdo com as proteinas do leite e
favoreceu a caracteristica eldstica dos sistemas. O isolado protéico de soro (IPS)
promoveu o fortalecimento da rede, enquanto que o caseinato de sodio pareceu diminuir

arigidez da rede do gel, pois beneficiou a caracteristica viscosa dos sistemas. A sacarose
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favoreceu a interacdo do IPS com a carragena levando a formacdo de uma rede mais
interconectada, portanto mais eldstica e resistente a ruptura. As interacOes entre as
proteinas do leite-carragena-sacarose também foram avaliadas através da medida do
estado da dgua nestes sistemas por meio de calorimetria diferencial de varredura, com a
determinacdo da fracdo de 4gua livre e ndo-congeldvel e a temperatura de inicio de
fusdo. A quantidade de dgua ndo-congeldvel e a temperatura de inicio de fusdo foram
fortemente influenciadas pela sacarose, provavelmente pelo favorecimento de interacdes
entre as proteinas e destas com a dgua. O tratamento térmico (70°C por 30 min) permitiu
a interac@o das proteinas do soro com as fra¢des hidrofilicas da caseina e sua interagao
com a carragena. As interacdes que ocorreram entre as proteinas do leite apds o
tratamento térmico, relacionadas a agregacdo intermolecular ou intramolecular, foram
analisadas através de eletroforese de gel de poliacrilamida. Essa andlise permitiu
verificar que as concentragdes das proteinas presentes no sistema influenciam na

quantidade das unidades livres em solucdo, possibilitando a interacdo delas com os

outros componentes do sistema, como a égua € a carragena.

Palavras-chave: Caseinato de sddio, carragena, isolado protéico de soro, reologia,

calorimetria diferencial de varredura.

XXi1



MASTER DEGREE THESIS

AUTHOR: Katiuchia Pereira Takeuchi

TITLE: Rheological and Calorimetry Analysis of milk proteins systems-models with

carrageenan and sucrose added.

SUPERVISOR: Rosiane Lopes da Cunha

DEPARTAMENT OF FOOD ENGINEERING — FEA — UNICAMP

GENERAL ABSTRACT

Interactions among milk proteins-carrageenan-sucrose in aqueous medium were
studied in systems at pH 6.7 and submitted to thermal treatment at 70°C for 30 min.
These interactions were studied by evaluation of rheological behavior under oscillatory
and steady shear of biopolymers mixture and sucrose during and after gelation. The
mechanical properties of gelified products were determined in studies under uniaxial
compression at high deformations, allowing a study of the characteristics of rigidity and
elasticity of formed gels. The rheological properties were strongly influenced by
carrageenan, wich showed interactions with milk proteins and favored the elasticity
characteristic of the systems. Whey protein isolate (WPI) favored the formation of a
more strength network, while sodium caseinate seemed decrease the rigidity of the gel
network, since improved the viscous characteristic of the systems. Sucrose enhanced the
interaction between WPI and carrageenan causing the formation of a more elastic

network and resistant to the rupture. The interactions among milk proteins-carrageenan-
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sucrose were evaluated by quantification of state of water in these systems using a
differential scanning calorimetry, with determination of free and unfreezable water
fractions and the melting temperature onset. The unfreezable water (UFW) and
temperature onset were strongly influenced by sucrose, probably by the enhancement of
interactions protein-protein and protein-water. The thermal treatment (70°C for 30 min)
supported the interactions between the whey protein with the hydrophilic fractions of
casein and their interactions with carrageenan. The interactions between milk proteins
after thermal treatment were analysed by polyacrylamide gel electrophoresis related to
intermolecular and intramolecular aggregation. This analysis allowed to verify that the
protein concentration of the system had an effect on the amount of the free units in
solution, making possible the interactions of them with the other systems components, as

water and carrageenan.

Key-words: sodium caseinate, carrageenan, whey protein isolate, rheology, differential

scanning calorimetry.
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1.1 Introducao

A producdo de leite no Brasil em 2001 foi de 21 bilhdes de litros (Ministério da
Agricultura) e vem aumentando na producdo a cada ano. A industria de laticinios €
muito importante na economia brasileira, ocupando o primeiro posto no ranking dos
maiores geradores de receita da industria de alimentos. Segundo dados da Associagdo
Brasileira das Industrias de Alimentos (Abia), em 2001, o setor de laticinios passou a
responder por cerca de 30% dos US$ 54,7 bilhdes faturados (liquido de impostos

indiretos) pela Indistria da Alimentagdo (produtos alimenticios e bebidas), ou seja, o

equivalente a US$ 16,4 bilhdes (Revista Industria de Laticinios).

H4 uma crescente demanda por produtos alimenticios com propriedades
especiais, como por exemplo, produtos com baixo teor de gordura e agucares. No
entanto, os alimentos sdo sistemas complexos, o que dificulta a interpretagdo das
interagdes que ocorrem entre os componentes. Este fato fez com que houvesse um
aumento no uso de sistemas-modelo para a interpretacdo das propriedades fisicas de
alimentos. No caso de produtos licteos existem indmeros estudos de géis mistos de
proteinas e polissacarideos. Estes géis podem apresentar uma ampla faixa de
caracteristicas de textura, estrutura e estabilidade, que dependem ndo somente das
propriedades das proteinas e polissacarideos, mas também da natureza e forgca das
interacdes polissacarideo/proteina (Dickinson, 1995), as quais s@o dependentes do pH,
forca i0nica e temperatura de tratamento térmico. Assim, o conhecimento dos
mecanismos de interacdo que ocorrem em sistemas polissacarideos-proteinas €

importante no desenvolvimento das propriedades desejaveis nos produtos alimenticios.

No processamento de produtos derivados de leite ocorre tratamento térmico,
como forma de seguranca alimentar, como a pasteuriza¢do (72 a 75°C por 15 a 20 s),
tratamento HTST (High Temperature Short Time, 98°C por 0,5 a 1,87 min) e UHT
(Ultra High Temperature, 140°C por 2 a 8 s). O tratamento térmico causa significativas
mudancgas nas proteinas do leite, como desnaturacdo das proteinas do soro, promovendo
sua interagdo com as caseinas, enfim, influenciando as caracteristicas do produto final

(Parnell-Clunies et al., 1988).
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Os polissacarideos podem ser neutros ou carregados eletricamente. Em especial,
a carragena, que € um polissacarideo anidnico, possui alta reatividade com as proteinas
do leite favorecendo a formagdo de géis. As interagdes entre os polissacarideos e as
proteinas do leite podem ser controladas em fung¢do da composicdo do sistema (Schorsch
et al., 1999) ou das condicdes de processamento, como o tratamento térmico (Capron et

al., 1999).

Os mecanismos de interacdo e o comportamento dos fluidos ou géis formados
podem ser monitorados através de andlises reoldgicas (Ross-Murphy, 1998). O
comportamento reoldgico a baixas deformacdes tem sido uma técnica bastante utilizada
para se obter informagdes sobre a estrutura e viscoelasticidade do produto formado
(Stanley et al., 1996). Por outro lado, o estudo das propriedades reoldgicas a altas
deformacgdes ¢ importante para a determinagdo das propriedades mecanicas, que estdo
associadas com a ruptura do gel, além de fornecer indicacdes das caracteristicas

sensoriais do produto.

A eletroforese em gel de poliacrilamida é importante na andlise experimental de
proteinas e suas misturas. Embora haja outras técnicas, a eletroforese unidimensional € a
mais usada, pois oferece suficiente resolucdo para muitas situagdes, € de facil uso e
possibilita a comparagdo de vérias amostras simultaneamente. Na caracterizagdo da
agregacao das proteinas do leite é necessdria a utilizacdo de diferentes métodos de

eletroforese como o Nativo-PAGE, SDS-PAGE nao-redutor ¢ SDS-PAGE redutor.

A andlise térmica do sistema proteinas do leite-carragena-sacarose durante o
congelamento fornece ferramentas para o entendimento das interacdes entre os
componentes do sistema e a dgua, através da quantificacdo da fracdo de dgua livre
congeldvel, presente no produto e da temperatura de inicio da fusdo, que € influenciada
pela adi¢do de solutos. O uso do calorimetro diferencial de varredura (DSC) para a
andlise térmica do sistema proteinas do leite-sacarose-carragena, possibilita a andlise do
efeito das concentragdes dos componentes na temperatura de inicio de fusdo da dgua
(Tonset) € na quantidade de dgua congeldvel no sistema, ou seja, na energia requerida

nessa fusdo.
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1.2  Objetivos do trabalho

1.2.1 Obijetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi analisar o comportamento reoldgico sob
cisalhamento e compressdo, a baixas e altas deformacdes de sistemas-modelo contendo
caseinato de sddio, isolado protéico de soro, carragena e sacarose em diferentes
composi¢des de forma a entender os mecanismos de interac@o entre estes componentes.
A fracdo de dgua congeldvel, ndo-congeldvel e a temperatura de inicio de fusdo foram
analisadas em calorimetro diferencial de varredura (DSC) e permitiram entender as
interagdes entre as macromoléculas e sacarose em meio aquoso. O comportamento de
agregacdo das proteinas do leite foi analisado através de eletroforese em gel de
poliacrilamida, sob condicdes nativa, desnaturante e nado-redutora, desnaturante e

redutora.

1.2.2 Objetivos especificos

1 — Uso da metodologia de Planejamento Experimental de Segunda Ordem para
estudar o comportamento dos sistemas-modelo compostos por caseinato de sédio,
carragena, isolado protéico de soro e sacarose, quanto as propriedades reoldgicas,
mecanicas e calorimétricas. Esta metodologia também foi utilizada para estudar o
comportamento das proteinas do leite apds tratamento térmico por eletroforese em gel de
poliacrilamida, porém nesse caso, foi analisada apenas a influéncia das concentracdes de

caseinato e isolado protéico de soro.

2 - Andlise do comportamento reoldgico do sistema modelo composto por
caseinato de sodio, isolado protéico de soro, carragena e sacarose, sob cisalhamento
oscilatério em baixas deformagdes e em compressdo uniaxial sob altas deformacdes
(Capitulo 3). A varredura de temperatura sob cisalhamento oscilatério (baixas
deformagdes) foi realizada para verificar o comportamento de transicdo conformacional
da carragena nos sistemas-modelo no processo de gelificagdo. O espectro mecanico das
formulacdes do Planejamento Experimental foi realizado dentro do intervalo de
viscoelasticidade linear, com o objetivo de entender as caracteristicas das ligacdes

formadas e os dados foram ajustados pelo modelo generalizado de Maxwell. As
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propriedades mecénicas dos sistemas e os parametros associados a textura (tensdo e

deformacdo na ruptura e modulo de elasticidade) também foram analisados.

3 — Estudo do efeito da concentracdo dos componentes do sistema-modelo na
quantidade de dgua ndo-congeldvel, de forma a entender como a dgua esta associada no
sistema. Andlise do comportamento de interagdo das proteinas do sistema apods
tratamento térmico, através da eletroforese em gel de poliacrilamida em condic¢es:

nativas, desnaturantes e redutoras e desnaturantes e nao-redutoras (Capitulo 4).
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2.1  Proteinas do leite

Normalmente, considera-se que o leite possui cerca de 3,5% de proteinas que
podem ser classificadas em quatro grupos: caseina, proteinas do soro (o-lactoalbumina e
B-lactoglobulina), proteinas das membranas dos glébulos de gordura e outras, sendo
2,78% de caseina, 0,67% de proteinas do soro e 0,05% das fracdes restantes (Sgarbieri,
1998).

2.1.1 Caseinas

As caseinas (Cn) sdo fosfoproteinas, constituidas de quatro fragdes principais
(a,1-, Oo-, B- € Kk-caseina), as quais possuem grupos fosfatos esterificados nos residuos
de serina. Os pesos moleculares monoméricos sdo 23.614 Da para a 0;-Cn; 24.350 Da
para a 0x-Cn; 23.982 Da para a B-Cn e 19.023 Da para a k-Cn (Wong et al., 1996).

Nas o- e P-caseinas, todos os sitios fosforilados estdo localizados em
aglomerados na regido N-terminal, enquanto que nas K-caseinas, os poucos residuos
serina disponiveis para a fosforilacdo, estdo no segmento C-terminal e ndo sdo
encontrados em aglomerados (Holt & Sawyer, 1988).

As 04-Cn apresentam estruturas pouco ordenadas e correspondem a fracao que
apresenta a maior carga idnica. As 0O-Cn sdo as mais hidrofilicas devido a maior
fosforilagdo e maior quantidade de residuos catidnicos. As 0-Cn e 0-Cn possuem
altos teores de fosfato e sdo muito sensiveis 2 presenca de fons Ca’*, os quais causam a
precipitacdo dessas fracdes de caseinas. As B-Cn sdo as que apresentam maior
hidrofobicidade, sendo que sua molécula possui uma regido N-terminal polar e uma
regido C-terminal altamente hidrofébica. Esta concentragdo de regides hidrofilicas e
hidrofébicas nas regides terminais torna a B-Cn mais surfactante que as outras caseinas.
As B-Cn contém quantidades intermedidrias de fosfato, sio moderadamente sensiveis ao
célcio e diferentemente das outras caseinas, a auto-associagdo da B-Cn é dependente da
temperatura. A K-Cn € a fracdo que possui o mais baixo teor de fosfato, nao precipita em
baixos valores de pH, nem em presenca de cdlcio. As k-Cn possuem uma regidao N-

terminal hidrofébica e a regido C-terminal hidrofilica (Brignon et al., 1977).
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A hidrofobicidade média das quatro fragdes de caseinas, em ordem decrescente
é: B (5,56) > x (5,37) > d (4,89) > 0 (4,64) kJ/mol de residuo, baseada na energia
livre de transferéncia de cadeias laterais de aminodcidos de um meio organico para um
meio aquoso (Brignon et al., 1977; Cheftel et al, 1989) e isso indica os tipos de
interagdes que ocorrerdo entre as moléculas de proteina.

As diferentes fracdes da caseina agregam-se através de ligacdes eletrostaticas ou
hidrofébicas, formando submicelas. Essas submicelas possuem uma parte interna
hidrofébica que € coberta por uma camada hidrofilica formada, em grande parte, por k-
caseina que adquire uma estrutura flexivel em dgua. Por outro lado, essas submicelas
associam-se através de pontes de fosfato de célcio constituindo as “micelas” (Goff,

1999; Walstra, 1999), conforme esquematizado na Figura 2.1.

submicela

cadeia polipeptidica
externa

fosfato de calcio

Figura 2.1. Esquema-modelo (seccdo transversal) de uma micela de caseina (Walstra, 1999).

Sais de caseinato sdo preparados pela dissociacdo das micelas através da adi¢do
de 4cidos. No caso do caseinato de sddio, apds a lavagem das proteinas precipitadas,
estas sdo re-dissolvidas pela adicdo de hidroxido de so6dio (NaOH) para restaurar a
neutralidade. A alta propor¢do de cadeias de aminodcidos hidrofébicos em toda a
estrutura primdria da caseina leva o caseinato de sédio a formar agregados (ou “‘sub-

micelas”) em solugdes aquosas, com a maior parte das regides nado-polares

12
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(hidrofébicos) localizadas no interior de um denso nucleo com pouca dgua associada
(Farrel et al., 1990). A associacdo subseqiiente das sub-micelas para formar as grandes
micelas de caseina é prevenida devido a da remog¢do da maior parte do célcio da micela,

durante o processo de acidificacdo (Oakenfull ef al., 1999).
2.1.2 Proteinas do soro

O concentrado e o isolado protéico de soro s@o importantes fontes de
ingredientes nutricionais e funcionais para a industria de alimentos e a gelificacdo € uma

das principais propriedades funcionais destas proteinas.

As proteinas do soro de leite bovino sdo a B-lactoglobulina, a o-lactalbumina, a
albumina bovina sérica e as imunoglobulinas. A B-lactoglobulina corresponde a
aproximadamente 50% do total de proteinas do soro, seguido da a-lactoalbumina com
12%, de imunoglobulinas com 10%, albumina sérica bovina com 5% e 23% de

proteases-peptonas, proteinas menores e tracos de caseinas (Bottomley et al., 1990).

A o-lactoalbumina e a PB-lactoglobulina consistem em cadeias de aminoécidos
dobradas em estruturas compactas tridimensionais, mantidas por ligagdes ndo-
covalentes. Estas proteinas possuem estruturas ldbeis, que podem ser desnaturadas por
mudancgas na temperatura e pH como conseqiiéncia da fragilidade destas ligacdes ndo-
covalentes (Steventon et al., 1991). A desnaturacio quase sempre € seguida de
agregacdo, que modifica o comportamento reoldgico dos sistemas lacteos, podendo
inclusive levar a gelificacdo. H4 dois tipos de ligagdes nestes sistemas: algumas ligacdes
covalentes, como as que sdo formadas na agregagdo da B-lactoglobulina entre os grupos
sulfidrilas expostos de moléculas desnaturadas adjacentes, e numerosas interacdes nao-
covalentes, tais como as de van der Waals, pontes de hidrogénio e principalmente, as

interacdes hidrofébicas (Steventon et al., 1991).

A B-lactoglobulina é uma proteina globular, cujo mondmero possui peso
molecular de 18.363 Da, apresentando uma estrutura secunddria que possui duas pontes

dissulfeto internas e um grupo tiol livre. Estas caracteristicas possibilitam um

13
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intercambio entre as ligacOes dissulfeto durante mudangas conformacionais associadas
com as alteracdes de pH e tratamento térmico. O ponto isoelétrico da B-lactoglobulina
encontra-se na faixa de pH entre 5,35-5,49. A B-lactoglobulina é sensivel a desnaturago
pelo calor e pH, além de mudancas na forca idnica (Bottomley ef al., 1990). Em
solugdes com pH entre 3,5 e 5,2 o monomero estruturalmente estdvel associa-se e forma
um dimero. Esta reacdo de associacdo ocorre em temperatura ambiente e em
concentracdes moderadas. No entanto, na mesma faixa de pH (3,5-5,2), mas em
temperaturas préximas de 0°C, a B-lactoglobulina na forma de dimero, associa-se a
outros dimeros e forma um octamero de peso molecular de 147 kDa (Morr & Ha, 1993),
devido a proximidade do pl, que favorece a agregagdo. Este octamero é uma estrutura
ciclica compactada e as mudangas conformacionais acompanham estas reagdes de
associacdo (Townend et al., 1969; Timasheff et al., 1966). Na regido alcalina, a proteina
passa por uma mudanca conformacional no pH 7,5 acompanhada por uma expansao
molecular. Acima do pH 7, hd um rdpido aumento na reatividade do grupo tiol; a
dissociacdo do dimero também ocorre nesta regido. Em pH 2> 8, a proteina pode ser
considerada instdvel, pois ocorre a formacdo de agregados a partir da proteina

desnaturada (Lyster, 1972).

Acima de 30°C, os dimeros de [-lactoglobulina dissociam-se em dois
mondmeros, enquanto que em temperaturas acima de 55°C hd um progressivo
desdobramento da estrutura globular, ocorrendo a exposi¢do de grupos cistina e cisteina

e superficies hidrofébicas, permitindo a agregacio (Bottomley et al., 1990).

A o-lactalbumina é a segunda protefna do soro mais abundante. E uma proteina
globular e possui uma estrutura terndria esférica estabilizada por quatro pontes
dissulfeto, além de uma estrutura secunddria altamente ordenada, o que provavelmente
dificulta interacdes com outras moléculas. Ela apresenta uma conformagdo estdvel na
faixa de pH 5,4 a 9,0. O peso molecular desta proteina é de 14.175 Da (Bottomley et al.,
1990).
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2.2 Polissacarideos em produtos ldacteos

Os polissacarideos sdao macromoléculas formadas pela condensacdo de
monossacarideos ou seus derivados, unidos por ligacdes glicosidicas. As moléculas dos
polissacarideos podem ser lineares ou ramificadas, com o aumento do grau de
ramificacdo ocorrem mudancas nas propriedades fisicas referentes a solubilidade,
viscosidade e comportamento de gelificacio. A solubilidade destes compostos
geralmente € afetada pelo pH e por citions ou agentes complexantes. As solu¢des destes
compostos sdo normalmente viscosas e esta propriedade é influenciada pelo tamanho da
macromolécula, forma e conformacgdo (Stephen & Churms, 1995). Os polissacarideos
soliveis sdo amplamente usados nas industrias de alimentos, pois atuam como
espessantes e estabilizantes, devido a sua capacidade de aumentar a viscosidade dos
produtos nos quais sdo adicionados, podendo até formar géis (Syrbe et al., 1998),
influenciando as propriedades dos alimentos, como a aparéncia e textura. Atualmente,
geralmente sdo utilizados em produtos com reducdo total ou parcial de gordura, de
forma a minimizar as alteracdes da textura do produto e evitar a separacdo de fases em
emulsdes (Katzbauer, 1998). Efeitos positivos sdo obtidos em alimentos que sdo
consumidos congelados ou que sdo preservados pelo congelamento no sentido de reduzir
os efeitos negativos relacionados a transi¢do de fases (Herceg et al., 2000). A influéncia
dos hidrocoléides pode depender das interagdes entre os mesmos e também entre outros
biopolimeros e/ou outros componentes do alimento. Conseqiientemente, ¢ importante
identificar as condi¢Oes Otimas nas quais o polissacarideo pode ser mais efetivo para as

propriedades desejadas no produto.

Quando solugdes de dois diferentes biopolimeros sdo misturadas, trés situacoes
podem ocorrer: co-solubilidade, associacdo e incompatibilidade. A co-solubilidade €
muito rara (Tolstoguzov, 1991) e a complexacdo ou associagdo dos biopolimeros ocorre
se as interagdes entre eles sdo favordveis (polianion-policdtion). Como resultado da
complexacdo ou associacdo dos biopolimeros, um sistema de duas fases é formado,
sendo uma fase composta por ambos biopolimeros presentes em altas concentracdes,

enquanto que a outra fase € composta principalmente por dgua (sinerese). Por outro lado,
15
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a incompatibilidade termodindmica, que € uma situacdo mais comum, OCOrre se as
interacdes entre os diferentes biopolimeros sdo repulsivas e/ou quando os dois tipos de
polimeros apresentam variacdo de afinidade em relacdo ao solvente (Picullel &
Lindmann, 1992; Tolstoguzov, 1991). O comportamento da mistura resulta em um
sistema bifdsico com cada fase rica em um determinado polissacarideo. A
incompatibilidade termodinamica é fortemente influenciada pelo pH, forca idnica,

conformagdo, densidade de carga e a concentracio de biopolimeros (Tolstoguzov, 1991).

O efeito do pH no comportamento da mistura de proteina-polissacarideo em
solucdo depende da natureza do polimero, se neutro ou carregado eletricamente. Neste
ultimo caso, também depende do grupo idnico do polissacarideo (Gringberg &
Tolstoguzov, 1997). No sistema com proteina e polissacarideo anidonico (carboxilados ou
sulfatados), o pH tem efeito na auto-associacdo das proteinas e também na associagdo
entre proteina e polissacarideo (Syrbe et al., 1998). O complexo coacervado é observado
a pHs abaixo do pl das proteinas, onde os dois polimeros (proteina-polissacarideo)
possuem cargas opostas. Em valores de pH acima do pl das proteinas, ambos os
polimeros possuem cargas predominantemente negativas. No caso de alguns
polissacarideos pode ocorrer a formagdo de complexos soluveis nessas condigdes,
devido a atracdo entre as regides positivamente carregadas na molécula da proteina com

o polissacarideo anidnico (Nguyen, 1986; Park et al., 1992).

Dentre os intimeros polissacarideos utilizados em alimentos, a carragena vem
sendo largamente utilizada na industria de alimentos, em particular, em produtos l4cteos
tais como leites achocolatados, pudins, sorvetes, mousses, recheio de tortas e cremes,
promovendo um aumento na vida de prateleira de produtos lacteos, evitando a expulsao
do soro (“wheying off”), sedimentacdo de particulas em suspensdo ou em emulsio e

floculacdo de gotas dispersas em uma emulsdo (Syrbe et al., 1998).
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2.2.1 Carragena

A carragena € um polissacarideo anidnico de origem marinha (Rhodophyta) que
forma géis termorreversives (Schorsch er al., 2000) e que pode apresentar vdrias
configuragdes. Os diferentes tipos de carragenas variam no nimero e posi¢ao dos grupos
sulfatos no dimero galactose-galactose unidos por ligacdo glicosidica (Figura 2.2). A
K(capa)-carragena é composta de unidades de D-galactose-4-sulfato, unidas em o-(1—3)
e 3,6-anidro-D-galactose ligadas em P(1—4), que se alternam na cadeia principal. A
1(iota)-carragena difere somente pela presenca de um grupo sulfato adicional no C2 da
unidade de galactose ligada em B(1—4). A A(lambda)-carragena € o tipo que contém o
maior ndmero de grupos sulfatos. Essa carragena ndo gelifica, pois sua estrutura nao

possibilita a formacao de hélices ordenadas.

Esses biopolimeros, do tipo gelificantes, sofrem uma transi¢do conformacional
de estrutura ordenada para desordenada (Figura 2.3) dependendo da for¢a idnica e da

temperatura (Schorsch et al., 2000).

K-carragena

Figura 2.2. Principais tipos de carragenas e respectivas estruturas (Falshaw et al., 2001).
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As carragenas do tipo K e 1 sdo gelificantes, mas a do tipo A ndo é gelificante,
mesmo em temperaturas abaixo do ponto de gelificagdo das outras carragenas. Sob
resfriamento os tipos gelificantes aumentam rapidamente a viscosidade aparente quando
o ponto de gelificagdo é alcan¢ado, promovido pela presenga de fons, principalmente K*
ou Ca™ (Figura 2.3). As carragenas também podem interagir com outras
macromoléculas carregadas e tais interacdes sdo especialmente observadas quando

adicionadas ao leite.

g . (/‘\
M‘ Re sfriamento
.-__. GEL

Aquecimento

Cations gellﬁcantes (r;/#.

Citions ,.U’ \
néo-gelificantes )'T

Resfriamento Adigiio de
Aquecimento 2 cations

ARy
2323 A

Figura 2.3. Modelo esquematico para a gelificacdo da carragena (Belton et al., 1984).
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2.2.2 Reatividade da carragena com proteinas do leite

A reatividade das proteinas do leite com a carragena € devida a interagdo
eletrostdtica que pode ocorrer entre as carragenas negativamente carregadas e sitios
carregados positivamente nas proteinas. No entanto, estas interacOes eletrostdticas
podem ser especificas e ndo-especificas. A reatividade de carragenas e proteinas do leite
¢ um fenomeno de gelificacdo envolvendo uma interagdo altamente especifica entre a
carragena e a k-caseina. Os seguintes eventos ocorrem: (1) A carragena e K-caseina
interagem para formar um complexo e (2) o complexo resultante se agrega em uma rede

tridimensional (gel) (Stainsby, 1980).

Na presencga de cdlcio e em valores de pH na faixa de 6,6-7,0 a formacdo do
complexo foi observada entre a K-carragena e todas as caseinas, analisado por
sedimentacdo (Snoeren et al., 1975) e eletroforese (Grindrod & Nickerson, 1968).
Também foi demonstrado por Grindrod & Nickerson (1968) que a K-caseina e k-
carragena interagem na auséncia de cdlcio. Snoeren et al. (1975) encontraram que, em
um sistema livre de cdlcio, em pH 6,7 a K-carragena interage com a K-caseina, enquanto
que nenhuma interacdo pode ser detectada entre a K-carragena e O - ou P-caseina. A
interacdo K-carragena/k-caseina mostrou ser eletrostdtica e ocorreu quando ambas

moléculas possuiam uma carga liquida negativa neste pH.

2.3 Propriedades reologicas de sistemas proteinas-polissacarideos

A Reologia € o estudo da relagdo que existe entre as forcas externas que atuam
sobre um corpo e a deformagdo ou escoamento que estas produzem (Steffe, 1996). A
determinacdo das propriedades reoldgicas de alimentos é importante para o projeto de
tubulacdes e equipamentos, no controle de qualidade, no desenvolvimento de novos

produtos e na predi¢do da textura.
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A teoria classica de reologia divide os materiais em liquidos ou sélidos, e o
conceito de elasticidade se aplica somente a sélidos, enquanto que a viscosidade € um
termo aplicado a liquidos.

Em um liquido perfeitamente viscoso, a tensdo depende apenas da taxa de
deformagdo. O trabalho mecanico necessdrio para produzir qualquer deformacgdo ¢é
dissipado instantaneamente. Por outro lado, em um soélido perfeitamente eldstico, a
tensdo depende somente da magnitude da deformacdo aplicada. O trabalho mecanico
empregado na deformacdo é armazenado em forma de energia eldstica (Graessley,
1984).

No entanto, os alimentos sdo materiais complexos e podem ser considerados
corpos viscoeldsticos, ou seja, comportam-se como liquido ou sélido, dependendo da
tensdo aplicada e da escala de tempo do processo de deformagdo. Assim, um corpo
s6lido pode apresentar propriedades da fase liquida e um material liquido pode mostrar
propriedades de um corpo sélido. Esta distingdo de comportamento € determinada pelo

nimero adimensional de Deborah (De), representado pela equacgdo 2.1:
De=— 2.1

onde A é o tempo de relaxagdo (tempo caracteristico do material) e Te representa
a escala de tempo necessdria para que ocorram mudangas significativas no material em
andlise, ou seja, é o tempo caracteristico do processo. O tempo de relaxacdo
caracteristico do material é zero para um liquido newtoniano viscoso e infinito para um
s6lido Hookeano eldstico, logo, considera-se que o fluido comporta-se como um liquido
viscoso, quando De<<1 e um sélido eldstico quando De>>1 (Lapasin & Pricl, 1995).

Os parametros reolégicos de materiais viscoeldsticos podem ser determinados a
partir de ensaios que envolvam a aplicacdo de forgas tangenciais (cisalhamento) ou
normais (extensional ou sem atrito). A aplicacdo do escoamento extensional pode ser
feita através de ensaios em compressao ou em tracao.

A andlise de um material viscoeldstico é relativamente simples quando o mesmo
apresenta comportamento linear. Nessas condi¢des, a razdo entre a tensdo e a
deformacgdo, em qualquer instante ou freqiiéncia, € independente da magnitude de tensao
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ou deformacdo aplicada, sendo apenas fun¢do do tempo (Ferry, 1980). No intervalo
linear, trabalha-se com deformag¢des muito pequenas e a estrutura molecular
praticamente ndo € afetada e, neste caso, pode-se dizer que os efeitos eldsticos seguem a
lei de Hooke e os efeitos viscosos obedecem a Lei de Newton (Barnes et al., 1989). Na
caracterizacdo da viscoelasticidade linear existem vdrios tipos de experimentos que
determinam as relagdes entre tensdo, deformagdo e tempo. Os mais importantes sao os
testes de fluéncia e recuperacdo (transientes), relaxacdo de tensdes (transientes) e
ensaios oscilatérios (dinadmicos).

Ensaios reolégicos oscilatérios dindmicos

Os ensaios oscilatérios sdo particularmente uteis para se caracterizar a
conformagdo macromolecular e interacdes intermoleculares em solu¢do. Em um
experimento dindmico ou periddico, uma tensdo ou deformacdo oscilatoria senoidal, a
uma freqiiéncia m, € aplicada ao material, sendo medidas a amplitude e a diferenca de
fase entre tensdo e deformacdo oscilatéria. Em ensaios, no qual a deformacgdo (y) é
controlada, esta varia com o tempo, de acordo com a relagdo (2.2):

Y=17, sen wt (2.2)

onde Y € a amplitude maxima de deformacao.
A tens@o (o) correspondente a deformacdo aplicada pode ser expressa da
seguinte forma:
G =0 sen(mt + J) (2.3)
onde Gy € a amplitude médxima de tensao.
A tensdo (o) pode ser representada como a soma dos componentes que estdo em

fase com a deformacdo, e 90° fora de fase com a deformacdo (2.4):
c =Y (G'(co)sen ot+G’ (co)cos (x)t) 2.4)

onde G(w) e G (w) sdo os médulos de armazenamento e de dissipagdo de
energia, respectivamente. No caso de um sélido perfeitamente eldstico, toda energia €
estocada, isto €, G” € zero e a tens@o e deformacdo estdo em fase. J4 para um liquido

perfeitamente viscoso, toda energia é dissipada em forma de calor, ou seja, G’ € igual a
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zero e a tensdo e deformacgdo estdo 90° fora de fase. Assim, G’ é uma propriedade
associada a eventos moleculares de natureza eldstica enquanto G” estd associado a
eventos moleculares de origem viscosa.

As equagdes (2.2) e (2.4) podem ser combinadas para obter-se os parametros

viscoelasticos G’ e G”:

G'(0) = ( j cosd (2.5)

G" (@) = ( ] send (2.6)
= 2.

tan(0) G((n) 2.7)

O médulo complexo G*(m) expressa a magnitude da resposta global do fluido,
onde G’(®) é o componente real e G”(®) é o componente imagindrio. A expressdao do
moédulo complexo € dado pela equagdo (2.8):

G (=G (0)+iG (0) (2.8)

A magnitude de G () corresponde 2 razdo entre a amplitude de mdxima tenso

(0p) e a amplitude de maxima deformacdo aplicada (), representada pela equagao (2.9):

G )= Vo @f +owf —\/(60 COSST{GO Senajz =(G—0J (2.9)

Yo Y0 Y0
Os dados experimentais de G° e G” podem ser avaliados em funcdo da
freqiiéncia (®) produzindo o denominado “espectro mecanico” (Figura 2.4) (Giboreau et
al., 1994), que ¢ qutil para classificar um sistema em gel forte ou fraco, ou ainda como

solucdo concentrada (Ross-Murphy, 1998).
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Figura 2.4 — Espectro mecanico tipico para sistemas poliméricos (Graessley, 1984).

Segundo o comportamento caracteristico de solugdes de biopolimeros em baixas
freqiiéncias, ambos os mddulos crescem com o aumento da freqiiéncia. Nesse caso,
G’(w) é sempre menor que G”(W), ou seja, a resposta viscosa predomina, indicando que
as cadeias moleculares podem desentrelagar-se e rearranjar-se durante o longo periodo
de oscilagdo. O comportamento do escoamento € controlado pelo movimento
translacional das macromoléculas. Em freqiiéncias intermedidrias, G’ torna-se maior que
G”, tomando valores aproximadamente constantes, o que demonstra que os curtos
periodos de oscilagdo ndo permitem o desentrelacamento das moléculas. Nesse caso, os
entrelacamentos desempenham o papel de zonas de juncdo intermoleculares tempordarias.
Uma nova inversdao nas magnitudes é observada na regido de transicdo e finalmente,
quando o estado vitreo € atingido, G” diminui e G’ torna-se predominante. Essas regides
caracteristicas podem ser associadas qualitativamente com diferentes tipos de respostas
moleculares e aparecem com diferentes graus de definicio e proeminéncia, pois
dependem do peso molecular, do estado fisico, da concentracdo dos polimeros presentes

e da temperatura de andlise (Graessley, 1984; Ferry, 1980).
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2.3.1.1 Modelo de Maxwell

Uma aproximacdo cldssica para a descricdo da resposta dos materiais que
apresentam propriedades viscoeldsticas estd baseada em analogias com a resposta de
certos elementos mecanicos, compostos por molas e amortecedores. A mola ¢é
considerada um elemento de sélido ideal, que obedece a Lei de Hooke (Equacdo 2.10) e
o amortecedor é considerado um elemento de fluido ideal, seguindo a Lei de Newton

(Equacdo 2.11).

c=Gy (2.10)

=17 @2.11)

onde G € a tensdo, Y é a deformacao, T ¢ a taxa de deformacgdo, G € o médulo de rigidez

e M € a viscosidade newtoniana.

Os modelos mecanicos sdo representados pela associagdo entre molas e

amortecedores, sendo o Modelo de Maxwell e o de Kelvin os mais utilizados.

O modelo de Maxwell, uma mola em série com um amortecedor (Figura 2.5 a), é
freqiientemente usado para interpretar dados obtidos a partir de testes dinamicos de
liquidos poliméricos. J4& no modelo de Kelvin, a mola estd em paralelo com o
amortecedor (Figura 2.5 b) e € bastante utilizado na interpretacdo de resultados de testes

de fluéncia (“creep compliance”).

Maxwell Kelvin

“

[
_ EG [E]ﬂ
D’n
a v b l
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Figura 2.5 — Diagrama esquemdtico dos modelos de Maxwell (a) e Kelvin (b).
No modelo de Maxwell, quando um sistema € submetido a uma tensio (o), a
deformagdo total é a soma da deformacdo eldstica da mola (y.) e da deformagdao do

amortecedor (y):
Y=Ye + Vv (2.12)

Derivando a expressdo anterior em relacdo ao tempo, obtém-se:

o 6 o

YZY€+YV:E+H (2.13)
Agrupando os termos da equacao anterior, tem-se:

c+io=nY (2.14)

onde A é o tempo de relaxacdo definido como o quociente entre a viscosidade

newtoniana e o mddulo de rigidez (G) (Lapasin & Pricl, 1995).

Se G—oo, entdo A—0, assim trata-se de um fluido newtoniano e a velocidade de
relaxacdo das tensdes € infinita. Entretanto, para m—eo, entdo A—oo, assim trata-se de

um solido Hookeano, no qual ndo hé relaxacdes de tensoes.

Modelo Generalizado de Maxwell

E um dos modelos mais usados para descrever o comportamento de materiais
viscoeldsticos. Consiste em supor que o fluido possui vérios tempos de relaxacdo ao
invés de somente um. A representacdo do modelo analégico, no qual vérios elementos

de Maxwell individuais sdo dispostos em paralelo, ¢ mostrada na Figura 2.6:
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Figura 2.6 - Diagrama esquemadtico do Modelo generalizado de Maxwell.

A equagdo 2.14 é vélida para cada elemento (i) do sistema e pode ser

representada no modelo generalizado de Maxwell pela equacdo 2.15:

Gi+7"i 61 =MN; '.Yi (215)

Se o sistema consta de n elementos, tem-se:
6=).0; (2.16)

A partir da integracdo da equacdo 2.15, a fungdo relaxacio pode ser descrita pela

equacdo 2.17:

—t
G(t) = i(}ie("ij 2.17)

i=l1

A viscosidade (n;) de cada elemento (i) amortecedor de Maxwell é dada pela

equacdo (2.18):

N;i :ki-Gi (2.18)
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O tempo médio de relaxacdo (0) de Maxwell € dado pela equagdo (2.19):

)
Z GiA;
0= 11=11_ (2.19)
2 Gk
i=1
onde G(t) é a fungdo relaxacdo, G; é o médulo de relaxacgdo e A; é o tempo de relaxagdo

para cada elemento (i) do sistema.

Além da funcao de relaxacdo, a partir do modelo de Maxwell € possivel predizer
outras funcdes viscoeldsticas lineares. Assim, os modulos eldstico (G’) e o viscoso (G”)

sdo dados por (Michailova et al., 2000; Ferry,1980):

\ _ n GiO\)ZA%
G (w)= 2—2 5 (2.20)
i=11+ @A
G"(®) = %‘Gl—m}\ 2.21)
is1l+ 0222

i
onde G(t) é a funcdo relaxacdo, G; é o mddulo de relaxacgdo e A; é o tempo de relaxagdo

para cada elemento (i) do sistema e ® € a freqiiéncia angular de oscilagdo.

Michailova et al. (2000) aplicaram o modelo generalizado de Maxwell para
hidrogéis de hidroxipropilmetil-celulose e obtiveram um bom ajuste aos dados. O
modelo permitiu a descricio do sistema como um gel homogéneo no qual a
compatibilidade termodindmica do polimero e solvente foi observada. O modelo pode
ser extrapolado para freqii€éncias baixas, mostrando a curva de escoamento na regido
terminal baseado nas constantes que caracterizam uma rede tridimensional entrelacada
que forma o gel. Provavelmente, neste trabalho, os autores utilizaram o modelo com

infinitos elementos e s6 consideraram os significativos.
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2.3.2 Ensaios reologicos em altas deformacoes

Ensaios que envolvem grandes deformacdes, sob compressdo, tracdo ou
cisalhamento chegam no ponto de ruptura ou passam dele. Esses resultados sdao muito
importantes para o engenheiro de alimentos, pois os alimentos s3o normalmente sujeitos

a altas tensdes, tanto em processamento, como em andlise sensorial.

Ensaios de compressdo uniaxial sdo freqiientemente utilizados na caracterizagao
da textura de alimentos soOlidos. Estes testes podem ser realizados com ou sem
lubrificacdo, mas muitos autores t€ém dado preferéncia a lubrificacdo, devido a maior

facilidade de operacao (Rao, 1992; Chiralt et al., 2001; Lau et al., 2000).

Em ensaios de compressdo uniaxial, uma determinada deformacdo final (€) é
imposta e a tensdo correspondente (6) € avaliada em funcdo do tempo. Esta deformagao
é, em geral, suficientemente elevada para levar a ruptura do material. No entanto, a parte
inicial da curva é linear, indicando que a deformacdo é reversivel e o mdédulo de
elasticidade (E), que é um parametro intrinseco do material, pode ser determinado

(Equacdo 2.22):
c=Eeg (2.22)

A tensdo (o) e a deformacdo de Hencky (en), definidas respectivamente pelas
equacoes 2.23 e 2.24, devem ser utilizadas em ensaios com altos valores de deformacao,

porque consideram o histérico de deformacdo pelo qual o material passa durante o

experimento:
_ H(t)
Oy = F(t){HOAO } (2.23)
H(t
€g = —11'1|:HL0):| (224)

onde F(t) € a forca [N] no tempo t, Ay [mz] e Ho [m] sdo, respectivamente, a drea e a

altura iniciais da amostra e H(t) € a altura do material no tempo t.
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As propriedades mecanicas do gel sdo determinadas através da curva de tensao-
deformacdo de Hencky, sendo o ponto de ruptura o valor mdximo desta curva. Neste
ponto, pode-se determinar as propriedades que fornecem informacdes sobre as
caracteristicas do material e correlaciond-las com a textura do produto. Os parametros de
maior interesse sao a tensdo na ruptura (or), a deformacgdo na ruptura (€r) € o médulo de
elasticidade (E), que é determinado a partir da tangente da regido linear inicial da curva
tensdo-deformacgao (Rosenthal, 1999; Steffe, 1996). Esses parametros possuem uma
forte dependéncia com a taxa de deformacdo e temperatura, que aumenta com a
elasticidade do produto. A energia necessdria para ruptura de um material € uma medida
de sua dureza e pode ser calculada como a drea sob a curva tensdo-deformacgdao (Wium &

Quist, 1997).

2.4 Comportamento reolagico de géis de proteinas do leite - carragena

As proteinas podem formar géis agregados ou filamentados, dependendo do pH,
for¢a i0nica e tipo de tratamento térmico. Géis protéicos transparentes com estrutura fina
sdo formados sob condi¢des de alta repulsdo eletrostatica entre as proteinas, ou seja, em
sistemas de baixa forca idnica ou longe do ponto isoelétrico. Entretanto, géis turvos de
estrutura particulada, que apresentam baixos valores de G’, sdo formados em condi¢des
de alta forca idnica ou nas proximidades do ponto isoelétrico da proteina (Verheul &

Roefs, 1998, Verheul ef al., 1998).

A gelificacdo do leite por acidificacdo € uma importante etapa do processo de
fabricagdo de diversos produtos lacteos. A formacdo de géis dcidos de caseinato de s6dio
ou leite é mais favordvel em pH préximos ao ponto isoelétrico (Chen et al., 1999). As
diferentes etapas que ocorrem no processo de acidificagdo sdo mais facilmente
entendidas ao correlacionar a variagdo do comportamento reolégico (textura) com o

perfil dos peptideos agregados ou solubilizados.
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As propriedades fisicas e reolégicas de géis acidificados com GDL (glucona-8-
lactona) diferem dos formados por processos fermentativos, devido as diferencas
observadas na taxa de acidificagdo que modifica a dissocia¢do das caseinas na taxa de
agregacdo, assim como no tempo disponivel para o rearranjo das particulas de proteina

na agregacdo (Lucey et al., 1998).

Braga (2002) avaliou a cinética de gelificacdo e agregacdo de caseina acidificada
com GDL e verificou que o pH 6timo para a obtencao de géis mais fortes € proximo do
ponto isoelétrico das caseinas, porque hé favorecimento da fusdo e rearranjos continuos
das particulas de caseina, apontando para uma agregacdo com predominio de interacdes
hidrofébicas. Em valores de pH muito baixo, Braga (2002) verificou um decréscimo da
caracteristica eldstica, que pode ter sido causado pelo aumento na carga positiva entre as

moléculas de caseina, resultando em um aumento na repulsao eletrostatica.

As proteinas do soro quando submetidas a aquecimento sofrem mudangas
conformacionais (desnaturacdo) e, em seguida, agregam-se de maneira irreversivel, via
ligacdes covalentes e ndo-covalentes podendo formar um gel (Verheul & Roefs, 1998),
em uma concentragdo suficiente de proteina (maior que 5%). As propriedades fisicas e
estruturais dos géis de proteinas globulares, induzidos por calor podem variar muito e
sdo dependentes das condi¢des de aquecimento, concentracdo de proteina, pH, forca
i0nica e natureza dos fons. Géis de proteinas do soro formados sob a acdo do calor sao
mais rigidos que os formados por acidificacdo, quando observados em ensaios de
compressdo (Ju & Kilara, 1998). Neste caso, a reticulacdio das proteinas do soro
desnaturadas favorece o aumento da rigidez dos géis e, conseqiientemente, dos valores
de G’. Esses géis, quando formados em pH neutro e altos valores de forca idnica, sdo

menos rigidos, apresentam menores valores de G’ (Ju & Kilara, 1998).

Recentemente, consideravel interesse tem sido dado ao estudo de misturas de
proteinas e polissacarideos nos setores académico e industrial. Tais combinacdes podem
implicar em novos ingredientes de alimentos, particularmente como substitutos de
gordura (Tolstoguzov & Vincent, 1997; Walkestrom et al., 1998; Schorsch et al., 1999;
Capron et al., 1999), além de ser uma mistura comumente encontrada em alimentos que
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mostra um intervalo de propriedades mecanicas e de textura mais amplo que os géis
puros de proteina. Esta mistura de hidrocoldides pode mostrar efeitos antagénicos ou
sinergisticos, dependendo de um grande ndmero de pardmetros como concentracdo dos
hidrocoléides, pH, forca idnica, conteido de agucares, temperatura, peso molecular,
fonte da proteina do leite, histéria térmica do produto, cisalhamento, etc (Syrbe et al.,

1998).

A carragena possui alta reatividade com as proteinas do leite no intervalo de pHs
entre 6 e 7, devido a forte interagdo eletrostdtica entre os grupos sulfato negativos da
carragena e as cargas positivas da k-caseina (Heertje, 1993; Tziboula & Horne, 1999;
Schorsch et al., 2000). Essa interagdo leva a um aumento do valor de G’ no inicio da
gelificacdo, mas com o tempo hd uma acomodacdo estrutural que resulta na diminui¢ao
do valor do médulo de armazenamento, que pode ser induzida pela sinerese (Lundin &

Hermansson, 1998).

Interagdes entre proteinas do leite e carragena a temperatura ambiente reduzem a
capacidade de gelificacdo do polissacarideo. A temperaturas bem acima do ponto de gel
(> 50°C), quando as moléculas de carragena comportam-se como cadeias desordenadas
ndo-agregadas em dgua, um outro fendmeno de desestabilizagdo € importante: a
dispersdo de caseina micelar torna-se susceptivel a separagdo do polissacarideo
(Dickinson, 1998). Schorsch er al. (2000) estudaram sistemas de caseina micelar e K-
carragena e sugerem que para sistemas com alta fracdo volumétrica de micelas dispersas,
uma baixa concentragdo de carragena € suficiente para formar pontes entre os grupos

restantes das micelas e gelificar.

As interacgdes entre as proteinas do soro e K-carragena sao favorecidas em valores
de pH superiores a 5, e este efeito sinergistico € maior quando a proteina passa por
tratamento térmico (Mleko et al., 1997). Tal atracdo é particularmente forte e acontece
ainda quando a proteina e o polissacarideo sulfatado estdo carregados negativamente
(Gringberg & Tolstoguzov,1997). Na presenca de proteinas do soro, a gelificacdo
acontece em uma Unica etapa, mas o aumento inicial de G’ pode diminuir com a

formacgdo de agregados. Na mistura de carragena com proteinas do leite dois eventos
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independentes e antagdnicos podem ocorrer: (1) a formagdo de um complexo entre a K-
carragena e as proteinas do soro, que interfere na formagao do gel, e (2) formacao da
rede eldstica de carragena e a gelificacdo. O complexo proteinas do leite-carragena é
aprisionado nesta rede e as caracteristicas reoldgicas dessas misturas sdo governadas por

fatores que influenciam ambos os eventos citados (Tziboula & Horne, 1999).

2.5 Anadlise térmica de sistemas proteinas-polissacarideos

A calorimetria diferencial de varredura ¢ uma técnica de andlise térmica que é
aplicdvel a varios materiais incluindo polimeros, produtos farmacéuticos e alimentos. As
medidas realizadas em um calorimetro diferencial de varredura (DSC) fornecem
informacdes qualitativas e quantitativas em funcdo do tempo e temperatura,
considerando as transi¢cdes em materiais que envolvem processos endotérmicos e
exotérmicos, ou ainda mudancas na capacidade calorifica. Algumas das vantagens que
contribuiram para a ampla utilizacdo do DSC sdo: a ficil preparacdo da amostra,
aplicabilidade em sélidos e liquidos, rdapido tempo de andlise e ampla faixa de

temperatura (Wunderlich, 2000).

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

liberagdo de energia (processo exotérmico).

No DSC, a diferenca no fluxo de calor entre a amostra e a referéncia inerte é
medida em funcdo do tempo e temperatura, tanto da amostra como da referéncia,
estando sujeitas a um ambiente controlado (pressdo, purga do gés). O programa de
temperatura pré-estabelecido pode ser isotérmico ou variar linearmente em funcdo do

tempo.
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O DSC possui algumas limitagdes como a dificuldade de interpretacdo dos
resultados de fluxo de calor se multiplos processos estdo ocorrendo em uma mesma
faixa de temperatura. Em um material com um udnico componente pode ocorrer a
sobreposicdo de diferentes tipos de transi¢des, tais como fusdo e recristalizacdo, se o
material for semi-cristalino, e mudancas na capacidade calorifica durante a reacdo de
cura exotérmica. No caso de materiais multicomponentes, transi¢des de diferentes
componentes podem se sobrepor. Além disso, nem sempre € trivial identificar a natureza
de uma transi¢do: um pico de relaxagdo entdlpica sobreposto a variacdo da capacidade

calorifica na temperatura de transic@o vitrea pode ser confundido com uma fusao.

As propriedades funcionais e estruturais de hidrogéis sdo influenciadas pelo
estado de hidratacdo dos polissacarideos. A caracterizacdo da dgua é importante para a
compreensdo da fun¢do da d4gua em hidrogéis. O comportamento de transi¢ao de fase da
dgua em sistemas contendo polimeros hidrofilicos, polieletroliticos e polissacarideos tém
sido analisados por DSC e espectroscopia nuclear de ressonincia magnética. A dgua
nestes sistemas € classificada em trés categorias: ndo-congeldvel, congeldvel ligada e
livre, em relagdo a transi¢do de fase e mobilidade molecular (Hatakeyama et al., 1985;
Yoshida et al.,1990). A mobilidade molecular e a coagulacio molecular dos sistemas
acima citados sdo influenciadas tanto pela d4gua nao-congeldvel como pela congelada

ligada, que € retida no polimero (Yoshida et al., 1992).

A avaliacdo das interacdes entre biopolimeros e sacarose pode ser avaliada
através da andlise do estado da dgua nestes sistemas complexos. Braga (2002) relatou
que os géis de casefna-xantana-sacarose apresentaram um grau muito elevado de
sinerese (4dgua livre) que foi atribuido principalmente ao efeito da sacarose. Este co-
soluto influenciou positivamente a fracdo de dgua ndo-congeldvel e estes sistemas
apresentaram um teor reduzido de dgua congeldvel-ligada, que € caracteristico de

sistemas coacervados.

Hatakeyama et al. (1988) analisaram quantitativamente a 4gua ligada em
polimeros e complexos de polimeros por DSC. A dgua ligada foi classificada no tipo I
(ndo-congeldvel com temperatura de fusdo abaixo de —50°C e para a qual a endoterma de
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fusdo ndo foi detectada); tipo II (dgua ligada com ponto de fusdo entre —50° e 0°C) e o
tipo III (4gua ligada com temperatura de fusdo varidvel). O calor de fusdo foi constante
para a dgua ligada com temperatura de fusao entre —50° e 0°C. A 4gua livre, observada
em sistemas xantana-caseina-sacarose, pode ser quantificada por medidas de sinerese
(Braga, 2002). Braga (2002) relatou que a formacdo da rede de xantana-xantana
influencia a sinerese e ocorre em baixas concentracdes de caseina, a medida que a
concentracdo de caseina aumenta, esta passa a participar mais efetivamente da rede
tridimensional do gel e atua diminuindo a influéncia da rede de polissacarideos no

sistema.
2.6 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

No processamento de produtos derivados de leite ocorre tratamento térmico
como forma de seguranca alimentar, tais com o tratamento HTST (High Temperature
Short Time, 98°C por 0,5 a 1,87 min) e UHT (Ultra High Temperature, 140°C por 2 a 8
s). O tratamento térmico causa significativas mudancas nas proteinas do leite e
influencia as caracteristicas do produto final. A desnaturagdo das proteinas do soro
presentes no leite promove suas interagdes com as caseinas. Em presenca de cédlcio e em
temperaturas acima de 65 a 75°C, a B-lactoglobulina (B-1g) comeca a se desdobrar,
expondo grupos originalmente internos na estrutura nativa e reage preferencialmente
com a K-caseina, formando complexos. Esta reacdo € estabilizada pela formacao de
pontes dissulfeto, normalmente estudadas por eletroforese e ultracentrifugacdo de
misturas de caseinas e proteinas do soro (Parnell-Clunies et al., 1988; Oldfield et al.,

1998 a, b).

A andlise das interacOes entre as proteinas, por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida, fornece informacdes para o estudo das caracteristicas de agregacdo
destas proteinas (Corredig & Dalgleish, 1996). A andlise da forca destes agregados de
proteinas poderia facilitar a compreensdo da intera¢do com a carragena € sacarose em

um sistema complexo, de forma a entender o mecanismo de ligacdo de dgua do sistema.
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A eletroforese em gel de poliacrilamida € importante na analise experimental de
proteinas e suas misturas. Embora haja outras técnicas, a eletroforese em gel de
poliacrilamida unidimensional é a mais usada, pois oferece suficiente resolu¢do para
muitas situacdes, ¢ de facil uso e possibilita a comparacdo entre vdrias amostras
simultaneamente. O método de eletroforese em gel de poliacrilamida baseia-se no fato
de que uma molécula carregada migra em um campo elétrico a uma taxa que ¢é
determinada pelo seu tamanho e carga (Hames, 1990). Na caracteriza¢do da agregagao
das proteinas do leite é necessdria a utilizacdo de diferentes métodos de eletroforese

como o SDS-PAGE redutor, SDS-PAGE nao-redutor e Nativo-PAGE.

O método SDS-PAGE redutor (sédio-dodecil sulfato-poliacrilamida gel) utiliza
um sistema tampao que dissocia todas as proteinas em suas subunidades polipeptidicas
individuais. O agente dissociante mais comumente utilizado é o detergente anidnico,
sodio dodecil sulfato. A mistura de proteinas € desnaturada pelo aquecimento a 100°C na
presenca de excesso de SDS e um reagente redutor de ligacdes dissulfetos. Sob estas
condig¢des, a maioria dos polipeptideos liga-se ao SDS em uma razdo mdssica constante.
As cargas intrinsecas dos polipeptideos sdo insignificantes comparadas as cargas
negativas provenientes do detergente ligante. Assim, o complexo SDS-polipeptideo
possui essencialmente densidades de cargas idénticas e migram no gel de poliacrilamida,
estritamente de acordo com o tamanho do polipeptideo. Além da analise da composi¢do
dos polipeptideos, através desta técnica pode-se determinar o peso molecular dos

mesmos (Copeland, 1994; Garfin, 1990).

O método desnaturante nao-redutor (SDS-PAGE nao-redutor) é similar ao SDS-
PAGE redutor, exceto pelo fato de que a desnaturagdo da amostra ocorre sem a presenca
de um reagente tiol. Neste método, ocorre a desnaturacdo das proteinas, mas ndo ha
dissociacdao dos agregados de proteinas devido as ligacdes dissulfeto. Logo, permite a

andlise da influéncia das ligagdes dissulfeto na agregacdo das proteinas.

O método nativo-PAGE ¢ realizado sob condi¢des de tampao ndo-desnaturante.
E projetado de forma a fracionar a mistura de proteinas, de modo que as interacdes das
subunidades, a conformacao nativa da proteina e atividade bioldgica sejam preservadas.
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A separacdo das proteinas nativas € baseada tanto em termos de tamanho, quanto de

carga total molecular (Hames, 1990; Copeland, 1994; Garfin, 1990).

Corredig e Dalgleish (1996) estudaram o efeito da temperatura e pH nas
interagdes das proteinas do soro com as micelas de caseina em leite desnatado. Os
autores utilizaram a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida e relataram que sob
aquecimento, tanto a P-lactoglobulina e a-lactoalbumina formaram complexos com as
micelas de caseina, quando em concentracdes normalmente encontradas no leite
desnatado (isto €, a maioria das proteinas presentes na solucdo interage com as micelas).
A presenca de complexos de proteinas do soro antes da ligacdo as micelas poderia
explicar o efeito catalitico da alta concentracdo de o-lactoalbumina na reacédo da P-
lactoglobulina com as micelas. A fragdo molar de proteinas do soro/K-caseina observada
nos complexos formados foi cerca de 1,5; além disso, a polimerizagdo do complexo
ocorre entre o-lactoalbumina, B-lactoglobulina e k-caseina. A oy -caseina parece

também desempenhar um papel na formacao do complexo, pois possui a cisteina.

Corredig e Dalgleish (1999) avaliando o mecanismo das interacdes induzidas
pelo calor entre as proteinas do soro com as micelas de caseina, em uma faixa de
tratamento térmico de 70 a 90°C, em varios tempos de processo, observaram que os dois
principais mecanismos de interagdes observadas sdo: (1) uma interagdo direta da B-
lactoglobulina com as micelas de caseina, via ligagdo com a K-caseina; (2) a reac@o entre
a o-lactoalbumina e B-lactoglobulina com as micelas, através de um intermedidrio entre
as duas proteinas do soro em solugdo. Os resultados experimentais de ambos os
tratamentos, aquecimento do leite desnatado e resuspensiao de micelas, mostraram que a
quantidade de B-lactoglobulina que interage com as micelas foi limitada pelo nimero de
sitios ligantes disponiveis. Por outro lado, a concentracio de a-lactoalbumina € o tnico

fator determinante no grau de sua associagdo ao agregado micelar.
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Propriedades reoldgicas a altas e baixas deformacoes de

sistemas proteinas do leite-carragena-sacarose
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Resumo

As propriedades reoldgicas a altas e baixas deformacdes de sistemas proteinas
do leite-carragena-sacarose foram avaliadas em compressdao uniaxial e cisalhamento
oscilatorio, respectivamente. A metodologia de planejamento experimental foi utilizada
para avaliar o efeito da composi¢cdo dos sistemas sobre o comportamento reolégico. O
modelo generalizado de Maxwell foi ajustado aos espectros mecanicos possibilitando a
avaliacdo do tempo de relaxacio das diferentes formulacdes. A carragena contribuiu
para favorecer a caracteristica elastica dos sistemas analisados em baixas deformagdes,
assim como o isolado protéico de soro (IPS). O caseinato de sddio pareceu influenciar
de maneira oposta, provavelmente devido a interagdo com a carragena, levando a
diminui¢do da rigidez da rede tridimensional do gel. A influéncia da sacarose pareceu
estar relacionada ao favorecimento das interacdes do IPS com a carragena, fortalecendo
a rede do gel. J4 os parametros reoldgicos em altas deformagdes mostraram que tanto a
carragena quanto o caseinato de sédio e IPS atuaram, aumentando a resisténcia dos
sistemas a ruptura. No entanto, em ensaios a altas deformagdes, o caseinato contribuiu
negativamente para a elasticidade dos sistemas enquanto que a carragena e IPS

contribuiram positivamente, de maneira similar ao que ocorreu a baixas deformagdes.

Palavras chave: Reologia, Propriedades mecanicas, Modelo generalizado de Maxwell,

K-carragena, caseinato, isolado protéico de soro, sacarose.
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3.1 Introducéao

Misturas de proteinas e polissacarideos sdo freqlientemente encontradas em
sistemas alimentares, sendo que ambos os biopolimeros contribuem para a textura e a
vida-de-prateleira do produto. As proteinas podem exercer varias funcdes nos alimentos,
como espessante de solugdes, agente gelificante, espumante ou emulsificante, além do
aspecto nutricional (Sgarbieri, 1998). Os polissacarideos sdo adicionados a produtos
alimenticios, para atuar como espessantes € estabilizantes, podendo até formar géis
(Syrbe et al., 1998). Estes hidrocoldides sdo geralmente utilizados em produtos com
reducdo total ou parcial de gordura, de forma a minimizar as alteracdes da textura do

produto e evitar a separacdo de fases em emulsoes (Katzbauer, 1998).

A influéncia dos hidrocoldides na textura do produto pode depender das
interacOes entre 0s mesmos € também entre outros biopolimeros e/ou outros
componentes do alimento. Conseqilientemente, € importante identificar as condicdes
Otimas nas quais o polissacarideo pode ser mais efetivo para as propriedades desejadas
no produto. Dentre os inumeros polissacarideos utilizados em alimentos, a carragena
vem sendo largamente usada na industria de alimentos, principalmente em produtos

lacteos.

A carragena € um polissacarideo anidnico de origem marinha (Rhodophyta) que
forma géis termorreversives (Schorsch et al., 2000). Os diferentes tipos de carragenas
variam no numero e posicdo dos grupos sulfatos na galactose. A K-carragena ¢é
especialmente utilizada em produtos lacteos, pois apresenta forte interacdo eletrostatica
com a K-caseina. A estrutura da carragena é composta de unidades de D-galactose-4-
sulfato, unidas em o-(1—3) e 3,6-anidro-D-galactose ligadas em B(1—4), que se
alternam na cadeia principal, e apresenta uma transi¢do conformacional de estrutura

ordenada para desordenada dependendo da forca idnica e da temperatura (Schorsch et
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al., 2000). Sob resfriamento, o sistema apresenta um rapido aumento na viscosidade
aparente quando o ponto de gelificacdo é alcancado, o que é promovido pela presenca

. . . 2
de fons, principalmente K* ou Ca™.

As propriedades viscoeldsticas de géis mistos e puros de biopolimeros diferem
consideravelmente por causa das interagdes intermoleculares entre os diferentes
componentes da mistura e possivel formagdo de uma rede tridimensional
interpenetrante. Ensaios dinamicos aplicados sob condi¢des de pequena deformagdo, em
baixas freqiiéncias, sdo convenientes para o estudo do grau de organizacdo estrutural de
sistemas poliméricos e das ligacOes inter e intramolecular em redes entrelagadas, de géis
fortes e fisicos fracos (Ross-Murphy, 1995). Os dados obtidos a partir de varreduras de
freqiiéncias podem ser usados para caracterizar ou classificar uma dispersdo. As quatro
classificagdes mais comuns sdo: solugcdo diluida, sistema de redes entrelagadas (ou
solucdo concentrada), gel fraco e gel forte. Uma solucdo diluida apresenta G (médulo
viscoso ou de dissipacao) sempre maior que G’ (mddulo eléstico ou de armazenamento)
em todo o intervalo de freqiiéncia, com aproximacao dos modulos em freqiiéncias mais
altas. Sistemas de redes entrelacadas apresentam intersec¢ao entre as curvas G* e G”
durante o intervalo de freqiiéncias, indicando uma tendéncia clara de comportamento
como sOlido a freqiiéncias mais elevadas. Géis fracos ou fisicos sdo dependentes da
freqiiéncia, mas ndo apresentam o cruzamento de G’ e G” e G’ € sempre maior que G”.
Em géis fortes ou covalentes, os mdédulos dindmicos sdo independentes da freqiiéncia
(Chamberlain & Rao, 2000; Steffe, 1996) e a razdo G’/G” € superior a 10. No gel
verdadeiro ou forte, existem ligagdes cruzadas de alta energia de ligacdo e em géis
fisicos, as caracteristicas eldsticas sdo decorrentes da formacdo de emaranhados de

natureza topoldgica entre as suas moléculas.
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Sistemas com mais de um biopolimero exibem comportamentos mais complexos
que misturas de polimeros sintéticos. Isto se deve ao fato de que os biopolimeros
possuem um equilibrio relacionado ao estado de ordem — desordem de conformacao,
além de apresentar transi¢des e separacoes de fase em determinadas situacdes (Cesaro et
al., 1999). O comportamento de uma solucido com dois biopolimeros € controlado pelo

balanco entre os efeitos entalpicos e a entropia do sistema (Syrbe et al., 1998).

Em sistemas formados por proteinas do leite-carragena, com altas concentragdes
do polissacarideo (> 0,02%), a gelificacdo € predominantemente resultado da auto-
associacao helicoidal da carragena e em menor escala, da interacdo proteinas do leite-
polissacarideo. Assim, o mecanismo de gelificacdo e as propriedades mecénicas dos
géis sdo influenciados principalmente pela concentragdo do polissacarideo, for¢a idnica
e pH do meio. Por outro lado, em baixas concentracdes (< 0,02%) de carragena, as
proteinas do leite interferem na formagdo do gel, devido ao predominio das interagdes
proteina-carragena, reduzindo a disponibilidade da carragena para se auto-associar

(Drohan et al., 1997).

Oakenfull et al. (1999) estudaram as propriedades térmicas e reoldgicas de um
sistema contendo K-carragena e caseinato de s6dio e propuseram um mecanismo de
duas etapas para explicar a formacdo de géis nesse sistema. Em altas temperaturas,
quando a carragena estd na forma desordenada e em altas concentracdes de caseinato, os
dois biopolimeros formam agregados. Durante o resfriamento, a carragena vai se
reordenando e comeca a gelificar devido a formacao de hélices, promovendo uma rede

continua com altos valores de modulo de armazenamento.

A textura e estabilidade de produtos lacteos gelificados sdo importantes fatores

N

relacionados a sua qualidade, justificando a necessidade de identificar as interagcdes

entre os ingredientes presentes nestes produtos. Os ensaios reoldgicos a altas
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deformacdes, em compressao uniaxial, fornecem informagdes sobre as propriedades
mecanicas do material e apresentam boa correlagdo com propriedades de textura
sensorial (Benedito et al., 2000). Ha varios fatores que afetam as propriedades de
ruptura de géis, tais como o nimero de ligagdes por drea de secdo transversal da rede e a
forca de cada ligacdo (van Vliet et al., 1991), assim como a tortuosidade da rede

tridimensional do gel.

O estudo de sistemas-modelo tem grande importancia para elucidar as alteracdes
micro e macroscopicas pelas quais os ingredientes passam quando sdo alteradas as
condig¢des de processo (pH, temperatura, forca idnica, etc.). No caso de sistemas lacteos,
o estudo utilizando leite tornaria dificil a compreensdo dos resultados, pois este
ingrediente pode ser considerado uma emulsdo coloidal de particulas de caseina,
associadas em uma forma micelar. Portanto, muitos estudos em sistemas-modelo lacteos
sdo realizados com caseinato de sdédio, que além de apresentar, predominantemente,
submicelas agregadas (Chu et al., 1995) vém sendo muito utilizados em produtos

lacteos anélogos, por exemplo, queijos.

Assim, a interacOes entre a carragena, caseinato de sodio, isolado protéico de
soro (IPS) e sacarose foram analisados utilizando a metodologia de Planejamento
Experimental, de forma a entender como a concentracao destes componentes influencia
os parametros reoldgicos a baixas deformagdes em cisalhamento oscilatério e as

propriedades mecanicas em compressao uniaxial.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Material

Os ingredientes utilizados neste estudo para a producao dos diversos sistemas

foram: caseina, carragena, isolado protéico de soro (IPS) e sacarose. A caseina
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([9000-71-9], Lot 100K0223) e a k-carragena (C-1013, [9000-07-1], Lot 29H0715)
foram adquiridas da Sigma-Aldrich Corporation (St Louis - USA). O IPS (PSD-826)
foi gentilmente cedido pela Arla Food Ingredients (Dinamarca). A sacarose utilizada
foi adquirida da Synth (Sao Paulo, Brasil). A composi¢cdo dos ingredientes do

sistema em estudo € apresentada na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Composic¢do dos ingredientes do sistema proteinas do leite-carragena-sacarose.

Umidade (% Na* (%) Ca™ K*
Caseina 7,22 0,16 0,14 0,08
Carragena 8,40 0,40 1,60 10,78
IPS 1,33 0,63 0,05 0,65
Sacarose 0,30 - - -

3.2.2 Formulagdes dos sistemas-modelo: Planejamento Experimental

Um planejamento experimental fatorial completo 2* com pontos axiais
(a=(2""" foi utilizado para a avaliacdo das propriedades reoldgicas a altas e baixas
deformacdes de sistemas-modelo caseinato de sddio-IPS-carragena-sacarose. Os niveis
de concentracdo estudados estdo apresentados na Tabela 3.2. As combinacdes das
concentragdes para cada formulagdo do Planejamento experimental analisada estdo

mostradas na Tabela 3.3.

Os extremos de concentracdo foram escolhidos com base na formulacido de
produtos lacteos geralmente adicionados de polissacarideos, tais como sorvetes,

sobremesas congeladas, flans e recheio de tortas.
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Os resultados obtidos no planejamento experimental foram analisados
utilizando-se o programa Statistica (Statsoft v. 5.0). Assim, os efeitos significativos
foram determinados e a andlise de varidncia (ANOVA) foi utilizada para verificar a

validade do modelo obtido.

Tabela 3.2: Varidveis independentes e seus niveis referentes aos ensaios reoldgicos em altas e

baixas deformacdes dos sistemas-modelo de proteinas do leite-carragena-sacarose.

Niveis Carragena (% p/v) Caseina (% p/v) IPS (% v/v)  Sacarose (% p/v)

-2 0,10 2 0,5 5
-1 0,20 3 0,75 7,5
0 0,30 4 1 10
+1 0,40 5 1,25 12,5
+2 0,50 6 1,5 15

Tabela 3.3: Formulacdes do Planejamento Experimental 2, com pontos axiais e pontos
centrais, utilizados para a avaliacdo de propriedades reoldgicas a altas e baixas deformacdes de

sistemas-modelo de proteinas do leite-carragena-sacarose.

Formulacoes Carragena Caseina IPS Sacarose
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 -1
9 -1 -1 -1 1

10 1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 1
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3.2.3 Preparo das formulag¢oes

A caseina e o isolado protéico de soro (IPS) em pé foram hidratados
separadamente, antes da adi¢do da carragena e sacarose para a posterior realizacdo do

tratamento térmico.

A dissolugdo da caseina em d4gua deionizada foi realizada sob agitacdo
magnética, a uma temperatura inferior a 50°C. O pH da solucdo foi constantemente
ajustado para 6,7 com adicdo de solucdo de NaOH 10 M, até a completa hidratacdo da

caseina e formacao do caseinato de sddio.

A hidratacdo do IPS em &dgua deionizada foi realizada sob agitacdo magnética
por 30 min em temperatura ambiente (25°C). O pH da solucdo foi de 6,7 e ndo foi

necessario adicionar NaOH.
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As solucdes de caseinato de sodio e IPS foram misturadas e aquecidas a 40°C,
sendo entdo adicionada a sacarose e a carragena, em diferentes concentragdes conforme
a Tabela do Planejamento Fatorial (Tabela 3.3), sob agitacdo mecanica, a temperatura
de 40°C por 15 min para a dispersdao da carragena (Ribeiro et al., 2003). Um tanque
encamisado em sistema-fechado com circulagdo for¢ada para um banho termostético foi
utilizado para este fim. A agitagdo mecanica foi realizada com um impulsor tipo hélice

maritima.

Ap0s a dissolucdo da carragena, a solucdo foi submetida a um tratamento
térmico durante 30 minutos, a 70°C (Schmidt et al., 1984; Morr & Ha, 1993). O
resfriamento da solugdo foi feito em banho de gelo, até alcancar a temperatura de 10°C.
Uma parte desta soluc@o foi imediatamente levada ao redmetro para a realizacdo dos
ensaios dindmicos, enquanto que outra parte foi acondicionada em moldes cilindricos

com diametro e altura de 30 mm, por 24 h na temperatura de 5t1°C.

3.2.3.1 Ensaios reoldgicos a baixas deformacées

As propriedades reoldgicas a baixas deformagdes foram determinadas em um
redmetro de tensdo controlada, com temperatura controlada por sistema Peltier (Carri-
Med CSL? 500, TA Instruments, New Castle, USA). As andlises reoldgicas foram
realizadas utilizando uma geometria cone e placa de acrilico com 6 cm de didmetro e

um angulo de 2°.

As formulagdes, apos o tratamento térmico e resfriamento em banho de gelo,
foram colocadas na placa inferior do redmetro, o qual encontrava-se em 30°C. A
amostra em andlise foi protegida da perda de umidade e ressecamento da superficie,

pois foi utilizado o sistema “solvent-trap”, que permite o equilibrio do micro-ambiente.
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Para a determinagdo do intervalo de viscoelasticidade linear das formulagdes,
inicialmente foi realizada uma varredura de temperatura, em resfriamento, de 30 a 5°C,
numa taxa de 1°C/min, em uma freqiiéncia e tensdo fixas, de 0,1 Hz e 0,1 Pa,
respectivamente. Estes pardmetros foram escolhidos de forma que nio ocorresse dano
irreversivel da estrutura da rede do gel formado durante o resfriamento. Apds a
gelificacdo, foi realizada uma varredura de tensdo de 0,05 a 5 Pa para determinar o
intervalo de viscoelasticidade linear dos sistemas, mantendo a freqiiéncia de 0,1 Hz e a
temperatura de 5°C. Assim, foi escolhido um valor de tensdo dentro do intervalo de
viscoelasticidade linear para a realizacdo das varreduras efetivas de temperatura, tempo

e freqiiéncia.

Nos sistemas-modelo, a varredura de temperatura foi realizada a partir de uma
nova amostra a 30 até 5°C, e taxa de resfriamento de 1°C/min. Em seguida, realizou-se
uma varredura de tempo, na temperatura de 5°C por 30 min, para analisar se o sistema
encontrava-se em equilibrio, ou seja, ndo havia variacdo nos parametros reoldgicos. As
varreduras de temperatura e tempo foram realizadas na freqii€éncia constante de 0,1 Hz e
tensdo escolhida dentro do intervalo de viscoelasticidade linear das formulagdes.
Posteriormente, realizou-se a varredura de freqiiéncia, também dentro do intervalo de
viscoelasticidade linear, entre 0,01 e 10 Hz na temperatura de 5°C, para a determinagao

do espectro mecanico (G’, G” versus freqiiéncia).

3.2.3.2 Ensaios reoldgicos a altas deformacoes

As propriedades mecanicas das formulagdes foram determinadas por ensaios em
compressao uniaxial realizados em um texturdmetro TA-XT2i Texture Analyser (Stable
Microsystems Ltd., Surrey, Inglaterra). As medidas foram feitas utilizando uma

geometria do tipo placa cilindrica de acrilico com 35 mm de didmetro, que foi
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lubrificada com 6leo de silicone de baixa viscosidade de forma a evitar o atrito com a

mostra (Rao, 1992; Lau et al., 2000).

Os ensaios de ruptura foram realizados a uma velocidade de compressao de 1

mm/s até 80% de deformacdo, na temperatura de 5°C.

As propriedades mecanicas do gel foram determinadas através da curva de
tensdo-deformacao de Hencky, sendo o ponto de ruptura o valor maximo desta curva.
Neste ponto, pdde-se determinar as propriedades que fornecem informagdes sobre as
caracteristicas do material e correlaciond-las com a textura do produto. Estas sdo a
tensdo na ruptura (Or), apresentada pela equacdo (3.1) e a deformacao na ruptura (€gr),
pela equacdo (3.2). Um outro parametro caracteristico do material e de grande
importancia na caracterizacdo da textura € o médulo de elasticidade (E) que € mostrado
na equacdo (3.3) (Walkenstrom & Hermansson, 1994) e é determinado a partir da

tangente da regido linear inicial da curva tensdo-deformacdo (Rosenthal, 1999; Steffe,

1996).
H
oy = F(t){%} (3.1)
0420
ey = —ln[%t)} (3.2)
0
dGH
E=—>|._ .
di—:H e=0 (3.3)

onde F(t) é a for¢ca [N], Ay [mz] e Hp [m] sdo, respectivamente, a drea e a altura iniciais

da amostra e H(t) € a altura do material no tempo t.
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3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Propriedades reoldgicas a baixas deformacdes

A varredura de temperatura permitiu observar o comportamento da transicao
conformacional da carragena presente nos sistemas e a influéncia dos demais
componentes nesse processo. Este comportamento pode ser observado através da
andlise da variacdo de G* em funcdo da temperatura. Assim, a temperatura de inicio de
transi¢cdo conformacional da carragena ou a temperatura de inicio de gelificagdo dos
sistemas, na qual hd um rapido aumento de dG*/dT, pode ser determinada para cada

formulacao.

A varredura de freqii€ncia possibilitou a discussdao sobre os diferentes
comportamentos das formulagdes e permitiu o ajuste do Modelo generalizado de
Maxwell, assim, uma melhor caracterizacdo dos sistemas foi realizada e os parametros
obtidos (tempo de relaxacdo, viscosidade de Maxwell e tempo médio de relaxacdo)

foram analisados através da metodologia de Planejamento Experimental.
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3.3.1.1 Efeitos dos componentes do sistema na temperatura de transicao
conformacional da k-carragena

O comportamento reoldgico a baixas deformacdes durante a gelificacdo das
formulacdes foi avaliado sob varredura de temperatura em resfriamento, a partir de
30°C, na qual as formulagdes encontravam-se no estado sol, até 5°C, quando as
formulacdes gelificaram. Na temperatura de 30°C, a K-carragena deve encontrar-se no
estado enovelado, dispersa pela solu¢do. A carragena passa por uma transi¢ao
conformacional do estado desordenado para o estado ordenado em uma determinada
temperatura inferior a 30°C, que € funcdo do pH, forca idnica e quantidade e tipo de
particulas carregadas, por exemplo K* e Ca®*. A passagem do estado desordenado para

o estado ordenado conduziu a gelificacdo.

A varredura de temperatura de 30°C a 5°C em uma taxa de 1°C/min possibilitou
a obtencao da temperatura do inicio de transicdo conformacional, através do grafico de
G (Pa) versus temperatura (°C), quando ocorre um brusco aumento de G, confirmado
pela mudanga na variagdo de dG'/dT. Esta temperatura foi considerada o inicio da
transi¢do do sistema, metodologia utilizada por Tziboula & Horne (1999), na avaliacao
da influéncia das proteinas do leite na gelificacdo da k-carragena. Na Figura 3.1 pode
ser observada a metodologia de obtencdo da temperatura de inicio de transicdo
conformacional da carragena, a qual consiste na extrapolacio dos segmentos e

determinagdo do ponto de cruzamento.

Os gréificos de G*(Pa) versus temperatura (°C) em algumas formulacdes
mostraram que o processo de formacgdo da rede tridimensional do gel, provavelmente
aconteceu em duas etapas (Figura 3.1 — Ensaio 03). Nesse caso, observou-se um
aumento brusco em dG*/dT, mantendo-se constante até uma dada temperatura em que

novamente esta taxa se modificou, o que levou a admitir uma segunda etapa de
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agregacdo mais lenta que a primeira. No entanto, para a maioria das formulacgdes,
observou-se que a formacao da rede tridimensional do gel ocorreu em uma unica etapa
(Figura 3.1 — Ensaios 01, 17 e 27). Este comportamento também foi observado por
Tziboula & Horne (1999) em sistemas contendo K-carragena, em concentra¢do acima de
170 ppm, dispersa em leite desnatado. Em sistemas contendo K-carragena dispersa em
solugdes de proteinas do soro, livre de caseinas e com forga idnica igual ao do leite
desnatado, esses autores observaram que houve a formacdo de agregados em
temperaturas proximas a temperatura de transi¢cdo conformacional (em torno de 38°C).
Sob continuo resfriamento das amostras, a gelificacdo da K-carragena ocorreu mais
rapido que a agregacdao do complexo proteinas do soro-carragena, assim houve uma
recuperacdo da formagdo da estrutura do gel, notado pelo continuo aumento de G*. A
formacdo do complexo K-carragena — proteinas do soro teve um efeito negativo na
estrutura formada, no entanto a gelificacdo da carragena pareceu se sobrepor a esses
agregados e ocorreu a formacdo do gel. Drohan et al. (1997) observaram que na
presenca de proteinas do leite, a gelificacdo ocorreu em concentracdes relativamente
menores € em temperaturas abaixo da temperatura de transicdo conformacional

(desorder(coil)-to-order(helix)) da carragena.
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Figura 3.1: Comportamento do médulo complexo (G*(Pa)) durante a varredura de temperatura,

para as formulacdes 01, 03, 17 e 27 (Tabela 3.3).
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A avaliacdo do efeito dos componentes do sistema sobre a temperatura de
transi¢do conformacional mostrou que a maior contribui¢io para o aumento desse fator
foi atribuido a carragena, seguida pelo caseinato de sédio e IPS (Figura 3.2A). O fato da

carragena ter apresentado a maior contribui¢do para a obten¢do dos maiores valores de
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temperatura de transicao esté relacionado ao fato de que a formacdo de duplas hélices de
carragena € o principal responsdvel pela gelificagcdo do sistema. A andlise de efeitos
mostrou que o efeito da sacarose nos sistemas ndo foi estatisticamente significativo

(p<0,05), com o qual, esta ndo deve estar participando do processo inicial da formacdo

do gel .
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Figura 3.2: (A) Efeito (p<0,05) da carragena, caseinato de sédio e IPS na Temperatura de
transicdo conformacional. (B) Variagdo da temperatura de transicdo em relacdo a composicao de
carragena e caseinato, com a concentracdo de IPS e sacarose fixas, em 1% (p/v) e 10% (p/v),

respectivamente.
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A superficie de resposta (Figura 3.2 B) mostrou que as maiores temperaturas de
transicdo foram obtidas em mdaximas concentracoes de caseinato e carragena. Isso
mostrou que a interagdo da K-carragena com o caseinato e IPS promoveu um aumento
da temperatura (de transi¢do) na qual o sistema passa do estado desordenado para o
estado ordenado. Provavelmente, isto estd relacionado ao fato de que no estado
ordenado as proteinas do leite interagiram com a K-carragena formando agregados mais
facilmente em altas concentracdes de proteinas. Estes agregados, provavelmente
favoreceram a formacdo de duplas hélices de carragena (estado ordenado), em
temperaturas mais altas que em baixas concentracdes de proteinas. Os resultados
obtidos por Tziboula & Horne (1999) mostraram que a k-carragena foi capaz de formar
complexos tanto com as micelas de caseina como com as proteinas do soro. Em relacao
as micelas de caseina hd uma forte interacdo eletrostitica que € primeiramente satisfeita,
reduzindo a disponibilidade da carragena para a gelificacdo. Em altas concentra¢des do
polissacarideo, os efeitos de gelificacdo da carragena dominam o sistema aprisionando
(“entrapping”) as micelas de caseina e os complexos micela de caseina-carragena. Em
relacdo as proteinas do soro, os resultados mostraram que, possivelmente, também
ocorre a formagdo de agregados destas proteinas com a carragena. Além disso, em altas
concentragdes do polimero, o processo de gelificacdo da K-carragena, quando as hélices
desta se associam para formar a estrutura tridimensional, se sobrepde a sua agregacao
com as proteinas do soro, aprisionando os agregados na rede de carragena no estado gel.
Tziboula & Horne (1999) observaram que os géis formados com as proteinas do soro
foram mais fortes que os formados com leite desnatado ultrafiltrado (peso molecular de

corte de 10 kDa) e leite desnatado, sendo que a andlise utilizando o leite desnatado
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ultrafiltrado foi realizada para estudar a influéncia da forca idnica (igual ao de leite

desnatado e da solucdo de proteinas do soro) no processo de gelificacdo da k-carragena.

O modelo matemaético codificado, obtido a partir do planejamento experimental,
que descreve o comportamento da temperatura de transi¢do conformacional ¢é
apresentado pela equacdo 3.4. Este modelo é estatisticamente vélido ao nivel de
confianga de 95%, pois a relacdo de F.y =13,98 Fun.9s: 6: 21) € elevada. A falta de ajuste
do modelo ndo € estatisticamente significativa, pois Fraia de ajuste = 0,29 Fiap. O coeficiente

de correlacgdo foi 0,86.
T,, =18,84+2,09.CAR — 0,32.(CAR)* + 0,63.CAS + 0,32.IPS —0,32.(IPS)>  (3.4)

onde a Ttr € a temperatura de inicio de transi¢do conformacional, CAR € a carragena,

CAS € o caseinato e IPS € o isolado de proteinas do soro.

3.3.1.2 Varredura de tempo

Os gréficos de alguns ensaios de varredura de tempo estdo apresentados na
Figura 3.3, mostrando o comportamento geral dos sistemas. Este ensaio foi realizado de
forma a se verificar o comportamento dos sistemas em cisalhamento por 30 minutos a
5°C, dentro do intervalo de viscoelasticidade linear. Os sistemas gelificaram em um
tempo relativamente curto, durante o resfriamento e a varredura de tempo (no maximo
55 min), mostrando que os valores dos parametros reoldgicos estavam em equilibrio.
Nesse caso, espera-se que nao haja mais alteragdo dos modulos dindmicos e essa
situagdo foi praticamente alcancada na maioria dos casos, com exce¢ao das formulacoes
que possuiam elevado teor de carragena, provavelmente pelo fato que a formagdo da
rede tridimensional promovida pela transi¢do da conformacdo da K-carragena de um
estado desordenado para o estado ordenado seja um processo dindmico e dependente da
taxa de resfriamento do sistema (Drohan et al., 1997). O processo de gelificagdao da k-
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carragena tem sido atribuido a formacgdo de hélices (estado ordenado) que se associam
em pares e formam rigidos segmentos que se unem formando extensas associacdes em
nivel supermolecular, no qual dois ou mais conjuntos sdo alinhados em paralelo ou

agrupados de forma compacta (Hermansson, 1989; Sugiyama et al., 1994; Borgstrém et
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al., 1996).

Figura 3.3: Variacdo dos médulos dinamicos G’ (simbolos abertos) e G” (simbolos fechados)
durante a varredura de tempo realizada dentro do intervalo de viscoelasticidade linear dos

sistemas. Na Figura foram apresentadas as formulacdes 05, 06 e 15.
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3.3.1.3 Espectro mecanico

Os espectros mecanicos para algumas formulagdes estdo apresentados na Figura
3.4, na qual observou-se a ocorréncia da caracteristica de solucdo diluida para a
formulacao 28, a qual apresentou G”>G’ durante todo intervalo de freqiiéncia analisado
e os modulos se aproximaram em altas freqiiéncias. A formulacdo 06 apresentou
caracteristicas proximas a de um gel forte, no qual os mddulos apresentaram pouca
dependéncia com a freqiiéncia e G’/G” € proximo a 10. A formulag¢do 08 apresentou
comportamento tipico de sistemas de redes entrelagadas, apresentando o cruzamento

dos médulos durante o intervalo de freqiiéncias.
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Figura 3.4: Espectro mecanico das formulacdes 06, 08 e 28 (Tabela 3.3). Os simbolos fechados

representam os mddulos eldsticos e os abertos representam os médulos viscosos.

As demais formulacdes do planejamento experimental (Tabela 3.3) apresentaram
comportamentos que variaram entre a solucdo diluida e gel forte. Em menores
concentragdes de carragena, houve a tendéncia de comportamento de solucdo diluida, o

que foi confirmado pelos resultados de tan(d).

Tabela 3.4: Valores de tan(d) nas frequéncias de oscilacdo de 0,1, 1 e 5 Hz das formulagées de

sistemas-modelo proteinas do leite-carragena-sacarose (Tabela 3.3).

tan(d)
Formulacoes 0,1 Hz 1 Hz S Hz
1 14,82 2,11 1,20
2 0,08 0,12 0,17
3 41,51 6,68 2,11
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4 2,67 2,03 1,45
5 1,57 0,44 0,54
6 0,09 0,11 0,14
7 49,55 6,37 2,39
8 3,16 0,86 0,40
9 10,29 2,67 1,34
10 0,28 0,35 0,24
11 51,25 2,78 1,11
12 6,61 2,10 0,88
13 3,18 0,61 0,53
14 0,09 0,12 0,14
15 4,90 1,76 1,14
16 0,07 0,28 0,34
17 88,22 9,87 3,76
18 0,37 0,95 0,83
19 0,16 0,23 0,34
20 31,04 2,88 1,04
21 34,09 2,91 1,01
22 18,37 3,36 1,20
23 72,02 4,56 1,39
24 14,47 3,26 1,15
25 39,01 6,36 2,27
26 26,87 4,50 2,30
27 51,95 7,02 2,80
28 36,89 6,06 2,49

Langendorff et al. (2000) estudaram os efeitos do tipo de carragena no
comportamento de misturas de carragena e leite e relataram que a dependéncia do
modulo eldstico em relacdo a concentracdo de micelas de caseinas sugere que estas
participam ativamente na rede tridimensional. Entretanto, esses autores observaram que

o comportamento reolégico dominante permanece similar ao da k-carragena sozinha.

Schorsch et al. (2000) estudaram sistemas de caseina micelar e K-carragena e
sugeriram que para sistemas com alta fragdo volumétrica de micelas dispersas, uma
baixa concentracdo de carragena foi suficiente para formar pontes entre os grupos
restantes das micelas e gelificar. No entanto, observou-se que na maior parte dos
sistemas estudados, a rede formada foi fraca e o comportamento se assemelhou a

dispersdes diluidas e concentradas, ocorrendo em menor propor¢do a formagdo de géis

74



Reologia Capitulo 3

fracos (G’/G”<10) e fortes (G’/G”>10). A carragena, provavelmente, atuou formando
uma rede tridimensional que conferiu uma maior caracteristica eldstica ao sistema, com

o aumento da concentragao.

A interacdo da carragena com as proteinas (caseinato de sédio e proteinas do
soro) pode ter afetado o comportamento dos sistemas estudados, visto que os agregados
formados podem ser envolvidos pela rede tridimensional do gel e influenciar o
comportamento de resposta de rede formada ao estimulo, podendo contribuir para uma

caracteristica mais elastica ou viscosa.

3.3.1.4 Analise do efeito dos componentes das formulacoes sobre tan (3)

A andlise dos comportamentos de tan(d) nas frequéncias de 0,1, 1 ¢ 5 Hz
mostrou que em freqii€ncias mais baixas, quando o sistema possui um maior tempo de
resposta ao estimulo (relaxac@o de tensdes), o valor de tan(d) foi maior que os valores
observados quando houve um aumento da frequéncia, ou seja, o valor de G” foi maior
que G’. Em frequéncias altas, o sistema ndo possui tempo suficiente para relaxar ao
estimulo, apresentando comportamento semelhante a um sélido eldstico. Isso mostra
que o sistema apresentou uma diminuicio do comportamento VisCOsO €
consequentemente um aumento do comportamento eldstico com o aumento da
freqiiéncia. Assim, foi possivel assumir (Bryant & McClements, 2000) que os arranjos
microestruturais foram capazes de relaxar dentro do intervalo de tempo da tensio
aplicada em baixas freqiiéncias, fazendo com que o sistema parecesse menos rigido. Em
altas freqiiéncias, ndo houve tempo suficiente para o processo de relaxacdo acontecer,

assim o sistema mostrou ser mais rigido.

Na maior parte das formulagdes estudadas, o valor de tan(d) foi maior que um,

mostrando que a caracteristica destes sistemas é predominantemente de um liquido. No
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entanto, a partir das superficies de respostas mostradas nas Figuras 3.5 B, D e F, notou-
se que em baixas concentra¢des de caseinato de sédio, o valor de tan(d) esteve entre 0 e
1, o que significa que G”<G’ e o sistema apresentou uma resposta como sélido eldstico

(angulo 0<45°), além de ser praticamente independente da concentragdo de carragena.

Através dos graficos de efeito (Figura 3.5 A, C e E), observou-se que o aumento
da concentrac@o do caseinato contribuiu para maiores valores de tan(d), enquanto que o
aumento das concentragdes de carragena e sacarose promoveram uma diminui¢do dos
valores de tan(d). O caseinato, apds o equilibrio do gel, provavelmente provocou a
ruptura da uniformidade da rede do gel formado pela carragena, devido ao fato de ter
contribuido para a caracteristica viscosa destes. Além disso, pdde-se observar que a

carragena mostrou uma influéncia mais acentuada que a sacarose.
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Figura 3.5: (A), (C) e (E) Efeito (p<0,10) da carragena, caseinato de sédio, IPS e sacarose nos
valores de tan(d) nas freqiiéncias 0,1; 1 e 5 Hz. (B), (D) e (F) Variagdo dos valores de tan(d) em
relacdo a concentrag@o de caseinato de sddio e carragena. Os valores das concentragdes de IPS e

sacarose foram fixados em 1% e 10 % (p/v), respectivamente.

Os modelos matematicos codificados de tan(d) nas freqiiéncias de 0,1, 1 e 5 Hz
em funcdo dos componentes (caseinato de sodio, IPS, carragena e sacarose) dos
sistemas foram obtidos a partir do planejamento experimental. A validade estatistica dos
modelos foram obtidas pela Analise de Variancia, em um nivel de confianga de 90%, as
relagdes de Fcu/Fub, Fra/Feae € 0s coeficientes de regressdo estdo apresentados na

Tabela 3.5.

Tabela 3.5: ParAmetros dos modelos matematicos codificados para tan(d) nas freqiiéncias 0,1, 1

e 5 Hz. O nivel de confianca desses modelos foi de 90%.
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tan(d)

0,1 Hz 1Hz 5 Hz
Média 33,55 5,35 2,46
CAS 7,96 0,90 0,29
CAR -14,15 -1,47 -0,52
SAC -6,33 - -0,13
(CAR)? - - -0,12
(CAS)* -8,32 -1,28 -0,52
(IPS)* -5,67 -0,89 -0,42
(SAC)? - -0,69 -0,37

CAR.CAS -6,58 - -
CAS.SAC - -0,62 -0,19
Feal/Frap 2,41 5,75 597
Fea/Tiap 0,44 0,29 0,67
R? 0,64 0,72 0,85

Onde tan(8)=G”/G’, CAR ¢ a carragena, CAS ¢é o caseinato, IPS é o isolado de

proteinas do soro e SAC € a sacarose.

O comportamento de tan(d) nas vdrias freqiiéncias foi consequéncia das
interacOes entre as proteinas do leite e K-carragena, que sdo mais favoraveis a valores de
pH superiores a 5, e este efeito sinergistico é maior quando a proteina passa por
tratamento térmico, conforme observado por Mleko et al. (1997). Tal atracdo é
particularmente forte e acontece ainda quando a proteina e o polissacarideo sulfatado

estdo carregados negativamente (Gringberg & Tolstoguzov, 1997).

Tziboula & Horne (1999) relataram que a k-carragena também formou
agregados com as proteinas do soro, inclusive levando a formacdo de géis mais fortes

do que os formados com o leite em condi¢des semelhantes. Na presencga de proteinas do
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N

soro, a gelificacdo aconteceu em uma Unica etapa, correspondendo a transicdo
conformacional da carragena e conseqiiente gelificacdo. Na mistura de carragena com
proteinas do leite dois eventos independentes e antagdnicos podem ocorrer: (1) a
formacdo de um complexo entre a K-carragena e as proteinas do leite que interfere na
formacdo do gel e a (2) formagdo da rede eldstica de carragena e a gelificagdo. O
complexo proteinas do leite-carragena € aprisionado na rede tridimensional formada
pela carragena. As caracteristicas reoldgicas dessas misturas sdo governadas por fatores

que influenciam ambos os eventos citados (Tziboula & Horne, 1999).

Nos sistemas estudados, ndo foi observada a influéncia do IPS, provavelmente
porque este se encontrava em concentracdes muito menores que O caseinato, que
contribuiu positivamente para o aumento do valor de tan(d) em todas as freqiiéncias
analisadas. Este efeito do caseinato em favorecer a caracteristica viscosa do sistema,
provavelmente estd relacionado aos agregados de carragena-caseinato aprisionados na

rede de carragena levando a diminui¢do da rigidez desta rede.

A forte interagdo eletrostdtica entre os grupos sulfato negativos da carragena e as
cargas positivas da k-caseina, no intervalo de pH entre 6 e 7 (Heertje, 1993; Tziboula &
Horne, 1999; Schorsch et al., 2000), levou a um aumento do valor de G’ no inicio da
gelificacdo, mas com o tempo houve uma acomodacdo estrutural que resultou na
diminui¢dao do valor do médulo de armazenamento, o que pode ter sido induzida pela
sinerese (Lundin & Hermansson, 1998). Nos sistemas estudados nao foi notada a
sinerese e isso pode ser atribuida a presenca de outros componentes, em especial a

sacarose, que podem estar se ligando fortemente a 4gua, portanto tal acomodacdo

estrutural pode ter acontecido.
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O efeito negativo da sacarose sobre a tan(d), provavelmente devido ao fato de
que a sacarose agiu favorecendo as interacdes proteina-proteina, o que foi anteriormente
observado em sistemas compostos por moléculas de proteinas do leite e sacarose
(Kulmyrzaev et al., 2000 a,b). Mora-Gutierrez et al., (1997) observaram que a adi¢do de
acucares favoreceu interacdes eletrostaticas atrativas mais fortes entre proteina-proteina
e Antipova et al. (1999) também notaram o fortalecimento das interacdes atrativas
proteina-proteina em caseinato. Phillips et al. (1994) atribuiram aos agucares o efeito
principal na promocao das interacdes hidrofdbicas através da modificacdo da estrutura
da dgua nas imediagdes das proteinas. Dickinson & Merino (2002) observaram que em
emulsoes estabilizadas por caseinato, a presencga de acticares provavelmente aumentou o
nimero efetivo e a forca das interagdes entre as particulas, assim levando a um maior

grau de interconectividade da microestrutura do gel.

Possivelmente, a contribuicdo da sacarose em favorecer a caracteristica eldstica
dos sistemas analisados pode estar relacionada ao fato desta influenciar fortemente as
interacdoes entre as proteinas. Assim, o IPS, mesmo ndo sendo estatisticamente
significativo (p<0,10) em influenciar o valor de tan(d) poderia estar fortalecendo a rede
do gel, através de interacOes proteina-proteina levando a um maior grau de

interconectividade da microestrutura da rede tridimensional.

3.3.1.5 Modelo generalizado de Maxwell

Os espectros mecanicos foram ajustados de acordo com as equacdes do modelo
generalizado de Maxwell (Equacdes 2.20 e 2.21 do Capitulo 2). Os seguintes
parAmetros foram obtidos: G; (mddulos do espectro de relaxagdo), A; (tempos de
relaxacdo de Maxwell), as viscosidades de cada elemento (amortecedor) de Maxwell (1;

= A . Gj) e tempo médio de relaxagdo de Maxwell (0) calculado pela equagdo 2.19 do
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Capitulo 2. Os valores de G;j, A;, 6 e 1; obtidos para cada formulagdo sdo apresentados
na Tabela 3.6. Foram necessarios de dois a seis elementos de Maxwell para descrever
satisfatoriamente o comportamento viscoeldstico das formulagdes. Isto implica que os
sistemas formados podem ser representados por um conjunto de elementos que possuem

varios tempos de relaxac¢do (Shchipunov et al., 2001).
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Tabela 3.6. Pardmetros obtidos através do ajuste do modelo generalizado de Maxwell os espectros mecanicos das formula¢des de sistemas-

modelo proteinas do leite-carragena-sacarose.

Elementos Formulacio 01 Formulacao 02

de Maxwell  G; (Pa) i (s) N (Pa.s) 0 (s) Gi (Pa) Ai (s) n; (Pa.s) 0 (s)
i=1 5,69 0,83 4,73 0,90 96,00 1125 107974 112479
i=2 29,96 0,07 2,14 18,51 12,88 238,41
i=3 26,51 0,56 14,96
i=4 139,09 0,02 2,65

Elementos Formulacao 03 Formulacao 04

de Maxwell  G; (Pa) Ai (s) ni (Pa.s) 0 (s) Gi (Pa) i (s) M (Pa.s) 0 (s)
i=1 12,30 0,20 2,49 0,22 39,32 0,76 29,84 0,82
i=2 102,05 0,02 1,71 302,04 0,06 17,70
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Continuacao da Tabela 3.6.

Elementos Formulacao 05 Formulacio 06
de Maxwell  G; (Pa) Ai (s) ni (Pa.s) 0 (s) Gi (Pa) Ai (s) ni (Pa.s) 0 (s)
i=1 4,22 4,35 18,34 4,35 54,96 51706 2842012 51745
i=2 9,96 1 E-03 0,01 10,21 35,78 365,45
i=3 591,43  7TE-04 0,43 7,79 3,39 26,41
i=4 10,83 0,46 4,99
i=5 30,19 0,06 1,74
Elementos Formulacao 07 Formulacao 08
de Maxwell  G; (Pa) Ai (s) n;i (Pa.s) 0 (s) Gi (Pa) Ai (s) n;i (Pa.s) 8 (s)
i=1 16,63 0,18 3,02 0,18 134,58 1,70 228,34 1,87
i=2 591,58 3 E-03 1,90 123,90 0,18 22,05
Elementos Formulacao 09 Formulacao 10
de Maxwell  G; (Pa) i (s) ni (Pa.s) 0 (s) Gi (Pa) i (s) N (Pa.s) 0 (s)
i=1 12,59 0,29 3,65 0,29 48,74 398,27 19410 405
i=2 197,21 5 E-03 0,94 23,51 5,59 131,33
i=3 50,95 0,75 38,03
i=4
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Continuagdo da Tabela 3.6.

Elementos Formulacio 11 Formulacao 12
de Maxwell  G; (Pa) Ai (s) n;i (Pa.s) 0 (s) Gi (Pa) Ai (s) n;i (Pa.s) 0 (s)
i=1 12,28 0,36 4,39 0,36 109,93 0,54 58,83 0,62
i=2 592,04 1 E-03 0,88 204,74 0,08 16,68
Elementos Formulacao 13 Formulacao 14
de Maxwell  G; (Pa) i (s) ni (Pa.s) 0 (s) Gi (Pa) i (s) N (Pa.s) 0 (s)
i=1 5,83 3,77 21,97 4,32 78,87 2433 191888 2456
i=2 4,89 0,55 2,70 19,11 22,49 429,88
i=3 117373 5 E-06 0,64 24,92 1,13 28,09
i=4 49,59 0,05 2,46
Elementos Formulacao 15 Formulacao 16
de Maxwell  G; (Pa) Ai (s) ni (Pa.s) 0 (s) G; (Pa) Ai (s) i (Pa.s) 0 (s)
i=1 8,28 0,66 5,45 0,70 116,34 1109 129050 1112
i=2 36,02 0,05 1,63 30,68 3,20 98,28
i=3 86,04 0,24 21,05
i=4 1412,41 3 E-03 4,50

86



Reologia

Capitulo 3

Continuacao da Tabela 3.6.

Elementos Formulacao 17 Formulacio 18
de Maxwell  G; (Pa) Ai (s) ni (Pa.s) 0 (s) Gi (Pa) Ai (s) i (Pa.s) 0 (s)
i=1 0,31 0,34 0,10 0,39 37,13 207,91 7720 208
i=2 6,57 0,04 0,30 251,94 0,17 43,82
Elementos Formulacio 19 Formulacio 20
de Maxwell  G; (Pa) Ai (s) ni (Pa.s) 0 (s) Gi (Pa) Ai (s) i (Pa.s) 0 (s)
i=1 7,48 368,88 2758 379 66,58 0,41 27,38 0,47
i=2 3,08 8,99 27,64 152,12 0,06 8,77
i=3 4,32 0,63 2,74
i=4 53,87 0,01 0,67
Elementos Formulacao 21 Formulacio 22
de Maxwell  G; (Pa) Ai (s) ni (Pa.s) 0 (s) Gi (Pa) Ai (s) i (Pa.s) 0 (s)
i=1 44,60 0,31 13,66 0,31 64,50 0,23 15,15 0,24
i=2 473,26 4 E-03 1,88 495,78 5 E-03 2,33
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Continuagdo da Tabela 3.6.

Elementos Formulacao 23 Formulacao 24
de Maxwell G, (Pa) i (s) ni (Pa.s) 0 (s) Gi (Pa) Ai (s) n;i (Pa.s) 8 (s)
i=1 54,68 0,21 11,44 0,21 60,80 0,25 14,94 0,25
i=2 493,70 5 E-03 2,38 503,44 4 E-03 2,22
Elementos Formulacao 25 Formulacao 26
de Maxwell  G; (Pa) i (s) ni (Pa.s) 0 (s) Gi (Pa) Mi (s) N (Pa.s) 0 (s)
i=1 43,90 0,15 6,72 0,16 7,67 0,42 3,23 0,47
i=2 539,88 0,01 3,22 99,63 0,05 4,66
Elementos Formulacao 27 Formulacao 28
de Maxwell  G; (Pa) i (s) ni (Pa.s) 0 (s) Gi (Pa) i (s) M (Pa.s) 0 (s)
i=1 20,37 0,18 3,63 0,20 14,40 0,27 3,94 0,31
i=2 169,41 0,02 3,76 153,39 0,04 5,42
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Em baixas concentragdes de carragena, o tempo de relaxacdo de Maxwell
apresentou os menores valores, sendo mais notdvel em uma faixa de baixa concentragdo
de caseinato de sédio. Assim, solu¢des com menor concentragdo desses componentes
exibiram tempos de relaxacdo semelhantes a um liquido viscoso. Entretanto, os maiores
valores foram observados em altas concentragdes de carragena e baixas concentragdes

de caseinato de sédio.

Na andlise das formulagdes utilizando a metodologia de Planejamento
Experimental, o maior tempo de relaxa¢do (Ay) € o maior valor de viscosidade de
Maxwell (ny) foram considerados por representarem os elementos de Maxwell mais
importantes dos sistemas analisados. Na Figura 3.6 A, C e E podem ser observados os
efeitos positivos da carragena e IPS e o efeito negativo do caseinato sobre o Ay, 6 € M.
As redes tridimensionais tornaram-se mais fortes com o aumento da concentracdo de
carragena e o sistema passou a ter um tempo de relaxacdo maior. Por outro lado, o
aumento da concentragdo de caseinato levou a uma diminui¢do do tempo de relaxagao,
ou seja, promoveu uma diminuicdo do comportamento soélido do sistema.
Provavelmente, as moléculas ou agregados de caseinato de sodio aprisionadas na rede
formada pelas hélices de carragena no estado ordenado promoveram a diminui¢do da
rigidez da estrutura tornando-a mais flexivel, diminuindo assim, a caracteristica eldstica
do sistema. O isolado protéico de soro (IPS) também favoreceu o aumento do tempo de
relaxacdo quando a sua concentracdo foi aumentada, provavelmente pela interacio e
formacao de rede com as outras macromoléculas presentes no sistema. O tempo médio

de relaxacdo e a viscosidade apresentaram o0 mesmo comportamento. A sacarose, mesmo
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nao possuindo efeito estatisticamente significativo (p<0,05) poderia favorecer as
interacdes entre as proteinas do soro, que mesmo em pequenas concentragdes contribuiu

positivamente para um aumento no valor do tempo de relaxagao.

Nas superficies de respostas mostradas nas Figuras 3.6 B, D e F, notou-se que os
menores valores de Ay (maior tempo de relaxagdo), nv (maior valor de viscosidade) e 6
(tempo médio de relaxacdo) para as formulacdes analisadas, foram obtidas em

concentracdes minimas de carragena e caseinato de sodio.
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Figura 3.6: (A), (C) e (E) Efeito (p<0,05) da carragena, caseinato de sédio e IPS nos valores da

viscosidade de Maxwell (1), tempo de relaxacido de Maxwell (Ay) e tempo médio de relaxacdo
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(0), respectivamente; (B), (D) e (F) Variagdo dos valores da viscosidade de Maxwell (M),
tempo de relaxag¢do de Maxwell (Ay) e tempo médio de relaxacdo (0) em relacdo a concentragdo
de caseinato de sodio e carragena. Os valores das concentragdes de IPS e sacarose foram fixados

em 1,5% e 15% (p/v), respectivamente.

Os modelos matemadticos codificados foram obtidos a partir da metodologia do
planejamento experimental. A validade estatistica dos modelos foram obtidas pela
Anélise de Variancia, em um nivel de confianca de 95%, as relacoes de F../Fiab, Fra/Fiap

e os coeficientes de regressao estdo apresentados na Tabela 3.7.

Tabela 3.7: Parametros dos modelos matematicos codificados para maior tempo de relaxagdo de
Maxwell (Ay), do tempo médio de relaxa¢do de Maxwell (0) e do maior valor de viscosidade de

Maxwell (my). O nivel de confianca desses modelos foi de 95%.

Parametros de Maxwell

log(Am) log(mwm) log(0)
Média -0,32 0,62 -0,29
CAS -0,81 -0,66 -0,80
CAR 0,99 1,48 0,98
IPS 0,33 0,34 0,33
SAC 0,26
(CAR)? 0,46 0,35 0,46
(CAS)* 0,50 0,59 0,50
(IPS)* - 0,27 -
CAR.CAS -0,51 -0,55 -0,50
CAR.IPS 0,25 0,32 0,25
CAS.SAC 0,36 0,34 0,36
IPS.SAC 0,18 0,14 0,18
Fca/Fan 5,29 4,01 5,28
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Fea/Fian 3,10 11,76 278
R? 0.86 0,90 0,86

O Ay é o maior tempo de relaxagdo de Maxwell, My € a viscosidade calculada a
partir dos pardmetros de Maxwell e 6 é o tempo médio de relaxacdo de Maxwell. CAR € a

carragena, CAS € o caseinato de sddio, IPS € o isolado de proteina do soro e SAC € a sacarose.
3.3.2 Propriedades reoldgicas a altas deformacoes

O uso da metodologia de planejamento experimental possibilitou a andlise do
efeito da concentracdo dos componentes no comportamento de ruptura dos géis em
compressao uniaxial (Figura 3.7). O efeito na tensdo de ruptura foi mostrado na Figura
3.7 A e a superficie de resposta na Figura 3.7 B. O efeito para a deformagado de ruptura e
a superficie de resposta foram apresentados nas figuras 3.7 C e D e para o médulo de
elasticidade foram mostrados nas Figuras 3.7 E e F. A tensdo na ruptura foi influenciada
pelas concentracdes de carragena, caseinato de sddio e IPS. O aumento da concentracao
de carragena levou a um grande aumento na tensdao ou dureza dos géis, seguido pelo
caseinato de sddio e pelo IPS. Este comportamento mostrou que houve uma interagao

entre estes componentes, promovendo um fortalecimento da rede do gel.

A maior contribui¢do para o aumento da deformacgdo na ruptura foi devido ao
aumento da concentracdo da carragena no sistema. O IPS também contribuiu para o
aumento na deformagdo na ruptura, mas em menor intensidade. O aumento da
concentracdo do caseinato de s6dio no sistema colaborou com a diminuicdo da
deformacgdo ou elasticidade do sistema. Provavelmente pelo fato dos agregados de
carragena-caseinato de soédio aprisionados na rede tridimensional, formada pela

interacdo carragena-carragena, diminuir a flexibilidade da rede do gel por ndo contribuir

93



Reologia Capitulo 3

diretamente a rede eldstica. Provavelmente, o efeito positivo do IPS na deformabilidade
da rede estd relacionada ao fato desta proteina formar ligagdes com a carragena de modo
a fortalecer as interacOes formadas na rede principal e assim, permitir uma maior
flexibilidade da rede do gel. O IPS ao contrario do caseinato de sédio, quando submetido
ao aquecimento passa por mudancas conformacionais (desnaturacdo) e, em seguida,
agregam-se de maneira irreversivel via ligacdes covalentes e ndo-covalentes podendo
formar um gel (Verheul & Roefs, 1998). As propriedades fisicas e estruturais dos géis de
proteinas globulares induzidas por calor podem variar muito e sdao dependentes das
condi¢des de aquecimento, da concentragdo de proteina, do pH, forca idnica e tipo de
ions. Géis de proteinas do soro formados sob a a¢do do calor sdo mais rigidos que os
formados por acidificacdo, quando observados em ensaios de compressdo (Ju & Kilara,
1998). Neste caso, a reticulacdo das proteinas do soro desnaturadas favorece o aumento
da rigidez dos géis e, conseqiientemente, dos valores de G’. Esses géis, quando formados
em pHs neutros e altos valores de for¢a idnica, sdo menos rigidos, apresentam menores

valores de tensdo e deformacao na ruptura.

O moédulo de elasticidade foi influenciado pelo caseinato de sdédio e pela
interacdo entre o caseinato de s6dio e a carragena (Tabela 3.8), ambos contribuindo para
o aumento do mdédulo de elasticidade quando aumentadas as suas concentragdes no
sistema. O caseinato de s6dio é o componente que mais influenciou no médulo de
elasticidade, fato que provavelmente estd relacionado a maior resisténcia a baixas

deformagdes em compressdao dos agregados formados entre a carragena-caseinato de

sodio.
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Turgeon & Beaulieu (2001) observaram que os géis de K-carragena sdo mais
resistentes a ruptura, mas sao mais duros e frageis que géis de proteinas (menores
deformagdes na ruptura), resultado esse, um pouco diferente do obtido neste trabalho,
mostrando que a mistura de proteinas, polissacarideos e agicares levaram a uma maior

complexidade das interacoes.
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Figura 3.7: Efeito da concentracdo das varidveis independentes, carragena, caseinato de sédio e
IPS nas respostas obtidas em ensaios reoldgicos em altas deformacdes: (A) tensdo de ruptura,
(C) deformagao na ruptura e (E) modulo de elasticidade. Superficies de respostas da (B) tensao
na deformacdo, (D) deformacgdo na ruptura e (E) médulo de elasticidade, em relagcdo a variacao

de concentragdes de carragena e caseinato. Em (A) e (B) os valores das concentracdes de IPS e
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sacarose foram fixadas em 1,25% e 12,5% (p/v), respectivamente, em (C) e (D) 1,5 % e 15%
(p/v)eem (E)e (F) 1% e 10% (p/v).

Na Figura 3.7 B notou-se que a tens@o na ruptura apresenta os mais altos valores
em concentragdes mdaximas de caseinato e carragena, nessas condi¢des 0s sistemas
formados apresentaram grande resisténcia a ruptura, sendo necessaria uma maior tensao
para romper as ligacdes formadas. A Figura 3.7 D mostrou o comportamento da
deformacdo na ruptura em relagio ao caseinato e carragena. Nessa figura, notou-se que
os maiores valores de deformacdo foram obtidos em maximas concentragdes de
carragena, sendo que a concentracdo de caseinato nao teve uma influéncia muito forte,
pois a diminui¢do da concentrag¢do de caseinato levou a apenas um aumento na regido de
altos valores de deformacgao e ndo uma diminui¢do desses valores. Assim, o0 caseinato
atuou diminuindo a elasticidade dos sistemas. Na Figura 3.7 F, notou-se que os maiores
valores do médulo de elasticidade foram obtidos numa faixa de alta concentracdo de
caseinato e carragena. Assim, estes componentes atuaram de modo a fortalecer a rede
formada e asuportarem maiores valores de tensdo em baixas deformacgdes (eg<5%) sem

sofrerem danos estruturais irreversiveis.

O modelo sugerido para explicar o comportamento dos componentes presentes
nos sistemas, nas faixas de concentracdes estudadas (Tabela 3.2) e pH neutro, supde que
a carragena interagiu com o caseinato, formando a rede do gel e a interac@o da carragena
com as proteinas do soro, permitindo a expansdo destas interacdes com outras
macromoléculas de carragena. Assim a rede tridimensional do gel foi formada entre as

carragenas e proteinas do leite. Em concentracoes altas de carragena foi considerado que
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esta participou mais efetivamente da formacdo da rede, levando a sistemas mais

elasticos.

Os modelos matemadticos codificados foram obtidos a partir da metodologia do
planejamento experimental e descrevem os comportamentos da tensdo na ruptura (o),
da deformacdo na ruptura (€) e do médulo de elasticidade (E). A validade estatistica dos
modelos foi verificada através da Andlise de Variancia, em um nivel de confianca de
95%, as relagdes de F.a/Fub, Fra/Fub € 0s coeficientes de regressdo estdo apresentados

na Tabela 3.8.

Tabela 3.8: Parametros dos modelos matematicos codificados para a tensdo na ruptura (Cg),
deformac@o na ruptura (€g) e médulo de elasticidade (E). O nivel de confianca desses modelos

foi de 95%.

Propriedades mecanicas

or (kPa) €R E (kPa)
Média 3,24 0,34 3,85
CAS 0,36 -0,02 0,26
CAR 2,03 0,13 0,14
IPS 0,24 0,03
(CAR)? -0,02 -0,27
(CAS)? -0,31 -0,14
(IPS)* 0,08
(SAC)? 0,01
CAR.CAS 0,68 0,01 0,42
CAR.IPS -0,10
Feal/Feap 44,14 91,20 1,90

98



Reologia Capitulo 3

Fea/Fian 1,08 0.21 0.49
R? 0,97 0,98 0,63

Onde oy € a tensdo na ruptura, €g é a deformacdo na ruptura e E é o mddulo de
elasticidade. CAR € a carragena, CAS € o caseinato de sodio, IPS € o isolado de proteinas do

soro € SAC € a sacarose.

3.4 Conclusoes

Os sistemas-modelo formados por proteinas do leite-carragena-sacarose foram
fortemente influenciados pela carragena, que atuou favorecendo a caracteristica eldstica
e também mostrou interagcdo com o caseinato e proteinas do soro. O IPS favoreceu o
fortalecimento da rede formada pela carragena e atuou interagindo com este
polissacarideo. Além disso, a influéncia da sacarose no sistema pareceu favorecer a
interacio do IPS com a carragena, levando a uma rede tridimensional mais
interconectada, portanto mais eldstica e resistente a ruptura. A interagdo do caseinato de
s6dio com a carragena pareceu favorecer o comportamento viscoso dos sistemas,
possivelmente pela diminui¢do da rigidez da rede tridimensional. Assim, o modelo
proposto para a explicacdo do comportamento dos componentes do sistema, nas faixas
de concentracdo utilizadas e em pH neutro supde que a carragena interagiu com o
caseinato, formando a rede do gel e a intera¢do da carragena com as proteinas do soro
permitindo a expansdo destas interagdes com outras macromoléculas de carragena.
Assim a rede tridimensional do gel foi formada entre as carragenas e proteinas do leite.
Em concentragdes altas de carragena foi considerado que esta participou mais

efetivamente da formagao da rede, levando a sistemas mais eldsticos.
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CAPITULO 4

EFEITO DAS INTERACOES ENTRE AS PROTEINAS
SOBRE AS LIGACOES DA AGUA EM GEIS DE
PROTEINAS DO LEITE-CARRAGENA-SACAROSE.
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Resumo

Géis mistos formados por proteinas do leite e polissacarideos adicionados de
sacarose foram analisados por calorimetria diferencial de varredura e a quantidade de
dgua nao-congeldvel (UFW) e temperatura de inicio de fusdo (Tonset) foram
determinadas. Estas propriedades mostraram ser fortemente dependentes da
concentracdo de sacarose no sistema, porém a UFW também ¢ influenciada pela
concentracdo de caseina. Provavelmente, a sacarose atuou na hidratacdo preferencial das
proteinas de forma a tornarem-nas mais hidrofilicas, promovendo a formacdo de pontes
de hidrogénio, o que torna parte da dgua do sistema fortemente ligada e nao congela
ainda em temperaturas abaixo de —40°C. A andlise das proteinas dos sistemas usando a
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida permitiu estudar as caracteristicas de
suas interagdes e o que as influenciam. Estes ensaios foram realizados em condi¢des
nativas, desnaturantes e ndo-redutoras e desnaturantes e redutoras. Os resultados
mostraram que as fracdes da caseina e as proteinas do soro interagem, em todas as
condi¢des estudadas. No entanto, o aumento da concentracdo das proteinas do soro
diminuiu a fragdo livre de caseina em solu¢do. A mesma situagdo parece ocorrer com as
fragdes de proteinas do soro, as quais apresentam diminui¢cdo da quantidade livre no
sistema quando hd um aumento da concentrag@o de caseina. Isto leva a sugerir que existe

uma forte interacdo entre as caseinas e as proteinas do soro, principalmente entre a K-

caseina e a B-lactoglobulina.

Palavras chave: Agua ndo-congeldvel, DSC, Temperatura de inicio de fusao,

Eletroforese em gel de poliacrilamida, interacdes proteina-proteina.
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4.1 Introducao

Géis mistos de proteinas e polissacarideos em alimentos possuem uma grande
quantidade de dgua agregada que pode interferir na textura, sinerese e na estabilidade do
sistema. Os polissacarideos atuam como agentes espessantes, com alta capacidade de
ligar a dgua livre do sistema (Hansen, 1982). Essas liga¢des ocorrem fisicamente ou por
pontes de hidrogénio, a qual também acontece quando sdo adicionados dissacarideos,
como a sacarose (Evageliou et al., 2000). No entanto, a adi¢do de aguicares em sistemas
com biopolimeros promove mudangas nas propriedades termodindmicas, devido a
alteracdes na estrutura da 4dgua e a interacdo co-soluto-biopolimero (Antipova et al.,

1999).

Antipova & Semenova (1995, 1997) observaram que no caso de misturas de
polissacarideos e proteinas hd um aumento da co-solubilidade dos biopolimeros com o
aumento da concentragdo de sacarose. Este aumento de solubilidade dos biopolimeros
estd associado a um aumento na solubilidade da proteina em meio aquoso com a adi¢do
de sacarose. Schorsch et al. (1999) relataram que em altas concentra¢des de sacarose (30
a 60 % p/p), o processo de agregacdo das fracdes micelares de caseina foi reduzido e em
maiores concentragdes foi completamente inibido, provavelmente pelo aumento da
hidrofilicidade das proteinas promovido pela formagdo de uma camada hidrofilica ao
redor da micela. Essa explicacdo também foi sugerida para outras proteinas por Jencks

(1969), Garrett et al. (1988) e Chinachoti & Steinberg (1988).

A interagdo entre as proteinas ¢ um bom indicativo do qudo forte é a rede
tridimensional formada, a qual influencia nas caracteristicas finais do produto. Quando

um polissacarideo, como a carragena, € adicionado a sistemas contendo proteinas, as
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interagdes entre estes biopolimeros sdo influenciadas pelas condi¢des do sistema, tais
como: pH, forca idnica, temperatura e fons. Essas misturas de biopolimeros sao muito
importantes em sistemas alimenticios e isso justifica o estudo das interagdes formadas

entre eles.

A capacidade de se ligar a 4gua é uma caracteristica tanto de componentes
hidrofilicos de baixo, quanto de alto peso molecular, sendo que a dgua ligada passa a

apresentar propriedades termodinamicas diferentes da 4gua pura.

A dgua presente em sistemas proteinas-polissacarideos pode estar em trés
estados: dgua ligada ndo-congeldvel, dgua ligada congeldvel e dgua livre, sendo esta
ultima observada principalmente em processos de sinerese (Higuchi & Iijima, 1985;
Quinn et al., 1988). A quantidade de dgua ndo-congeldvel (UFW) ndo cristaliza mesmo
quando a temperatura do sistema ¢é reduzida para —40°C e é quantificada pela diferenca
entre o contetdo de dgua total e as dguas livre e ligada-congeldvel. Esta tltima cristaliza
em temperaturas inferiores a 0°C, enquanto que a dgua livre cristaliza a 0°C (Ping et al.,

2001).

A andlise de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida sob condicdes
nativas, desnaturantes e ndo-redutoras e desnaturantes e redutoras, permite verificar a
formagao dos agregados entre as proteinas e discutir sobre as caracterfisticas das ligacdes
da rede tridimensional dos géis formados, além de analisar as fracdes de proteinas livres

e as interacdes possiveis quando a carragena € adicionada.

O objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos das concentragdes de carragena,
caseina, IPS e sacarose na quantidade de 4gua ndo-congeldvel e na temperatura de inicio
de fusdo da dgua para avaliar as interagdes entre os componentes. Em relacdo as
caracteristicas de interacdo entre as proteinas do sistema, o tamanho dos agregados
formados devido ao tratamento térmico das proteinas (caseinato de sodio e proteinas do
soro), a 70°C por 30 min e o tipo de interacdo responsdvel pela sua formagdo também

foram analisados.
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Material

Os ingredientes utilizados nos sistemas foram a caseina ([9000-71-9], Lot
100K0223), a k-carragena (C-1013, [9000-07-1], Lot 29H0715), ambas adquiridas da
Sigma-Aldrich Corporation (St Louis - USA), o IPS (PSD-826), gentilmente cedido
pela Arla Food Ingredients (Dinamarca) e a sacarose, adquirida da Synth (Sao Paulo,
Brasil). A composi¢do dos ingredientes utilizados nos sistemas estudados estd

apresentada na Tabela 4.1.

As fragdes puras de og-caseina (C 6780 — 23.614 Da), B-caseina (C 6905 —
23.982 Da), k-caseina (C 0406 — 19.023 Da), B-lactoglobulina (L 2506 — 18.353 Da)
e o-lactoalbumina (L 6010 — 14.175 Da), utilizadas como peso molecular padrao,
foram adquiridas da Sigma-Aldrich Corporation (St Louis - USA). O peso molecular
padrdo (comercial), BenchMark™ Prestained Protein Ladder, utilizado foi adquirido
da Invitrogen (USA) (Cat: 10748-010 Lot: 1125588), com a seguinte distribui¢do de
pesos moleculares aparentes (kDa): 1-176,5; 2-113,7; 3- 80,9; 4-63,8; 5- 49.,5; 6-37 4;

7-26,0; 8- 19,6; 9- 14,9 ¢ 10- 8,4.

Tabela 4.1. Composi¢@o dos ingredientes do sistema proteinas do leite-carragena-sacarose.

Ingredientes Umidade (% Na* Ca™ K*
Caseina 7,22 0,16 0,14 0,08
Carragena 8,40 0,40 1,60 10,78
IPS 1,33 0,63 0,05 0,65
Sacarose 0,30 - - -
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4.2.2 Composicao das formulacoes: Planejamento Experimental

Os sistemas modelo foram preparados de acordo com um planejamento

experimental 2* com pontos axiais (oc=(2")”4

), para os ensaios de calorimetria, € os
niveis de concentracdo estdo apresentados na Tabela 4.2. As combinagdes das
concentracdes para cada formulagdo, em ensaios de calorimetria, estdo apresentadas na
Tabela 3.3 do Capitulo 3. Para os ensaios de eletroforese em gel de poliacrilamida, foi
. . . 2 - L.
utilizado um planejamento experimental 2° com pontos axiais. Os niveis de

concentracdo para a caseina e IPS estdo apresentados na Tabela 4.3 e as combinagdes na

Tabela 4.4.

Tabela 4.2: Varidveis independentes e seus niveis referentes aos ensaios de calorimetria

diferencial de varredura.

Niveis Carragena (% Caseina (% p/v) IPS (% p/v) Sacarose (% p/v)

-2 0,1 2 0,5 5
-1 0,2 3 0,75 7,5
0 0,3 4 1 10
+1 0.4 5 1,25 12,5
+2 0,5 6 1,5 15

Tabela 4.3. Niveis de concentracdo de caseina e IPS utilizados nos ensaios de Eletroforese em

Gel de Poliacrilamida.

Niveis Caseina (% p/v) IPS (% p/v)

-2 2 0,5
-1 3 0,75
0 4 1

+1 5 1,25
+2 6 1,5
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Tabela 4.4. Combinacdo das concentragoes de caseina e IPS utilizada nos ensaios de

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida.

Formulacoes Caseina (% n/v) IPS (% v/v)

1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 2 0
6 +2 0
7 0 -2
8 0 +2
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0

O planejamento experimental foi analisado utilizando-se o software Statistica
(Statsoft v. 5.0). Os efeitos significativos foram determinados e a andlise de variancia

(ANOVA) foi utilizada para verificar a validade do modelo matematico obtido.

4.2.3 Preparo dos sistemas

4.2.3.1 Ensaios de calorimetria diferencial de varredura

As formulagdes dos sistemas modelo foram preparadas de acordo com a

metodologia descrita na secdo 3.2 — Preparo das formulagdes no Capitulo 3.
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4.2.3.2 Ensaios de Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

Nos ensaios de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) foram analisados
apenas sistemas contendo proteinas. As solucdes de caseina e IPS foram preparadas nas
concentracdes apresentadas na Tabela 4.5 e foram submetidas a dois tratamentos
térmicos: a 40°C por 15 min e posteriormente a 70°C por 30 min. Estes tratamentos
foram os mesmos dos sistemas proteinas do leite-carragena-sacarose, de maneira a se
manter as mesmas condicdes usadas nos sistemas preparados para as andlises de
calorimetria. Posteriormente, as solucdes foram resfriadas em banho de gelo até a

temperatura de 10°C.

As quantidades de proteinas em cada formulacdo foram determinadas, em
triplicata, pelo Método de Bradford (Bradford, 1976). Apds a quantificacdo, estas
amostras foram diluidas adequadamente em tampao de amostra nativo, desnaturante-

redutor ou desnaturante-nao redutor, conforme o tipo de gel empregado (Secdo 4.2.5).

4.2.4 Ensaios de Calorimetria

A temperatura de inicio de fus@o (Tonset) da dgua e a entalpia deste processo
foram determinadas em um calorimetro diferencial de varredura (DSC 2920, TA
Instuments, New Castle, USA) com uma unidade de resfriamento mecanico acoplada

(Refrigerated Cooling Systems).

As formulacgdes, apds o tratamento térmico e resfriamento a 10°C, foram
colocadas em cdpsulas herméticas de aluminio, com peso aproximado de 10 mg e
mantidas por 24 h na temperatura de 5+1°C em uma estufa BOD, de forma a estabilizar
a rede formada e permitir a hidratac@o e interacdo com os biopolimeros, sendo que apds

esse periodo foi realizada a andlise calorimétrica da amostra. As andlises foram
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realizadas em triplicatas, tanto para a temperatura de inicio de fusdo (Tonset) cOmo para a
entalpia deste processo. A calibragdo do DSC foi realizada com dgua Milli-Q, sob as
mesmas condi¢des de taxa de aquecimento/resfriamento e limite de temperatura dos
ensaios. Para a dgua, considerou-se a temperatura de inicio de fusdo como 0°C e a
entalpia de fusdo como 335 J/g. Utilizou-se também o indio para a calibrag¢do, o qual
possui temperatura de inicio de fus@o de 156,61°C e entalpia de fusdo de 28,42 J/g. A
purga da célula foi realizada com hélio a 25 ml/min. O resfriamento foi realizado com

gds hélio em uma vazao de 55 ml/min.

As cépsulas herméticas contendo as amostras foram colocadas no DSC e tiveram
a temperatura rapidamente equilibrada a —40°C. Apds o equilibrio da temperatura, foi
realizado o resfriamento até —45°C em uma taxa de 1°C/min, sendo que a amostra
permaneceu nesta temperatura por 60 min. Posteriormente, a temperatura foi aumentada

a uma taxa de 2°C/min até a temperatura final de 20°C.

A entalpia de fusdo foi calculada pela integracdo da curva de fluxo de calor no
intervalo de temperatura entre —40 e 20°C e a temperatura de inicio de fusdo foi tomada
como a Tonser, que € calculada a partir da maxima tangente da curva do fluxo de calor em

funcdo da temperatura durante a fusao.

A quantidade de dgua inicialmente presente na amostra foi calculada através da
diferenca das massas dos componentes presentes nos sistemas (a composi¢do dos
sistemas estd apresentada na Tabela 3.3 do Capitulo 3), levando em consideracdo a
umidade em base imida destes. A partir do valor da entalpia de fusdo da dgua livre-
congeldvel, presente em cada formulagdo, foi possivel o cdlculo da quantidade de dgua

nao-congeldvel utilizando a equagdo (4.1):
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AH

exp erimental

UFW(%) = | Uy, —

.100% “4.1)
AH tedrico

onde UFW (% p/p) é a fracdo méssica de 4gua ndo-congelavel, Uy, € a umidade de cada
formulag¢@o em base imida € AHexperimental € @ variag@o de entalpia de fusdo da dgua livre-
congeldvel e AHesiico € a entalpia de fusdo da dgua liquida, cujo valor foi considerado
como 335 J/g.
4.2.5 Andlises de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

As andlises de eletroforese em gel de poliacrilamida foram realizados em uma
cuba de acrilico, com gel de dimensdes de 14 cm (largura) x 12,5 cm (altura) x 1 mm
(espessura). As corridas eletroforéticas foram realizadas com DDP de 40 V durante a

noite (12 h).

Os géis de resolugdo para SDS-PAGE redutor e SDS-PAGE nao-redutor foram
preparados pela mistura de 4,6 mL de dgua MilliQ, 10 mL de uma solucdo estoque a 30
% de poliacrilamida e bis-acrilamida numa propor¢cdo (29:1), 5 mL de tampido de
resolucao (1,5 M de TRIS com o pH 8,8 ajustado com HCI) e 0,2 mL de uma solugdo
10% (p/v) de SDS, com pH de 8,8. Esta solucdo foi gentilmente homogeneizada e
finalmente adicionou-se 200Ul de uma solucdo de persulfato de amonio a 10 % (p/v) e
8uL. de TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina). Os géis de resoluciao do nativo-
PAGE foram preparados conforme descrito para o SDS-PAGE redutor e SDS-PAGE
nao-redutor, exceto pela exclusdo do SDS, sendo que no volume correspondente ao SDS

foi adicionado igual volume de 4gua.
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Os géis de empacotamento possuiam concentracdo uniforme de T=4%
(acrilamida) e C=2,7% (bis-acrilamida) e foram os mesmos para todos os tipos de géis,
sendo preparados apds a polimerizacdo do gel de resolucdo. A preparacdo deste gel foi
realizada pela adicdo de 6 mL de dgua MilliQ, 1,5 mL de uma solugdo estoque 30% de
poliacrilamida e bis-acrilamida (29:1) e 2,55 mL de tampdo de gel de empacotamento
(0,5 M de TRIS ajustado o pH para 6,8 com HCI). Essa mistura foi agitada para

promover a homogeneidade e, finalmente, foram adicionados 450 uL. de uma solucdo de

persulfato de amonio a 10% (p/v) e 15uL de TEMED.

Os tampdes de corrida com SDS foram utilizados para os géis SDS-PAGE
redutor e ndo-redutor e foram preparados de acordo com a seguinte composi¢do: 0,025
M de TRIS, 0,192 M de glicina e 0,1% de SDS (pH 8,3). Este tampdo estava
concentrado, sendo que a dilui¢do foi realizada tomando 1 parte de tampao e 4 partes de
dgua, seguido de agitacdo. O tampao de corrida sem SDS utilizado no caso do Nativo-

PAGE foi o mesmo descrito acima, exceto pela exclusao do SDS.

A amostra de proteina analisada no gel SDS-PAGE redutor foi preparada em
uma concentra¢gdo de cerca de 4 pg/ul, que posteriormente foi diluida em um tampao
com 0,IM de TRIS-HCI, 0,2 M de 2-mercaptoetanol, 2% de SDS, 20% de glicerol (v/v)
e 0,2% de corante bromofenol blue (pH 6,8). As amostras foram levadas a um banho em
ebuli¢ao por 5 min. A amostra do gel desnaturante e ndo-redutor foi preparada conforme
a de SDS-PAGE, com a exclusdo do 2-mercaptoetanol. Neste caso, a amostra também
foi aquecida em ebulicdo por 5 min, como no SDS-PAGE redutor. A amostra do gel
Nativo-PAGE foi realizada como descrito para o SDS-PAGE redutor, porém a amostra

nao foi aquecida e no tampao foram excluidos o SDS e o 2-mercaptoetanol.
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Todos os géis foram corados com uma solugdo de 0,25 g de Comassie Brilliant
Blue em 90 mL de uma solucao metanol-dgua (1:1 v/v) e 10 mL de 4cido acético glacial.
Os géis foram descorados em solucdo de 20% (v/v) de etanol comercial (cerca de 98°
GL), 8% (v/v) de acido acético anidro e 72% (v/v) de dgua destilada. Para possibilitar a
identificacdo de cada fracdo de proteina presente no sistema, foram utilizados um padrao
de peso molecular comercial (190 a 10 kDa) e um padrdo de fracdes puras (Ois-caseina,

- caseina, k-caseina, B-lactoglobulina e o-lactoalbumina).

A extensao da desnaturagdo das proteinas do soro (no sistema sem a presenca da
carragena e sacarose), devido ao tratamento térmico, e suas interacdes com as fragdes de
caseina foram analisadas através da quantificacdo (Eagle Eye II, Stratagene) de B-
lactoglobulina, o-lactalbumina e fracdes de caseina por eletroforese em gel de
poliacrilamida das amostras submetidas a tratamento térmico, comparadas com fracoes

puras usadas como padrao que ndo foram aquecidas (Singh et al., 1996).

Os géis foram quantificados por integracdo da intensidade de cada banda e para
efeito de comparacgdo, a intensidade de cada banda foi dividida pela intensidade média
de todas as bandas do gel, sendo que a intensidade considerada € uma intensidade
relativa. Este procedimento foi adotado para possibilitar a comparacdo entre os géis. A
intensidade de uma banda é proporcional a quantidade de corante Comassie Blue que se
ligou a proteina e esta quantidade ligada estd associada a massa de proteina presente em
cada banda analisada, assim quanto maior a intensidade relativa da banda, maior € a
massa de proteina nesta banda. As medidas de intensidade relativa foram feitas em

duplicata.
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4.3 Resultados e Discussao
4.3.1 Propriedades Térmicas

4.3.1.1 Avaliacao dos efeitos dos componentes do sistema sobre a quantidade de agua
nao-congelavel (UFW)
A quantidade de dgua ndo-congeldvel foi obtida a partir da andlise dos

termogramas, no qual o valor da entalpia de fusdo da 4dgua congeldvel no sistema

correspondeu a integracdo do pico endotérmico, entre —45 e 20°C.

A Figura 4.1 mostra um termograma tipico dos sistemas estudados, no qual
observa-se o pico endotérmico e a tangente no ponto de maxima inclinacdo da curva
fluxo de calor-temperatura. Nessa Figura observa-se que a temperatura de inicio de
fusdo foi menor que 0°C, o que mostra a presenca de dgua ligada congelavel. Os solutos
presentes nas formulagdes estudadas agiram modificando as propriedades coligativas
dos sistemas e, consequentemente, diminuindo a temperatura de inicio de congelamento
dos mesmos. Observa-se também que a entalpia do processo de fusdo da dgua contida
neste sistema foi menor que a da dgua pura (335 J/g), o que também € um indicativo da

presenca de dgua ligada congelavel.
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Figura 4.1. Fusdo de cristais de agua em gel de casinato, IPS, carragena e sacarose com taxa de

aquecimento de 2°C/min na faixa de temperatura de —45°C a 20°C.

A andlise de efeitos (p<0,10) das concentracdes de carragena, caseinato, IPS e
sacarose mostra que apenas a sacarose e o caseinato influenciaram na fracdo de dgua
ndo-congeldvel dos sistemas analisados (Figura 4.2). Observa-se que, com o aumento da
concentracdo de ambos, houve um aumento da quantidade de dgua nao-congelavel, ou
seja, a dgua estava mais fortemente ligada de forma que ndo se congelava ainda em
temperaturas inferiores a —40°C. A fracdo de dgua ndo-congeldvel aumentou com o
nimero de grupos hidrofilicos dos solutos adicionados, visto que o processo de remog¢ao
das moléculas de dgua fortemente ligadas por pontes de hidrogénio requer uma grande
for¢a motriz, a qual ndo é conferida pelo meio durante o congelamento (Ping et al.,

2001).
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Kulmyrzaev et al. (2000b) estudaram a influéncia da sacarose na gelificacdo de
proteinas do soro e relataram que em altas concentracdes de sacarose (10-30% p/p), esta
diminuiu a taxa de gelificacdo das proteinas do soro. Este fato ocorreu, provavelmente,
porque a sacarose aumentou a forca das interagdes proteina-proteina em relacdo as
interacdes proteina-solvente, promovendo a agregacdo das proteinas em solucdo. A
sacarose compete pela dgua de hidratacdo, levando a um aumento da atragdo entre os

segmentos hidrofébicos das proteinas, facilitando a agregacao e a formacao do gel.

Minson et al. (1981) observaram uma maior estabilidade de caseinas
armazenadas a baixas temperaturas em presenca de acticares como rafinose, glicose,
sacarose e xilose. A eficdcia crio-protetora destes acticares foi relacionada a habilidade
destes em abaixar a temperatura de inicio de congelamento e fazer muitas ligagdes por
pontes de hidrogénio para a interagdo com as caseinas. A estabilizacido de proteinas em
solugdes aquosas ndo congeladas, no entanto, pareceu estar associada com o conceito
termodinamico de interagdes preferenciais, assim, as proteinas sdo preferencialmente
hidratadas e os agucares sao preferencialmente excluidos do contato com a superficie da

proteina.

Mora-Gutierrez & Farrell (2000) relataram que os acucares adicionados em
solucdes de caseinas, promoveram a estabilizacdo destas proteinas, principamente pelo
mecanismo de hidratagdo preferencial e ndo pela ligacdo direta com a proteina. Assim, a
camada de dgua que circunda a proteina foi favorecida em relagdo a interagdo acucar-
solvente (4gua) e, com o aumento da concentracdo de agicar ocorreu um aumento da

hidratacdo preferencial.
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Observando-se o efeito das interacdes (Figura 4.2) entre os componentes do
sistema, nota-se que a sacarose e o caseinato de sédio atuaram positivamente no
aumento da quantidade de 4gua ndo-congeldvel, ou seja, provavelmente a sacarose atuou
favorecendo a hidratacdo preferencial do caseinato, provocando uma diminui¢do da
quantidade de dgua livre congeldvel. Além disso, com o aumento de s6lidos (sacarose) a
fracdo de 4gua livre foi influenciada pela alta capacidade de hidratacdo dos grupos
hidroxilas equatoriais do dissacarideo (Furuki, 2000), que se ligam a dgua por pontes de

hidrogénio, colaborando para o aumento da quantidade de d4gua ndo-congelavel.

’?4

32

S T
= 3 I
L

- 2 |

g T

)

2 17 J..

)

T 0

caseinato sacarose

Figura 4.2. Efeito (p<0,10) das variaveis caseinato de sodio e sacarose na quantidade de dgua

nao-congelavel (UFW).

As superficies de respostas (Figura 4.3) mostram que as interagdes caseinato-
sacarose (Figura 4.3 A, B e C) e IPS-sacarose (Figura 4.3 D, E e F) influenciam a
quantidade de dgua ndo-congeldvel, tal como observado na andlise de efeitos. Isto
evidencia o mecanismo de acdo da sacarose no favorecimento das interagdes proteina-
proteina, principalmente quando a sacarose estd em elevada concentragdo no sistema.
Assim, a rede formada acomoda as moléculas de 4gua que possivelmente estd

fracamente ligada a ela, pois esta congela em temperaturas inferiores a 0°C. Além disso,
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as superficies de resposta das Figuras 4.3 D, E e F mostram que o aumento da
concentracdo das proteinas do soro também favoreceu o aumento da fracdo de 4gua ndo-
congeldvel; tal efeito também ocorreu com o caseinato de sédio, mas somente a baixas
concentracoes de sacarose. Na Figura 4.3 A, B e C, observa-se que em altas
concentracdes de sacarose, o caseinato pareceu nao ter influéncia sobre a UFW. No
entanto, com o aumento da concentragdo de IPS no sistema, este pareceu competir com a

sacarose pela ligacdo da 4gua, diminuindo a influéncia da sacarose no sistema.

Kulmyrzaev et al. (2000 a, b) também observaram que a sacarose aumentou a
atracdo entre as moléculas de proteinas do soro desnaturadas. E interessante observar nas
Figuras 4.3 A, B e C que com o aumento da concentracdo de IPS, o aumento da
concentracdo de caseinato exerceu menor influéncia sobre UFW evidenciando o papel
da sacarose no favorecimento das interagdes caseinato-caseinato, caseinato-IPS e IPS-

IPS.
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Figura 4.3. Superficies de resposta mostrando a influéncia da variacdo da concentracido de
caseinato e sacarose (A, B e C), sendo que a concentracido de IPS em (A) foi fixada em 0,5%
(p/v), em (B) fixada em 1% (p/v) e em (C) fixada em 1,5% (p/v). As superficies de resposta (D,
E e F) mostram a influéncia da sacarose e IPS, sendo que a concentragdo de caseinato em (D) foi
fixado em 2% (p/v), em (E) 4% (p/v) e em (F) 6% (p/v). A concentracdo de carragena, para

todas as superficies foi fixada em 0,3%.

A rede tridimensional formada nos sistemas observados possuia caracteristicas de

géis homogéneos e transparentes. Géis deste tipo sdo formados por agregados

125



Calorimetria e Eletrofase Capitulo 4

filamentosos, que por sua vez sdo compostos por interacdes carragena-proteinas do leite,
e sdo transparentes, por causa do pequeno comprimento dos filamentos que ndo
provocam o espalhamento de luz. Géis com a estrutura formada por filamentos,
geralmente possuem uma maior capacidade de ligar 4gua que os géis contendo estruturas
particuladas, pois possuem poros menores € mais homogéneos e assim, aprisionam as
moléculas de dgua mais fortemente devido as forcas de capilaridade (Barbut, 1995;
Hongsprabhas & Barbut, 1997). Nos sistemas analisados a dgua livre, provavelmente,
estava aprisionada nos poros da rede tridimensional, visto a auséncia de sinerese (dgua
livre). No entanto, esta d4gua € considerada como a dgua associada a rede do gel, mas que
congela a 0°C e estd livre para agir como solvente para pequenas moléculas. Esta dgua
livre comporta-se como a dgua pura, mas, neste caso, € dificil remové-la da rede do gel

(Mangino, 1984).

Braga (2002) estudou a quantidade de dgua ndo-congeldvel e sinerese em géis
dcidos de caseinato-xantana-sacarose e observou a presenca de grande quantidade de
dgua livre, o que foi atribuido principalmente ao efeito da sacarose no sistema. A
sacarose também influenciou positivamente na quantidade de dgua nao-congeldvel e o
gel formado apresentou as caracteristicas de géis particulados. Isso evidencia a diferenca
nas interagdes entre os biopolimeros, quando as condi¢des de pH e grupos ionizdveis dos

polissacarideos sao diferentes.

O modelo matematico codificado (Equagdo 4.2), obtido a partir do planejamento
experimental, descreve o comportamento da quantidade de dgua ndo-congelavel (UFW)
em relacdo as concentracdes de caseinato, sacarose e IPS. A validade estatistica do

modelo foi obtida pela Andlise de Variancia, em um nivel de confianca de 90%, onde a
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relacdo F.,=4,66 Fi, € Fra=0,55 Fp (a falta de ajuste do modelo ndo € estatisticamente

significativa).O coeficiente de regressao foi 0,69.

UFW (%) =11,63+0,61.CAS +1,54SAC-0,74.CASSAC - 0,83.IPSSAC 4.2)

onde CAS € o caseinato de sédio, IPS € o isolado de proteinas do soro e SAC € a sacarose.

4.3.1.2 Analise dos efeitos dos componentes sobre a Temperatura de inicio de fusao da
agua

As temperaturas de inicio de fusdo (Tonser) dos sistemas foram menores que 0°C
(Figura 4.4 A), o que mostra a influéncia da sacarose atuando como co-soluto no sistema

e alterando as propriedades coligativas dos sistemas, pela forte ligacdo por pontes de

hidrogénio com a dgua.

As superficies de resposta (Figura 4.4 B, C e D) mostram o comportamento da
temperatura de inicio de fusdo, em relacdo as concentracdoes de caseinato, IPS e
sacarose. Nestas superficies, nota-se que o aumento da sacarose de 5 (Figura 4.4 B) a
15% (p/v) (Figura 4.4 D) no sistema provocou um abaixamento da temperatura de inicio
de fusdo de cerca de —1,6°C. Marshall & Arbuckle (1996) relataram que a adicdo de
solutos como a sacarose, leva a um abaixamento da temperatura de congelamento de
sorvetes. A cada aumento de 1% (p/p) de sacarose na mistura de sorvetes, ocorreu um

abaixamento de 0,135°C, o que foi um pouco inferior aos resultados obtidos.

As temperaturas mais baixas de inicio de fusdo foram obtidas tanto em altas
concentracdoes de caseinato e IPS quanto em baixas concentragdes destas proteinas.
Provavelmente, quando as concentracdes das proteinas no sistema sao baixas, a acio da
sacarose em favorecer a intera¢do proteina-proteina ndo € efetiva porque o sistema estd
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diluido. No entanto, em altas concentracdes de proteinas, a formag¢do da rede
tridimensional de proteina € mais efetiva, inclusive com a carragena, sendo parte da dgua
livre aprisionada nos poros desta rede. Assim, nos dois casos, a fragdo de dgua livre que
ndo estd associada as proteinas, € ligada por pontes de hidrogénio com a sacarose, o0 que

leva a um abaixamento da temperatura de inicio de fusdo.
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Figura 4.4. (A) Efeito (p<0,05) da concentracdo de sacarose e superficies de resposta mostrando
a influéncia do caseinato, IPS e sacarose na Toner. Andlise na concentracdo de carragena fixa em

0,3% (p/v) e concentracdes de sacarose: (B) em 5% (p/v), (C) em 10% (p/v) e (D) em 15% (p/v).
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O modelo matemético codificado (Equacao 4.3), obtido a partir do planejamento
experimental, descreve o comportamento da temperatura de inicio de fusdo (Topser) €M
relacdo as concentragdes de caseinato, sacarose, carragena e IPS. A validade estatistica
do modelo foi obtida pela Andlise de Variancia, em um nivel de confianga de 95%, onde
a relagdo F.y=26,90 Fup € Fpa=0,76 Fy, (a falta de ajuste (FA) do modelo ndo é

estatisticamente significativa).O coeficiente de regressao foi 0,94.

Tonset = —2,34—0,04.IPS—-0,41.SAC - 0,05.CAR.IPS - 0,06.CAS.IPS (4.3)

onde CAR é a carragena, CAS € o caseinato de sédio, IPS é o isolado de proteinas
do soro e SAC ¢ a sacarose.

4.3.2 Ensaios de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

A Figura 4.5 mostra um exemplo (Formulacdes 3, 4, 7, 8, 11 e 12 — Tabela 4.4)
de gel de poliacrilamida analisado sob condi¢des nativas, o qual mostra as bandas de
proteinas com os maiores pesos moleculares, situadas na parte superior do gel, até as de
menores pesos moleculares, localizadas na parte inferior do gel. Observa-se também que
na parte superior do gel de poliacrilamida hd bandas (proteinas) que nio entraram na
malha de poliacrilamida, provavelmente por possuirem peso molecular maior que 200

kDa (Walker, 1994) e que ndo puderam ser quantificadas.

A andlise em condicdes nativas permitiu avaliar as intera¢Oes entre as fragdes de
caseina e as proteinas do soro, ocorridas apds o tratamento térmico realizado neste
trabalho. Os possiveis agregados formados foram separados na malha de poliacrilamida
baseados tanto no volume hidrodinadmico, quanto na carga liquida total do polipeptideo
ou dos seus agregados. Estes agregados podem ser formados por interacdes nao-

covalentes (hidrofébicas) e por ligacdes covalentes do tipo dissulfeto, sendo que a
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andlise sob condi¢cdes nativas permite verificar a presenca e tamanho destes agregados

(Oldfield et al, 1998 a, b).

As fragdes de proteinas separadas por esta metodologia foram identificadas com
o auxilio do marcador de peso molecular das fracdes puras e a intensidade relativa das
bandas foi analisada utilizando um planejamento experimental de segunda ordem. Os

resultados serdo apresentados no Item 4.3.2.1.

PP MC 3 4 7 8 11 12 PP PP

AAvnn/’n

Figura 4.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida analisado em condigdes nativas (Nativo -
PAGE). PP sdo os pesos moleculares padrdo, MC é o marcador de peso molecular comercial,
CN ¢ caseina, LG € lactoglobulina e LA € lactoalbumina. As formulagdes apresentadas na Figura

sdo: 03, 04, 07,08, 11 e 12 — Tabela 4.4.

A Figura 4.6 apresenta um exemplo eletroforese em gel de poliacrilamida
analisado em condi¢Oes desnaturantes e ndo-redutoras. A desnaturacdo das proteinas foi
promovida pelo SDS (dodecil sulfato de sédio), que é um detergente anidnico que se liga

as moléculas de proteinas. Nestas condi¢des, os agregados de proteinas associados por
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interagdes hidrofdbicas, eletrostiticas e outras foram dissociados pela acdo do SDS. No
entanto, este detergente anidnico ndo consegue romper as pontes dissulfeto, que sdo
reduzidas pela acdo do 2-mercaptoetanol, sendo as unicas interacdes que foram

detectadas nesta andlise (Oldfield et al., 1998 a, b).

PP MC 1 2 5 6 9 10 PP PP

Figura 4.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida analisado sob condi¢cdo desnaturante e nio-
redutora (SDS-PAGE ndo-redutor).PP sdo os pesos moleculares padrao, MC é o marcador de
peso molecular comercial, CN ¢é caseina, LG ¢é lactoglobulina e LA ¢é lactoalbumina. As

formulagdes apresentadas na Figura sdo: 01, 02, 05, 06, 09 e 10 — Tabela 4.4.

A Figura 4.7 mostra um exemplo de gel de poliacrilamida analisado sob condi¢do
desnaturante e redutora. As proteinas analisadas sob estas condi¢des foram separadas em

unidades, pois todos os tipos de agregacdo foram desfeitos e as proteinas foram

N 7z

separadas em relacdo a massa da fracdo de proteina. O SDS, que ¢ um detergente
anidnico, ligou-se a molécula de proteina conferindo carga negativa, o que favoreceu a

migracdo da proteina em direcdo ao catodo (polo positivo) da cuba de eletroforese. Esta
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acdo do SDS promove a desnaturacdo das proteinas. O agente redutor de pontes
dissulfeto utilizado nestes ensaios foi o 2-mercaptoetanol, que promoveu a dissociagdo
dos agregados formados por estas ligacdes permitindo separar todas as proteinas

presentes no sistema em suas unidades primarias.

PP MC 1 2 5 6 9 10 PP PP

Anodo

Figura 4.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida analisado sob condi¢do desnaturante e
redutora (SDS-PAGE redutor). PP sdo os pesos moleculares padrao, MC é o marcador de peso
molecular comercial, CN € caseina, LG € lactoglobulina e LA ¢ lactoalbumina. As formulacdes

apresentadas na Figura sdo: 01, 02, 05, 06, 09 e 10 — Tabela 4.4.
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Andlise das fracoes de proteinas do leite livres em solucao

A — aisx-caseina

A andlise da intensidade relativa das bandas referentes a Ols>-caseina para cada
formulacdo do planejamento experimental (Tabela 4.4) em andlise, sob condicdes
desnaturantes nao-redutora e redutora, permitiu a obten¢do do efeito dos componentes
do sistema sobre a fracdo livre desta proteina (Figuras 4.8A e 4.8 C). O caseinato
influenciou positivamente a quantidade de osp-caseina liberada, tanto em condig¢des
desnaturantes nao-redutoras (Figura 4.8 C) quanto em condi¢Oes desnaturantes e
redutoras (Figura 4.8 A). Ja o IPS influenciou positivamente a quantidade de as>-caseina
em condicdo desnaturante e redutora. O fato de o aumento da concentracio de caseinato
levar a um aumento da quantidade desta proteina livre neste sistema € esperado, pois a
Osy-caseina faz parte da composi¢cdo do caseinato. No entanto, um aumento da
concentracdo de IPS promove uma diminuicdo da quantidade de os,-caseina livre no
sistema. Esta influéncia do IPS, provavelmente se deve ao fato de que as proteinas do
soro interagem com as Olgp-caseinas, pois estas proteinas possuem a capacidade de fazer
ligacOes dissulfeto por conter residuos de cisteina (Rasmussen et al., 1999). Por outro
lado, a Figura 4.8 C mostra a influéncia positiva do IPS, sendo que o mecanismo no qual
o aumento da concentracdo de IPS leva a um aumento da quantidade de osy-caseina,
parece contraditério. Uma explicagdo seria que com o aumento das proteinas do soro ha
uma maior tendéncia destas proteinas interagirem com a K-caseina, promovendo de
algum modo, o enfraquecimento dos arranjos das fracdes de caseina (“sub-micelas™) e

levando a liberag@o da osy-caseina.
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As superficies de resposta (4.8 B e D), mostram uma relagdo ndo-linear de Os;-
caseina livre, em relacdo as concentracdes de caseinato e IPS. Na Figura 4.8 D observa-
se que as maiores quantidades de os,-caseinas livres ocorreram em concentragdes
méximas de IPS e em uma faixa de alta concentracdo de caseina (4-6% p/v). Ja na
Figura 4.8 B observa-se que as menores quantidades de Oisp-caseinas livres em solugdo

foram obtidas em minimas concentracdes de caseinato e IPS.

Nao foi possivel analisar o comportamento da Osy-caseina em condi¢do nativa,
pois, para esta proteina, que tem peso molecular e, possivelmente, carga liquida total
molecular muito proxima a da B-caseina, as bandas ndo se separaram e a quantificagdo

ndo foi possivel.
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Figura 4.8. Efeito (p<0,10) das concentra¢des de caseinato e IPS nas quantidades de Os;-
caseinas livres em solucdo, analisadas em condicdes (A) desnaturantes e redutoras e (C)
desnaturantes e nao-redutoras. Superficies de resposta da quantidade de Olsp-caseinas em relacao
a concentracdo de IPS e caseinato no sistema. (B): Andlise sob condi¢cdes desnaturantes e

redutoras e (D) Andlise sob condi¢des desnaturantes e ndo-redutoras.

Os modelos matematicos codificados, apresentados na Tabela 4.5, foram obtidos
a partir do planejamento experimental e descreveram o comportamento da quantidade de

Oisp-caseina em relagdo a concentracdo de caseinato e IPS analisado sob condicdes

135



Calorimetria e Eletrofase Capitulo 4

desnaturante e nao-redutora e desnaturante e redutora. A validade estatistica dos
modelos (nivel de confianga de 90%) foi verificada pela Andlise de Variancia e os
valores obtidos de Fcuo/Fub, Fra/Fup, assim como o coeficiente de correlagdo, estdo

apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5. Coeficientes de regressdao dos modelos matematicos codificados da Oisy-caseina e

parametros estatisticos desses modelos.

SDS-PAGE
Nao-redutor Redutor

Média 0,62 0,28
CAS 0,02 0,09
(CAS)* -0,01 0,11

IPS 0,03 -
(IPS)* 0,01 0,03
IPS.CAS - 0,12
Fea/Fian 3,58 5,06
Fra/Fean 0,21 0,73
R’ 0,89 0,90

B — 051 -caseina

A andlise da intensidade relativa das bandas da os;-caseina sob condi¢do nativa,
foi realizada utilizando um planejamento experimental de segunda ordem e permitiu a
obtencdo do efeito do caseinato e IPS sobre a quantidade de oig;-caseina livre. A Figura
4.9 A, mostra que um aumento na concentracdo de caseinato leva a um aumento na
quantidade de o;-caseina livre no sistema. Esse comportamento era esperado pois a
Osi-caseina faz parte da composicdo do caseinato. O IPS ndo mostrou influéncia
(p<0,10) no comportamento da og;-caseina, o que é explicado pelas caracteristicas das

Oisi-caseinas, que nao fazem pontes dissulfeto com as proteinas do soro. Estas proteinas
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tém sido associadas a formagdo da parte central da caseina, juntamente com as - € Olsp-
caseinas, por possuirem caracteristicas hidrofébicas mais pronunciadas que a K-caseina,
que forma a parte externa das micelas de caseina (Kruif, 1999). Esta fracdo estaria
associada as outras casefnas por interacdes hidrofébicas para formar possiveis “sub-
micelas”. No entanto, na temperatura sob a qual os sistemas analisados foram mantidos
(10°C), as interagdes hidrofébicas entre as proteinas sdo muito fracas (Dalgleish & Law,

1988), diminuindo o nimero de tais interagoes.

A Figura 4.9 B mostra que as maiores quantidades de o;-caseinas livres em
solugdo ocorreram em maximas concentracdes de caseinato e ampla faixa de

concentracdo intermedidria de IPS.
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Figura 4.9. (A) Efeito (p<0,10) da concentrag¢do de caseinato na quantidade de Otsi-caseinas
livres em solucdo. (B) Superficie de resposta das quantidades de ois;-caseina em relagdo a

variac@o de concentracdo de IPS e caseinato no sistema. Andlise sob condi¢ao nativa.

O modelo matematico codificado, apresentado na Tabela 4.6, obtido a partir do
planejamento experimental, descreve o comportamento da quantidade de os;-caseina
livre em relacdo a concentracdo de caseinato e IPS (analisado sob condi¢do nativa). A
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validade estatistica dos modelos (nivel de confianca de 90%) foi verificada pela Anélise
de Variancia e os valores obtidos de F.yo/Fup, Fra/Fup, assim como o coeficiente de
correlagdo, estdao apresentados naTabela 4.6.

Tabela 4.6. Coeficientes de regressdo dos modelos matematicos codificados da Ogj-caseina e

parametros estatisticos desses modelos.

Nativo-PAGE

Média 2,35
CAS 0,22
IPS? -0,16

IPS.CAS 0,27
Fcal/Ftab 3734
Fra/Fab 1,14

R’ 0,80

C - kcaseina

A quantidade de k-casefna livre no sistema foi influenciada positivamente pela
concentracdo de caseinato adicionada ao sistema, o que € apresentado pelas Figuras 4.10
A, C e E. No entanto, em andlise sob condi¢do desnaturante e redutora, a concentragao
de IPS influenciou negativamente a quantidade de x-caseina livre em solucao (Figura
4.10 E). A superficie de resposta (Figura 4.10 B) mostra que as maiores concentracdes
de K-caseina foram obtidas tanto em concentragdes méaximas de IPS e minimas de
caseinato quanto em maximas concentra¢des de caseinato e minimas de IPS, em anélise
sob condi¢des nativas. Na Figura 4.10 D é mostrado o comportamento da quantidade de
K-caseina livre em soluc@o em relacdo a concentracdo de caseinato e IPS e observa-se
que a maior quantidade de k-caseina ocorre em uma faixa de altas concentracdes de
caseinato (andlise em condi¢des desnaturantes e nao-redutoras). Ja na Figura 4.10 F, as

maiores quantidades de k-caseina, analisadas sob condicdo desnaturante e redutora,
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foram obtidas em uma ampla faixa de concentragdo intermedidria de caseinato e em

minimas concentragdes de IPS.

As moléculas de k-caseina livres no sistema poderiam interagir com as proteinas
do soro, assim como formar complexos eletrostiticos com a K-carragena, em um sistema

onde ocorre a mistura destas proteinas e deste polissacarideo em pH neutro, conforme

relatado por Heertje (1993), Tziboula & Horne (1999) e Schorsch et al. (2000).
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Figura 4.10. (A, C e E) Efeito (p<0,10) das concentra¢gdes de caseinato e IPS nas quantidades de
K-caseina livres em solugdo. (B, D e F) Superficies de resposta das quantidades de k-caseina em
relacdo as concentracdes de IPS e caseinato. (A) e (B) analisado sob condi¢d@o nativa, (C) e (D)
analisado em condi¢do desnaturante e ndo-redutora e (E) e (F) analisado sob condicdo

desnaturante e redutora.
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Os modelos mateméticos codificados, apresentados na Tabela 4.7, foram obtidos
a partir do planejamento experimental e descrevem o comportamento da quantidade de
K-caseina livre em relagdo a concentracdo de caseinato e IPS sob condi¢des nativas,
desnaturante e nao-redutora e desnaturante e redutora. A validade estatistica dos
modelos (nivel de confianca de 90%) foi verificada pela Andlise de Variancia e os
valores obtidos de Fcac/Fub, Fra/Fup, assim como o coeficiente de correlagcdo, estdo

apresentados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7. Coeficientes de regressdao dos modelos matematicos codificados da k-caseina e

parametros estatisticos desses modelos.

SDS-PAGE
Nativo-PAGE  Nao-redutor Redutor

Média 0,29 0,42 0,57
CAS -0,07 0,05 0,02
CAS? - -0,05 -0,05
IPS 0,05 0,02 -0,06
PS> - 0,02 0,02

IPS.CAS 0,08 - -

Feal/Fran 1,90 1,97 4,38

Fra/Fean 0,10 0,68 0,32
R’ 0,74 0,79 0,95

D - Blactoglobulina

A andlise da intensidade relativa das bandas referentes a [-lactoglobulina
permitiu a obten¢do dos efeitos (p<0,10) dos componentes do sistema sobre a fragdo
livre desta proteina (Figura 4.11 A, C e E). Os gréficos de efeito (Figura 4.11 A, C e E)
mostram que a quantidade de PB-lactoglobulina livre aumentou com o aumento da
concentragdo de IPS na formulagdo, pois a B-lactoglobulina estd presente no isolado
protéico de soro. O aumento da concentracio de caseinato levou a uma diminui¢do da
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quantidade de PB-lactoglobulina, o que esta provavelmente associado ao fato de que esta
proteina interagiu com as fracdes de caseina. Assim, com aumento da concentragdo de
caseinato, houve um aumento da quantidade de caseina disponivel para a PB-
lactoglobulina interagir, ocorrendo a formagdo de agregados e promovendo a diminui¢cao
de B-lactoglobulina livre nos sistemas analisados. Singh & Fox (1987) relataram que a
B-lactoglobulina complexou com as micelas de caseina em pHs inferiores a 6,9,
provavelmente como resultado da interacdo com a K-caseina via intercambio de grupos
sulfidrilas livres e pontes dissulfeto, apds tratamento térmico na temperatura de 90°C por
10 min. A formacdo deste complexo pareceu prevenir a dissociacdo da K-caseina da
micela sob aquecimento. No entanto, em valores de pH acima de 6,9, os complexos [3-
lactoglobulina/k-caseina dissociaram-se das micelas quando a solucdo sofreu
aquecimento, aumentando a perda da k-caseina micelar. Com base nesses relatos,
provavelmente os agregados formados envolveram a ligacdo de moléculas de proteinas

por pontes dissulfeto. A ocorréncia desta interacdo em proteinas do leite aquecidas foi

observada por Singh & Fox (1987), Mottar et al. (1989) e Parnell-Clunies et al. (1988).

As superficies de respostas (Figura 4.11B, D e F) mostram que as maiores
quantidades de P-lactoglobulina livres no sistema analisado foram obtidas nas
concentracoes maximas de IPS e minimas de caseinato, para todas as condicdes

analisadas.
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Figura 4.11. (A), (C) e (E) Intensidade de efeito (p<0,10) das concentracdes de caseinato e IPS

na quantidade de B-lactoglobulina livre em solugdo. (B), (D) e (F) Superficies de resposta das

quantidades de B-lactoglobulina em relagdo as concentragdes de IPS e caseinato no sistema. (A)

e (B) analisado sob condicdo nativa, (C) e (D) analisado sob condicdo desnaturante e nio-

redutora e (E) e (F) analisado sob condicdo desnaturante e redutora.
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Os modelos mateméticos codificados, apresentados na Tabela 4.8, foram obtidos
a partir do planejamento experimental e descrevem o comportamento da quantidade de
B-lactoglobulina em relag@o a concentracgéo de caseinato e IPS em andlise sob condi¢des
nativas, desnaturante e nao-redutora e desnaturante e redutora. A validade estatistica dos
modelos (nivel de confianca de 90%) foi verificada pela Andlise de Variancia e os
valores obtidos de Feuc/Fiab, Fra/Fup, assim como o coeficiente de correlagcdo, estdo

apresentados naTabela 4.8.

Tabela 4.8. Coeficientes de regressdo dos modelos mateméticos codificados da B-lactoglobulina

e parametros estatisticos desses modelos.

SDS-PAGE
Nativo-PAGE  Nao-redutor Redutor
Média 0,37 0,82 0,54
CAS -0,08 -0,20 -0,14
CAS? - - -
IPS 0,12 0,14 0,07
IPS? - - -0,04
IPS.CAS - - -
Feal/Feab 5,18 9,71 2,50
Fra/Fab 0,01 0,20 0,50
R’ 0,82 0,85 0,83

E - orlactoalbumina

A Figura 4.12 A mostra que a quantidade de o-lactoalbumina foi influenciada
(p<0,10) positivamente pela concentracio de IPS e negativamente pela concentragdo de
caseinato. O aumento de IPS levou a um aumento da concentracido de o-lactoalbumina,
pois a o-lactoalbumina faz parte da composi¢do do isolado protéico de soro. A Figura

4.12B mostra que a concentracdo de caseinato pareceu influenciar levemente a
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quantidade de o-lactoalbumina livre em solucao, porém o efeito do IPS foi muito mais
forte. Nessa Figura, observa-se que as maiores quantidades de a-lactoalbumina livres

ocorreram em maximas concentragdes de IPS e minimas de caseinato.
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Figura 4.12. (A) Efeitos (p<0,10) da concentragdo de IPS e caseinato na quantidade de o-
lactoalbumina livre em solu¢do e (B) superficie de resposta das quantidades de o-lactoalbumina

em relacdo a concentragcdo de IPS e caseinato no sistema, analisados em condi¢do nativa.

O modelo matemaético codificado, apresentado na Tabela 4.9, foi obtido a partir
do planejamento experimental e descreve o comportamento da quantidade de o-
lactoalbumina em relagcdo a concentragdo de caseinato e IPS em andlise sob condicdes
nativas. A validade estatistica do modelo (nivel de confianca de 90%) foi verificada pela
Analise de Variancia e o valor obtido de F../Fian, Fra/Fup, assim como o coeficiente de

correlagdo, estdo apresentados naTabela 4.9.

Nos demais sistemas (desnaturante redutor e nao-redutor) nao foi possivel o
ajuste dos modelos, pois estes nao foram estatisticamente significativos.
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Tabela 4.9. Coeficientes de regressdo do modelo matematico codificado da o-lactoalbumina e

parametros estatisticos desse modelo.

Nativo-PAGE

Média 0,33
CAS -0,06
CAS? -
IPS 0,13
PS> 0,03

IPS.CAS -
Fcal/Ftab 3574
Fra/Fab 0,10

R’ 0,85

F - Agregado de alto peso molecular (~ 81 kDa)

A formagdo dos agregados de alto peso molecular, cerca de 81 kDa, observados
em géis de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes e nao-redutoras foi fortemente
influenciada pela concentracdo de caseinato (Figura 4.13 A), de forma que o aumento da
concentracdo desta protefna levou a um aumento da quantidade dos agregados formados
(Figura 4.13 B), provavelmente por ligacdes do tipo ponte dissulfeto. Esta agregac@o nao
foi detectada na andlise sob condi¢des nativas, provavelmente porque sem a acdo do
SDS, o agregado formado ndo conseguiu entrar no gel, por possuir peso molecular muito
alto (maior que 200 kDa) (Walker, 1994). Em andlise sob condi¢do desnaturante e
redutora, a presenca de 2-mercaptoetanol agiu reduzindo as ligacdes dissulfeto,
responsaveis pela formacdo destes agregados. No entanto, observou-se a presenga de
tracos de proteinas de alto peso molecular (regido superior do gel de poliacrilamida)
mostrada na Figura 4.7, mas pela falta de defini¢do das bandas de proteinas, ndo foi

possivel quantificar.
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Figura 4.13. (A) Intensidade de efeito (p<0,10) da concentracdo de caseinato na
quantidade de agregados de alto peso molecular (~81 kDa). (B) Superficie de resposta da
quantidade destes agregados em relacdo a variacdo de concentracdo de IPS e caseinato

no sistema, analisado sob condi¢do desnaturante e ndo-redutora.

O modelo matematico codificado apresentado na Tabela 4.10, foi obtido a partir
do planejamento experimental e descreve o comportamento da quantidade dos agregados
de alto peso molecular (81 kDa) em relacdo a concentracdo de caseinato e IPS, em
andlise sob condi¢do desnaturante e ndo-redutora. A validade estatistica dos modelos
(nivel de confianga de 90%) foi verificada pela Andlise de Variancia e os valores obtidos

de Fea/Fup, Fra/Fup, assim como o coeficiente de correlagdo, estdo apresentados

naTabela 4.10.

Tabela 4.10. Coeficientes de regressdo do modelo matematico codificado do agregado de alto

peso molecular e parametros estatisticos desse modelo.

SDS nao-redutor

Média 0,77
CAS 0,03
CAS? -
IPS 0,02
IPS? -

IPS.CAS -
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F.o/Fian 1.06
Fra/Ftap 0,86
R’ 0,60

4.4 Conclusoes

A quantidade de dgua nao-congeldvel (UFW) e a temperatura de inicio de fusao
(Tonser) foram analisadas através da metodologia de Planejamento Experimental. A
andlise de efeitos permitiu verificar que a sacarose influencia fortemente estas
propriedades do sistema, provavelmente pelo favorecimento de interacdes entre as
proteinas e destas com a dgua. O caseinato de so6dio contribuiu para o aumento da UFW,
provavelmente pela influéncia da sacarose em favorecer a hidratacdo preferencial dessa

proteina.

A andlise das proteinas do sistema por eletroforese em gel de poliacrilamida, em
condicOes nativa, desnaturante e ndo-redutora e desnaturante e redutora permitiu
verificar que as concentragdes das proteinas presentes no sistema influenciam na
quantidade das unidades livres na solugdo, possibilitando a interagdo delas com outros
componentes do sistema, como a 4gua. Além disso, observou-se que o tratamento
térmico realizado neste trabalho permitiu a interagdo das proteinas do soro, com as
fracdes hidrofilicas da caseina, pois um aumento do caseinato no sistema levou a

diminui¢do da quantidade de proteinas do soro livres nos sistema analisados.
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Os sistemas-modelo formados por caseinato, isolado protéico de soro (IPS), sacarose
e carragena apresentaram caracteristicas reoldgicas que foram fortemente
influenciadas pela carragena, que favoreceu o cardter eldstico e provavelmente
interagiu com o caseinato e as proteinas do soro. A presenca de sacarose no sistema
pareceu favorecer a interacdo do IPS com a carragena, levando a uma rede
tridimensional mais interconectada, portanto, mais eldstica e resistente a ruptura. Os
ensaios oscilatérios em cisalhamento mostraram que a interacdo do caseinato com a
carragena contribuiu ao comportamento viscoso dos sistemas, possivelmente pela

diminui¢do da rigidez da rede tridimensional do gel.

O modelo proposto para a explicagdo do comportamento dos componentes do sistema
considerou que a carragena interagiu com o caseinato formando a rede do gel. As
proteinas do soro se ligaram a rede nas moléculas de carragena permitindo a
expansdo destas interacdes. Assim, a rede tridimensional do gel seria formada entre
as proteinas do leite e a carragena, sendo este polissacarideo a ponte que conecta o
caseinato e IPS. Em altas concentracdes de carragena, esta participou mais

efetivamente da formacgao da rede, levando a sistemas mais eldsticos.

A quantidade de dgua ndo-congeldvel (UFW) e a temperatura de inicio de fusdo
(Tonser) foram fortemente influenciadas pela concentragdo de sacarose no sistema, o
que foi explicado pelo papel da sacarose no favorecimento das interagcdes entre as
proteinas e destas com a dgua. Além disso, o caseinato de sédio contribuiu para o
aumento da UFW, em baixas concentracdes de sacarose. J4 em altas concentragdes
deste componente, observou-se o efeito da hidratagdo preferencial, pois o caseinato

nao contribuiu para o aumento da UFW.

Nos sistemas estudados ndo foi observado a sinerese (dgua livre), pois provavelmente
a dgua livre foi aprisionada, pelo efeito da capilaridade, nos poros da rede formada
pela interac@o da carragena com as proteinas do leite. No entanto, esta dgua que esta
associada ao gel, congela a 0°C e estd livre para agir como solvente para pequenas

moléculas.
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A andlise das proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida, em condi¢des
nativas, desnaturante e ndo-redutora e desnaturante e redutora permitiu verificar que
as concentragdes das proteinas presentes no sistema influenciaram na quantidade das
unidades livres em solugdo, possibilitando a interacdo delas com outros componentes
do sistema, como a dgua. Além disso, observou-se que o tratamento térmico realizado
neste trabalho (70°C por 30 minutos) permitiu a interacdo das proteinas do soro com
as fracdes hidrofilicas da caseina, pois um aumento do caseinato levou a diminui¢io

da quantidade de proteinas do soro livres nos sistemas analisados.
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