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RESUMO GERAL
Biopolimeros, como as proteinas e 0s polissacarideos, sdo utilizados pela industria de
alimentos por desempenharem um papel essencial na estrutura, textura e estabilidade
dos produtos. O entendimento das interagdes biopoliméricas é importante para melhorar
suas propriedades funcionais, como por exemplo, a capacidade de gelificacéo, e para o
desenvolvimento de novos produtos. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
estudar as interagdes macromoleculares de sistemas contendo proteinas do soro de leite
(WPI) e/ou polissacarideo da linhaca (FG) em sistemas gelificados a frio pela adicao de
sais de calcio ou sddio, buscando correlacionar estas interagées com as propriedades
mecanicas e de estrutura dos géis formados. Inicialmente realizou-se a caracterizagao
reolégica do polissacarideo da linhaga e foi observado um comportamento de fluido
pseudoplastico e propriedades de gel fraco. Com a adi¢cdo de sais, verificou-se uma
reducdo na viscosidade intrinseca e nos médulos elastico e viscoso das solugdes. Em
uma segunda etapa, foram estudados géis puros de WPI (5, 6, 7, 8 e 9% m/m) formados
pela difusdo de sais de calcio ou sédio através de membranas de dialise e observou-se a
formacao de estruturas opaca e translicida, sendo que o aumento na concentragdo de
WPI levou a uma diminuicdo na claridade e porosidade dos géis e a um aumento na

rigidez, elasticidade e capacidade de retengcao de agua, em ambos os sistemas (CaCl, e
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NaCl). Os géis de WPI formados pela difusdo de sais de célcio apresentaram-se mais
rigidos e elasticos, menos deformaveis e com menor capacidade de retengdo de agua em
relacdo aos géis de sodio. Por ultimo, foram estudados sistemas mistos WPI (8% m/m) —
FG (0,1; 0,3 e 0,5% m/m) utilizando dois procedimentos para incorporacdo de sais, a
difusdo através de membranas de didlise e a adigao direta, e observou-se que 0 método
de preparo dos géis levou a sistemas com propriedades mecanicas bastante distintas. No
método de difusdo lenta de sais, visualizou-se a formagdo de géis heterogéneos
(separacao de fases macroscépica). Nestes sistemas, o aumento na concentracao de FG
levou a diminuigcao da rigidez, deformabilidade e da capacidade de retencao de agua dos
géis como conseqléncia da incompatibilidade termodinamica entre os biopolimeros e
descontinuidade da estrutura da rede do gel. No entanto, foi no método de adicao direta
de sais de sbdio que obteve-se o0s géis bipoliméricos mais fortes, sendo este método o
mais indicado visando melhor estrutura e propriedades mecénicas dos géis formados com

maior viabilidade de uso em escala industrial.
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ABSTRACT
Biopolymers, such as proteins and polysaccharides, are used by the food industry for
playing an essential role in the structure, texture and stability of the products. An
understanding of the biopolymers interactions is important for improvement of their
functional properties, such as gelation, and for the new products development. Thus, the
aim of this work it was to study macromolecular interactions between whey protein isolate
(WPI) and/or flaxseed gum (FG) at cold-set gels formed by calcium or sodium salts
addition, by correlation of these interactions with the mechanical properties and structure
of the formed gels. Initially, flaxseed gum rheological characterization was realized and it
was observed a shear thinning behavior and “weak gel” properties. Salts addition led to a
decrease in intrinsic viscosity and in the storage and loss modulus of solutions. In a
second step of this work, pure WPI gels (5, 6, 7, 8 and 9% w/w) formed by calcium or
sodium salts diffusion through dialysis membranes were studied and it was observed the
formation of structures opaque and translucent, where the increase WPI concentration led
to a decrease in the clarity and porosity of the gels and to an increase in hardness,
elasticity and water-holding capacity, in both systems (CaCl, and NaCl). WPI gels formed
by calcium salts diffusion were harder and more elastic, less deformable and with lesser

ability to hold water in relation to sodium gels. Finally, mixed WPI (8% w/w) — FG (0.1, 0.3
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and 0.5% w/w) systems using two procedures for incorporation of salts were studied, the
diffusion through dialysis membranes and the direct addition, and it was observed that the
gels preparation method led to systems with quite different mechanical properties. By slow
salts diffusion, it was observed the heterogeneous gels formation (macroscopic phase
separation). In these systems, the increase FG concentration led to a decrease of the
hardness, deformability and water-holding capacity of the gels as a consequence of the
thermodynamic incompatibility between biopolymers and gel network discontinuity.
However, it was by sodium salts direct addition that it were obtained stronger bi-polymeric
gels, being this the most appropriate method to better structure and mechanical properties

of the formed gels with higher viability for use in industrial scale.
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1.1) Introducao

A industria de alimentos tem intensificado e diversificado suas linhas de producao
com o objetivo de atender as exigéncias de consumidores de adquirir produtos que
oferecam uma étima relacdo entre qualidade e beneficios a saude. Em particular, o setor
de laticinios tem investido esforcos neste sentido, trazendo ao mercado um maior numero
de produtos com alto valor agregado, como por exemplo, iogurtes e sobremesas lacteas
enriquecidos com fibras, vitaminas, calcio ou ferro e queijos com reduzido teor de gordura.
Além de saborosos, saudaveis e naturais, os consumidores procuram por alimentos com
6timas caracteristicas de textura. Sendo assim, a indlstria procura constantemente
desenvolver e oferecer ingredientes que melhorem as propriedades funcionais dos
alimentos (Bryant & McClements, 1998), tais como, consisténcia, capacidade de
gelificag@o e retengédo de agua. Produtos alimenticios com texturas diferenciadas podem
ser obtidos a partir da mistura de diferentes ingredientes, especialmente os de alta massa
molecular, como as proteinas e os polissacarideos (Dickinson, 1998).

Dentre os polissacarideos utilizados na formulagdo de alimentos, as fibras
apresentam algumas vantagens, como o fato de ndo serem digeridas pelas enzimas do
organismo humano (Slavin, 2005) e, portanto, ndo conferirem incremento cal6rico. A
goma de linhaga tem atraido muito a atengao, principalmente, devido a suposicao de que
suas fibras solluveis sejam benéficas a saude, podendo reduzir o risco de diabetes e
hipercolesterolemia (Goh et al., 2006). E um hetero-polissacarideo com caracteristicas
mistas (ani6bnico e neutro), dependendo da variedade e condigbes de obtengao
(lzydorczyk et al., 2005). Esta goma também apresenta potencial como ingrediente
alimenticio por mostrar boa capacidade de retengdo de agua e exibir formagéao de géis
termorreversiveis (Chen et al., 2007; Chen et al., 2006a), além de ser capaz de interagir

com outros biopolimeros.
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As proteinas do leite sdo ingredientes muito valorizados devido as suas excelentes
propriedades nutritivas, tecnolégicas e funcionais. Elas apresentam excelente composigao
em aminoacidos, alta digestibilidade e biodisponibilidade de aminoacidos essenciais.
Além disso, possuem também excepcionais propriedades funcionais de solubilidade,
formagédo e estabilidade de espuma, capacidade emulsificante, gelificante e podem ser
utilizadas na formacédo de filmes e capsulas protetoras, sendo recomendadas como
ingrediente seguro (GRAS) (Sgarbieri, 2005; Bryant & McClements, 1998; Morr & Ha,
1993).

A gelificacdo de uma solucdo de proteinas globulares pode ser induzida de
diversas formas, sendo a mais comum, a gelificacdo térmica que é o processo mais
estudado por ser responsavel pela estrutura presente em muitos alimentos. Os géis
térmicos sdo formados em uma Unica etapa, onde ocorrem de maneira simultanea a
desnaturagao protéica e a agregacao, que resultam na formacao do gel (Totosaus et al.,
2002). A gelificacao a frio de proteinas globulares € um método relativamente novo que
apresenta algumas vantagens em relagéo a gelificagéo térmica, tais como, formagao de
géis em baixas concentragdes de proteina e a temperatura ambiente. Isto possibilita a
adicao de componentes termolabeis ao sistema, como vitaminas e outros compostos
nutracéuticos. A gelificagao a frio consiste em duas etapas, sendo que na primeira ocorre
a formagdo de agregados de proteinas desnaturadas pelo aquecimento em baixas
concentracdes, baixa forga ibnica e em pH acima ou abaixo do ponto isoelétrico. Na
segunda etapa, ocorre a gelificagdo dos agregados causada pela diminuicdo da repulsdo
eletrostatica, através da alteracdo do pH ou pelo aumento da concentragdo de sais
(Bryant & McClements, 1998).

A microestrutura dos géis esta diretamente relacionada com as caracteristicas de
textura, e estas dependem do tamanho e forma dos agregados formados na etapa de

agregacao (Alting et al., 2003a; Ju & Kilara, 1998a,b). Uma vez que as caracteristicas
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estruturais dos agregados protéicos estdo associados as condicbes de temperatura e
formulagdo empregadas no processamento, a textura desses alimentos dependera de
fatores como, concentragao inicial de proteina, temperatura e tempo de aquecimento, tipo
de agente gelificante (sais ou &acidos), ordem de adigcdo desses agentes entre as etapas
da gelificagdo a frio ou adigdo de outros compostos macromoleculares, como o0s
polissacarideos.

O processo de gelificacdo a frio de proteinas do soro com a adicdo de
polissacarideos ainda foi pouco estudado. Alguns destes trabalhos estao relacionados ao
estudo do efeito da adicdo de diversos polissacarideos de diferentes cargas superficiais
(neutros e anidnicos) (De Jong & Van de Velde, 2007), como a xantana (Cavallieri, 2007;
Bryant & McClements, 2000a) ou guar (Cavallieri, 2007) no processo de gelificacao a frio
de proteinas do soro, induzido por NaCl ou glucona-d-lactona. Porém, com relacdo ao
estudo da interacdo entre as proteinas do soro e a goma de linhaga ndo foram
encontrados estudos na literatura, apesar da potencial importancia desta fibra na

produgao de alimentos saudaveis.

1.2) Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi estudar as interagdes macromoleculares de
sistemas contendo proteinas do soro de leite e/ou polissacarideo da linhaca em sistemas
gelificados a frio através da modificagdo da forga i6bnica do meio com a adi¢ao de cloreto
de célcio ou sdbdio, buscando correlacionar estas interagdes com as propriedades
mecanicas e de estrutura dos géis.

De forma a atender este objetivo geral, o trabalho foi realizado em etapas, de
acordo com o0s seguintes objetivos especificos:

1 — Avaliagao das propriedades do polissacarideo da linhaga, sendo realizado:

a) Extracéo e caracterizagéo quimica e fisica;
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b) Caracterizacdo das propriedades reolégicas através de ensaios reoldgicos em
estado estacionario (curvas de escoamento) sem a adicao de sais;

c) Estudo da transicdo sol — gel através de ensaios reol6gicos em baixas
deformagbes sem e com a adigao de sais de calcio.

2 — Estudo do efeito da adicdo de sais de célcio ou sodio diretamente ou por
difusédo através de membranas de dialise na formacao e propriedades de géis:

a) puros de proteinas do soro;

b) mistos de proteinas do soro e polissacarideo da linhaga.

Estes géis auto-sustentaveis foram avaliados quanto as propriedades mecénicas
em compressao uniaxial, capacidade de retencdo de agua, determinagdo de cor e

microestrutura.
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2.1) Biopolimeros
2.1.1) Polissacarideo da linhaca (“Flaxseed Gum”)

O linho (Linum usitatissimum L.) € um dos mais antigos cultivares conhecidos pelo
homem, principalmente pelo uso do seu 6leo e fibras (Chen et al., 2006a). A sua semente
€ oval, tem dimensdes aproximadas de 2,5 mm X 5 mm X 1 mm e uma massa média de
3-13 mg por semente (Wanasundara & Shahidi, 1996). A semente de linho (linhaga)
contém aproximadamente 35% de lipidios constituido de acidos graxos poliinsaturados,
do tipo 6mega 3 (cerca de 57%) e 6mega 6, 30% de proteinas e 35% de fibras, sendo que
7-10% destas sao fibras solluveis, cuja composicdo varia em funcdo do cultivar e
localizagéo geografica (Goh et al., 2006).

A goma de mucilagem € um polissacarideo muito viscoso, obtido a partir do
material da parede secundaria na camada mais externa da semente de linho. Com a
hidratacdo das sementes, esta camada se expande e a mucilagem é liberada na
superficie (Izydorczyk et al., 2005). A mucilagem corresponde a aproximadamente 8 — 9%
da massa de semente, porém seu rendimento depende do processo de extragdo (Chen et
al., 2006a; Fedeniuk & Biliaderis, 1994), e pode variar de 3,5 a 9,4% (Oomah et al., 1995).

A mucilagem da linhaga contém de 50 a 80% de carboidratos, de 4 a 20% de
proteinas e de 3 a 9% de cinzas (lzydorczyk et al., 2005), sendo que contém mais sais
minerais e proteinas do que a maior parte das gomas comerciais, como O0s
polissacarideos neutros jatai (LBG) e a guar (Mazza & Biliaderis, 1989). A porcdo de
carboidratos é constituida de uma mistura de polissacarideos neutros, principalmente
residuos de xilose, arabinose e galactose e de polissacarideos acidos, contendo residuos
de galactose, ramnose, e acido galacturénico (lzydorczyk et al., 2005; Warrand et al.,
2003) (Tabela 2.1). A fragcao neutra da mucilagem da linhaga contém uma cadeia principal
de residuos de (1-4) B-D-xilopiranosil com cadeias laterais contendo arabinose e

galactose ligadas no O-2 e/ou no O-3. A fracao acida é composta de uma cadeia principal



Capitulo 2. Reviséo Bibliografica

de ramnogalacturonana com residuos de (1-4) a-D-galacturanopiranosil e (1-2) a-L-

ramnopiranosil. As cadeias laterais contém residuos de L-fucose e D-galactose.

Tabela 2.1. Composicdo de monossacarideos (fragdo massica e molar, %) das fracoes
neutras (FN) e ani6nicas (FA) da mucilagem da linhaga. Fonte: Warrand et al., 2003.
FN (75%) FA (25%)
FA, (15%) FA; (85%)

Fracao Fracao Fracao Fracao

Monossacarideo  Fracdo Fracao

Massica Molar T T
Massica Molar Massica Molar

D-Xilose 59 62,0 6 7,0 3 3,5
D-Galactose 16 12,7 25 24,3 23 22,2
D-Arabinose 12 12,7 n.q.” n.q.” 2 2,3

L-Fucose 7 6,6 12 12,8 7 7,4
L-Ramnose 4 3,1 28 29,8 39 41,3

D-Acido

3 2,3 29 26,0 26 23,3

Galacturoénico

* Presenca de tracos, ndo foi quantificado.

A fragd@o neutra (75%) é composta principalmente de arabinoxilanas de alta massa
molecular (Myw = 1,16.10° Da) e exibe comportamento pseudoplastico em altas
concentracdes. A fragdo acida (25%) consiste em duas fracées de ramnogalacturonanas,
semelhante a pectina, de menores massas moleculares (My = 6,5.10° Da e My, = 1,7.10*
Da) que exibem comportamento newtoniano em concentragdes de até 2,0% (Warrand et
al., 2003; Stewart & Mazza, 2000; Cui et al., 1994a).

Ha pelo menos duas décadas pesquisadores tém tentado purificar e caracterizar a
mucilagem da linhaca. Extracdes aquosas sdao os métodos mais comuns, sendo que a
temperatura, a razdo agua:semente e o pH do meio de extracdo exercem influéncia
significativa no rendimento, na pureza e nas propriedades funcionais da goma (Stewart &
Mazza, 2000; Cui et al., 1994b). Utilizando a metodologia de superficie de resposta, foram

encontradas condi¢des 6timas para o processo de extragdo aquosa da goma de linhaga,
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sendo a temperatura de 85-90°C, pH 6,5-7,0 e a razdo agua:semente de 13,0 (Cui et al.,
1994b).

O polissacarideo da linhaca tem valor nutricional como fibra alimentar e
desempenha um papel importante na reducdo dos riscos de diabetes e doencas
cardiacas coronarias, prevenindo o cancer de colon e reto e a incidéncia de obesidade
(Oomah & Mazza, 1999). E um hidrocoléide com boa capacidade de retengdo de agua,
semelhante a goma guar (Wang et al., 2008; Goh et al., 2006), e apresenta alta
viscosidade em solugédo aquosa (Chen et al., 2006a). Sua viscosidade é influenciada pela
concentracao, pH, forca ibnica e temperatura. Em concentracdes entre 0,05 e 0,2%, as
curvas de escoamento da goma de linhagca (pH 6,5 e 25°C) tendem a apresentar
comportamento newtoniano, enquanto que em concentracbes acima de 0,2%, as
solugbes apresentam comportamento pseudoplastico, o que é tipico de solugdes
poliméricas (Stewart & Mazza, 2000). A goma de linhaca também exibe propriedades de
gel fraco, sendo sua fracdo neutra a principal responsavel por este comportamento
(Izydorczyk et al., 2005; Cui et al., 1994a). Funcionalmente, a goma de linhaga € muito
semelhante a goma ardbica, devido a sua elevada solubilidade e capacidade de
estabilizar espumas, sendo sugerida para substitui-la em emulsées como estabilizante
(Chen et al.,, 2006a; Goh et al., 2006; Wanasundara & Shahidi, 1996; Fedeniuk &
Biliaderis, 1994; Mazza & Biliaderis, 1989).

A temperatura de dissolucdo da goma tem um forte efeito sobre a for¢ca do gel da
goma de linhaga. Neste caso, o aumento da temperatura leva a um aumento do raio
hidrodinAmico devido a maior hidratacdo e extensdo das moléculas, acarretando em
maior interacdo molecular e aumento do numero de zonas de juncdo. Da mesma forma, a
forga do gel da goma de linhaga também aumenta com a concentragéo do polissacarideo,
devido ao aumento do nimero de moléculas presentes. Uma maxima for¢ca do gel pode

ser obtida entre pHs 6-9, dado que em menores valores de pH ha uma diminuicao da
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repulsao eletrostatica e da interacao entre as moléculas enquanto que, em valores de pH
mais altos ha uma despolimerizagao alcalina que resulta em uma menor quantidade de
zonas de juncao (Chen et al., 2006a).

Ja existem na literatura alguns estudos relacionados a interagcdo da goma de
linhaga com outros biopolimeros (Wang et al., 2008; Chen et al., 2006a). Entre eles esta
o estudo de Wang et al. (2008) que avaliou a influéncia da concentragdo de goma de
linhagca e da temperatura sobre as propriedades reolégicas das misturas goma de linhaca
— amido de milho. Os autores observaram que o aumento na concentracdo de goma de
linhaca resultou em um aumento na viscosidade aparente das misturas, o que poderia ser
atribuido a interacdo entre as moléculas dos biopolimeros. Os modulos elastico (G') e
viscoso (G”) das misturas goma de linhaca — amido de milho apresentaram-se bem
superiores aos valores dos géis de amido de milho, visto que a adicdo de goma de linhaga

ajudou a formar géis mais fortes.

2.1.2) Proteinas do soro de leite bovino

O soro de leite bovino, fluido resultante da fabricagdo de queijos, consiste em uma
complexa mistura de proteinas globulares, lactose, lipidios e minerais, em meio aquoso
(Lopes et al., 2006). Ingredientes a base de proteinas do soro podem ser adquiridos de
diferentes formas, sendo que as mais comuns sao os isolados protéicos de soro (WPI) e
concentrados protéicos de soro (WPC). O WPI tem maior concentracdo de proteinas
(>90%) do que o WPC (50 — 75% de proteinas) (Bryant & McClements, 1998).

As principais fragdes protéicas do soro sdo a [-lactoglobulina (B-Lg), a a-
lactoalbumina (a-La), a albumina bovina sérica (BSA) e as imunoglobulinas (lg) (Lizarraga
et al., 2006). Na Tabela 2.2, estdo apresentadas algumas das propriedades das principais

fragcdes das proteinas do soro.

10
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Tabela 2.2. Caracteristicas fisicas das principais proteinas do soro. Fonte: Bryant &
McClements, 1998; Morr & Ha, 1993.

Proteina Ponto Massa Concentracao T, (°C)
Isoelétrico  Molecular em relacao ao

(p) (kDa) teor total de

proteinas (%)
B-lactoglobulina 5,2 18,4 60 78
a-lactoalbumina 4,2-4,5 14,2 22 62
Albumina Bovina Sérica 4,7-4,9 66 5,5 64
Imunoglobulinas 5,5-8,3 150-960 9,1 72

T4 representa a temperatura de desnaturacao.

A B-Lactoglobulina (B-Lg) é uma proteina globular, que contém 162 residuos de
aminodacidos com um grupo tiol e duas ligagdes dissulfidicas (Damodaran, 1997). A sua
estrutura compacta tridimensional € composta de cadeias laterais de aminoacidos
hidrofébicos voltadas para o interior, enquanto cadeias laterais polares estdo voltadas
para o exterior (Bertrand & Turgeon, 2007). Ela é desnaturada termicamente quando
aquecida por 30 minutos a temperaturas superiores a 60°C. A 95°C se verifica completa
desnaturagdo, com extensa transformagdo conformacional e a exposicdo de areas
hidrofébicas e grupos nucleofilicos (-SH: e-NH*?) altamente reativos (Havea et al., 2001).
A B-Lg apresenta alta solubilidade em uma ampla faixa de pH, mas € particularmente
elevada em baixos valores de pH (>97%, pH 3,0) (Chatterton et al., 2006).

A a-Lactoalbumina (a-La) € uma proteina globular compacta que possui um
excelente perfil de aminoacidos essenciais, sendo rica em lisina, leucina, treonina,
triptofano e cistina. Ela apresenta também 4 ligagdes dissulfidicas unindo os residuos de
aminoacidos (Kinsella & Whitehead, 1989). Em temperaturas proximas a 65°C e pH 6,7 a
o-La é desnaturada, porém de 80 a 90% da desnaturacao é revertida apds o resfriamento.

Esta elevada capacidade de renaturacdo é responsavel pela alta resisténcia térmica

11



Capitulo 2. Reviséo Bibliografica

atribuida a a-La (Morr & Ha, 1993). A a-La é capaz de ligar-se a ions como calcio e zinco,
sendo que o calcio da a ela estabilidade contra a desnaturacao térmica irreversivel
(Kinsella & Whitehead, 1989).

A albumina bovina sérica (BSA) é uma proteina globular que consiste de uma
cadeia polipeptidica contendo aproximadamente 580 residuos de aminoacidos com 17
ligacbes dissulfidicas intramoleculares e um grupo tiol livre no residuo 34 (N-terminal)
(Kinsella & Whitehead, 1989). A BSA é soluvel em agua destilada a 3°C em niveis acima
de 35%, porém precipita na faixa de temperatura de 40 a 45°C. Existem evidéncias de
que entre 40 e 50°C ela se desdobra parcialmente, expondo grupos apolares na superficie
molecular, facilitando as interagdes proteina-proteina (Morr & Ha, 1993).

As imunoglobulinas (lIg) referem-se a um conjunto de glicoproteinas (Morr & Ha,
1993) que se apresentam como polimeros ou mondmeros de uma unidade bésica
composta de quatro cadeias polipeptidicas unidas através de ligagbes dissulfidicas
(Kinsella & Whitehead, 1989). Estas proteinas exibem uma maior temperatura de
desnaturagdo (desdobramento) do que a a-La e a B-Lg, mas na presenca de outras
proteinas do soro, como a -Lg e a BSA, elas sdo extremamente termolébeis, 0 que pode
ser devido a interacao entre elas via ligagdes dissulfidicas (Morr & Ha, 1993).

As proteinas do soro apresentam diferentes propriedades funcionais, como boa
solubilidade, capacidade emulsificante, espumante, gelificante, as quais dependem de
varios fatores, como: pH, tipo e concentragao de solutos idnicos, temperatura, bem como
a presenga de outros componentes, como agucares e polissacarideos (Morr & Ha, 1993).
A desnaturacao térmica é o meio mais utilizado para a ocorréncia da gelificacdo das
proteinas do soro, que € uma de suas propriedades funcionais mais importantes (Li et al.,

20086).

12
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2.2) Processo de gelificacao a frio

Uma técnica que tem sido recentemente desenvolvida para produzir ingredientes
de proteinas do soro que sejam capazes de formar géis a temperatura ambiente ou sob
resfriamento é a chamada “gelificacédo a frio”. Estes ingredientes podem ser utilizados
para produzir alimentos com diferentes texturas, aparéncias e capacidades de retencao
de agua (Bryant & McClements, 1998).

A formagao dos géis de proteinas globulares pode ser dividida em diferentes
etapas, sendo elas: desnaturagdo, agregacao e gelificacdo, sendo que no caso da
gelificagdo térmica, estas ocorrem de maneira praticamente simultdnea (Figura 2.1). Na
gelificagédo a frio, as etapas de desnaturagdo e agregacao ocorrem separadamente da
etapa de gelificacdo propriamente dita. Neste processo, primeiramente, sdo formados
agregados de proteinas soluveis desnaturadas através do aquecimento de uma solugao
de proteinas nativas em pH diferente do ponto isoelétrico, em baixa forga i6nica e com
uma concentracdao de proteinas menor do que a necessaria para a gelificacao térmica.
Nestas condigbes, ndo ocorre a gelificagdo do sistema devido ao predominio da repulsao
eletrostatica entre os agregados formados no aquecimento (Alting et al., 2003b), e mesmo
com o resfriamento da solugédo, estes agregados permanecem solUveis e nao ocorre a
formacgao de gel. A gelificacdo pode ser posteriormente induzida a temperatura ambiente
por mudancgas na qualidade do solvente (Figura 2.1), como a variagéo de pH ou adi¢cao de

sais (Alting, 2003c; Alting et al., 2000).
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Processo de gelificacao térmica

Nativo Desnaturado Agregado Rede do gel

Processo de gelificacao a frio

Figura 2.1. Esquema da conversao de proteinas nativas em uma rede protéica de acordo
com o processo de indugao térmica e/ou de gelificacéo a frio. Fonte: Alting, 2003c.

A formagdo de géis a frio abre oportunidades para as proteinas como
transportadoras de compostos nutracéuticos sensiveis e no desenvolvimento de novos
alimentos funcionais. Uma vantagem desta relacdo é a exposigcdo de varios grupos
funcionais com a desnaturagéao da proteina, podendo criar diferentes interagdes entre os
compostos nutracéuticos e as cadeias polipeptidicas, tais como (i) ligagées de hidrogénio,
(i) interacdes hidrofébicas e (iii) interagbes eletrostaticas, sendo assim interessante para
aplicacao em sistemas com liberacdo controlada (Chen et al., 2006b). As interacées
proteina-proteina e proteina-solvente séo influenciadas por fatores que afetam a
gelificacdo, bem como as propriedades dos géis. Estes fatores podem ser classificados
como intrinsecos e extrinsecos, conforme apresentado na Tabela 2.3 (Totosaus et al.,

2002).
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Tabela 2.3. Classificagao das interagdes na formagao do gel de proteina. Fonte: Totosaus
et al., 2002.

Fatores Intrinsecos Fatores Extrinsecos
Hidrofobicidade Concentracao de proteina
Interacdes eletrostaticas pH
Ligacdes dissulfeto Temperatura
Massa molecular Forga i6nica e tipo de ion
Composicao aminoacidica Pressao

A variacao dos fatores extrinsecos pode afetar o processo de formacéao do gel,
estrutura da rede, propriedades reoldgicas e a capacidade de retengado de agua do gel
formado, conforme descrito a seguir (Totosaus et al., 2002; Bryant & McClements, 1998):

Tipo e concentracao de sal: a forgca ibnica tem um efeito significativo na absorgao
de agua, inchamento e solubilidade das proteinas e na microestrutura do gel formado. A
adicao de sais mono e divalentes evita a repulsdo eletrostatica entre os filamentos
carregados eletricamente, contribuindo para a sua agregacao;

pH: a gelificacdo a frio de uma solugdo de proteina desnaturada termicamente
poderia ser induzida pela alteragéo do pH para valores em torno do ponto isoelétrico das
proteinas, causando a redugéo da repulsédo eletrostatica entre os filamentos e levando a
agregacao;

Concentracao de proteina: este € um fator importante na determinagéao do tipo
de gel e nas suas caracteristicas finais, principalmente em relacdo a textura. As
interacdes entre as macromoléculas necessarias para que ocorra a gelificagdo protéica
sao proporcionais a concentracao de proteina. Em baixas concentracdes de proteina, a
tendéncia é a formacao de uma solugao viscosa, porém com o aumento da concentragao,
a viscosidade da solucdo aumenta e acima de um determinado valor, ocorre a formacao
de gel. A concentracdo critica de proteina necessaria para a formagao de géis a frio é

menor do que a necessaria para a formacao de géis térmicos. A resisténcia a compressao
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e deformabilidade do gel formado sao altamente dependentes da concentracao de
proteina;

Temperatura: a temperatura na qual o processo de gelificacao é realizado tem
uma importante influéncia na taxa de gelificacao, nos tipos de interacao e, portanto, na
estrutura dos géis formados. Por isso acredita-se, que ela apresenta um importante papel
na determinacdo da taxa de agregacéao dos filamentos de proteina, pois com o aumento
da temperatura, os grupos hidrofébicos ficam expostos e interagem mais entre si. Apesar
disso, uma vez que os géis tenham sido formados, sua resisténcia a compressao tende a
aumentar com a diminuicao da temperatura. No processo de gelificacao a frio, a etapa de
desnaturagdo da proteina por aquecimento, é essencial para expor 0s grupos reativos,
necessarios para formagao da estrutura tridimensional do gel (Hongsprabhas & Barbut,
1998; Bryant & McClements, 1998; Alting, 2003c).

A concentracao de sal usada na gelificacao a frio € um dos principais fatores que
determinam a estrutura e organizacdo espacial dos agregados de proteina (Bryant &
McClements, 2000b). Baixas concentragdes de sal produzem géis filamentosos, enquanto
que em altas concentragdes sao formadas estruturas particuladas (Chen et al., 2006b;
Hongsprabhas & Barbut, 1997b; Barbut, 1995b; McClements & Keogh, 1995; Barbut &
Foegeding, 1993). Os filamentos sdo consequiéncia da agregacao linear das unidades
estruturais que sao mantidas por interagcdes hidrofdébicas e a forma particulada é
produzida pela agregacao aleatéria, essencialmente controlada pelas forgas de van der

Waals (Chen et al., 2006b; Remondetto & Subirade, 2003) (Figura 2.2).
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Regime de transicao
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Figura 2.2. Mecanismo de formagao de géis filamentosos e particulados de proteinas do

soro através da adicao de sais de célcio. Fonte: Maltais et al., 2008.

Alguns estudos mostram que o aumento na concentracao de sais (NaCl ou CaCl,)
para promover a formacdo do gel a frio pode causar um aumento na rigidez e na
opacidade e uma reducao na capacidade de retencao de agua (WHC) dos géis formados,
este ultimo devido ao aumento do tamanho dos poros da rede (Bryant & McClements,
1998; Ju & Kilara, 1998b; Hongsprabhas & Barbut, 1997b; Roff & Foegeding, 1996;
Barbut, 1995a,b; Barbut & Foegeding, 1993). Bryant & McClements (2000b), em estudo
sobre a influéncia do NaCl e do CaCl, na gelificagdo a frio do isolado protéico de soro
(WPI), mostraram que o aumento na concentracdo de sais, resultou em uma maior taxa
de gelificagdo, com consequente aumento da turbidez e rigidez da estrutura do gel. Os

géis com adicdo de CaCl, apresentaram-se mais rigidos que os géis com NaCl, fato
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atribuido a sua capacidade de diminuir a repulsdo eletrostatica e habilidade de formar
pontes entre os agregados de proteina com carga negativa (Vardhanabhuti et al., 2001).

Maiores temperaturas de desnaturacdo (Hongsprabhas & Barbut, 1996) e de
gelificacdo (Hongsprabhas & Barbut, 1997a), maiores tempos de aquecimento (Barbut &
Foegeding, 1993) ou aumento na concentragao de proteina da solugao inicial (Ju & Kilara,
1998a) levam a uma alteracao nas propriedades dos géis de proteinas do soro formados
a frio, sugerindo que estas também estao diretamente relacionadas as caracteristicas dos
agregados protéicos formados na etapa de aquecimento.

Ju & Kilara (1998a) estudaram o efeito do tratamento térmico em diferentes
concentracdes de WPI (1-9%) sobre o tamanho dos agregados e rigidez do gel formado.
Estes autores observaram que o aumento da concentracdo de proteina levou a um
aumento no tamanho, na quantidade de agregados e na rigidez do gel. Barbut &
Foegeding (1993), ao compararem géis térmicos com géis a frio formados pela adicao de
sais de calcio, na mesma forga ibnica, encontraram diferentes propriedades. Géis
induzidos por célcio apresentaram uma estrutura mais ordenada e menos opaca,
enquanto que os géis induzidos termicamente exibiram uma estrutura particulada e
opaca. Além disso, eles avaliaram o efeito da relagdo tempo/temperatura de desnaturagéo
e verificaram que quanto maior esta relacdo, maior € a rigidez do gel, sendo o gel a frio o
mais rigido. Hongsprabhas & Barbut (1996), ao estudarem o efeito combinado da adi¢ao
de CaCl, (10-120 mM) e da temperatura de desnaturacao (70, 80 ou 90°C) na gelificacao
a frio de WPI, observaram um aumento na opacidade do gel com o aumento na
concentracdo de sal nas trés temperaturas estudadas. Com relagdo a temperatura de
desnaturagdo, os autores verificaram que suspensdes submetidas a menores
temperaturas (70C/30 min) resultaram em géis opacos, enquanto que maiores

temperaturas (90C) formaram géis translucidos apds a adicdo de CaCl,. Além disso, os
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géis formados a partir das suspensdes aquecidas a 70C exibiram menor capacidade de
retengao de agua e rigidez quando comparados aos desnaturados a 90<C.

Hongsprabhas & Barbut (1997a) avaliaram o efeito combinado da temperatura de
gelificacao (1, 11 ou 24°C) e concentracdes de CaCl, (10-120 mM) na gelificacao a frio de
isolado protéico do soro (WPI). Baixas temperaturas de gelificagdo resultaram na
formacgao de géis translucidos. Com excec¢ao dos géis produzidos a 1°C com 10 mM, uma
menor temperatura de gelificagao, levou ao aumento da forga necessaria para fraturar os
géis. De acordo com os autores, os resultados sugeriram que as caracteristicas dos géis
podem ser modificadas ndo somente pelo controle das condi¢des utilizadas durante a
etapa de desnaturagdo da proteina (aquecimento prévio), mas também na etapa de

formacao do gel (temperatura de gelificagéo e concentracao de CaCl,), separadamente.

2.3) Interacoes entre proteinas e polissacarideos

As interacbes entre dois biopolimeros de diferente natureza podem ser do tipo
associativas ou segregativas, resultando em trés possiveis situagdes de equilibrio (Figura
2.3):

1. Incompatibilidade: ocorre a segregacao dos biopolimeros com a formagéo de
duas fases aquosas imisciveis, sendo cada uma delas rica em um dos biopolimeros;

2. Coacervacao complexa: existe atracdo entre os diferentes biopolimeros
resultando na formacao de duas fases aquosas distintas, sendo uma delas rica nos dois
biopolimeros e a outra formada predominantemente pelo solvente;

3. Miscibilidade: a interacdo entre dois biopolimeros diferentes é similar a
interacdo entre hidrocoléides de uma mesma espécie, ou seja, o sistema permanece

homogéneo, ndo existindo separagao de fases (Syrbe et al., 1998).
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Figura 2.3. Esquema de misturas de biopolimeros e tipos de intera¢des possiveis. Fonte:
Ye, 2008.

Na separacéo de fases do tipo segregativa, existe uma forte repulsdo entre dois
diferentes tipos de biopolimeros, ou seja, ha uma alta energia livre (desfavoravel) na
mistura. Esta separagao de fases ocorre quando apenas um ou ambos os biopolimeros
nao possuem carga ou no caso dos dois apresentarem a mesma carga (McClements,
2006). A incompatibilidade termodinamica entre eles pode ser influenciada por diferentes
fatores, tais como o tipo de moléculas biopoliméricas envolvidas (massa molecular,
densidade de carga, concentragdo, conformacao) e a composicdo do meio (pH e forca
ibnica) (Ye, 2008; McClements, 2006). Em relagdo a concentracdo de biopolimeros, em
altas concentragdes, o sistema apresenta uma competicdo entre as macromoléculas (Ye,
2008), que é o chamado efeito de exclusdo de volume. Este pode estar associado ao
aparecimento de interagdes repulsivas entre os biopolimeros (Tolstoguzov, 2003), visto
que o volume ocupado por uma macromolécula ndo esta acessivel para as outras.
Quanto ao pH e a forga ibnica, tem-se um aumento da auto-associagao das moléculas de

proteinas conforme o pH se aproxima do pl das proteinas, ou entdo na presenca de altas
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concentracdes de sais, resultando na incompatibilidade entre proteinas e polissacarideos
(Grinberg & Tolstoguzov, 1997). Nas maiores concentracoes de sal, existe uma
diminuicdo da solubilidade protéica (“salting out”) devido a uma competicdo entre a
proteina e os ions de sal pelas moléculas de agua, resultando na auto-associacdo das

proteinas (Cheftel et al., 1996).

2.3.1) Géis mistos

Em alimentos, as interagcbes freqientemente conduzem a formagcdo de um
complexo proteina/polissacarideo ou a incompatibilidade termodinamica (Li et al., 2006).

Quando a mistura de proteinas e polissacarideos € feita em condi¢cdes de pH
acima do ponto isoelétrico da proteina, geralmente ocorre a separacao de fases, sendo
cada fase enriquecida com um dos polimeros e o solvente dividido entre as duas fases
(Pérez et al., 2006). No entanto, quando solugdes mistas de proteinas e polissacarideos
sao aquecidas, ocorre uma competicao entre o processo de gelificacdo e a separacao de
fases. Uma vez que ocorre a gelificacdo, a estrutura basica do gel € estabelecida e a
separacao é retardada. Uma maneira de controlar esta competicao é retardar ou acelerar
a cinética de gelificacao através da modificacdo das variaveis que tém efeito sobre este
processo, como, o pH e a taxa de aquecimento. Neste caso, havera variados niveis de
competicdo entre a gelificacao e a separacao de fases, o que levara a criagcao de variadas
estruturas com diversificadas propriedades reoldgicas e estruturais (Li et al., 2006).

Muitos exemplos de géis mistos de polissacarideos/proteinas do soro, formados
termicamente, sdo encontrados na literatura. Estes exemplos citam tanto a utilizagao de
proteinas do soro comerciais (Tavares et al., 2005) como fragdes individuais, tais como a
B-Lg (Olsson et al., 2000). No entanto, até o presente momento, ndo foram encontrados
na literatura estudos sobre as interagées das proteinas do soro com a goma de linhaca.

Porém, Chen et al. (2007) estudaram os efeitos da adicdo de goma de linhaga sobre a
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temperatura de desnaturacao térmica das proteinas da carne (principalmente miosina),
textura e propriedades reoldgicas. A textura, sinerese e as caracteristicas visuais de géis
de proteinas da carne modificaram significativamente devido a adicdo de goma de linhaga
e as proteinas da carne tiveram sua temperatura de desnaturacdo aumentada na
presenca da goma (2% m/m), o que indicou a intera¢ao proteina-polissacarideo.

Em contraste ao processo de gelificagdo térmica de proteinas do soro, a
gelificagdo induzida a frio € um processo ainda pouco estudado com a adigdo de
polissacarideos. Porém, ja existem alguns trabalhos que abordam as propriedades da
gelificacdo a frio de sistemas mistos proteina/polissacarideo. Estudo realizado para
avaliar a microestrutura e propriedades reoldgicas de géis de proteinas do soro formados
a frio utilizando glucona-&-lactona (GDL) mostrou que a adicdo de polissacarideos ao
sistema protéico levou a uma modificacdo e a um aumento da complexidade da relagao
estrutura — reologia (Cavallieri, 2007). Esta relagao foi funcdo do tipo de polissacarideo
(anibénico ou neutro), sua concentracao, das condi¢des de acidificacao e do pH final. Géis
produzidos em menores taxas de acidificagdo mostraram uma estrutura mais
descontinua, mais fraca e rede menos elastica, a qual foi atribuida ao predominio da
separacao de fases devido a cinética de gelificagdo mais lenta. Em contraste, a
gelificagdo em taxas de acidificacdo maiores foi predominante, favorecendo a formagéo
de estruturas menos porosas, as quais resultaram em géis mais fortes e mais elasticos.
De Jong & Van de Velde (2007) avaliaram o efeito da adi¢cdo de diversos polissacarideos
de diferentes cargas superficiais (neutros e anidnicos) na gelificacao a frio de proteinas do
soro. Neste estudo, os sistemas foram acidificados com uma quantidade de glucona-&
lactona (GDL) necessaria para atingir o pH final fixo em 4,8 ap6s 20 horas de
armazenamento na temperatura ambiente. Segundo os autores, nas condicées de
gelificagdo empregadas, a carga dos polissacarideos foi o fator dominante na micro-

separacao de fases dos géis, e 0 segundo fator foi a polidispersdo e rigidez da cadeia
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molecular dos polissacarideos. Além disso, demonstraram que a micro-separagcao de
fases e a consequente estrutura obtida influenciaram significativamente nas propriedades
mecanicas dos sistemas mistos. O processo de gelificagdo a frio de proteinas do soro
com a adicdo de xantana induzido pela adicdo de NaCl foi estudado por Bryant &
McClements (2000a). Na presenca de sal, a xantana causou um aumento na taxa de
gelificacao, na elasticidade e na densidade Optica do sistema.

De maneira a realizar uma correlagdo quantitativa, as microestruturas podem ser
avaliadas por analise de imagem determinando-se os parametros de dimenséao fractal e
lacunaridade (Cavallieri, 2007). A analise fractal € um método analitico quantitativo para
caracterizar formas e estruturas irregulares (Mandelbrot, 1983), tipicamente encontradas
na microestrutura de géis coloidais, como os de proteinas globulares. Estes géis sao
considerados como aglomerados de particulas que apresentam um elevado grau de auto-
similaridade em uma determinada escala de observagdo, maior do que o tamanho da
particula fundamental, conforme pode ser visualizado na Figura 2.4. Em sistemas
protéicos puros, a andlise fractal tem sido bastante utilizada e explorada na literatura
(Davila & Parés, 2007; Hagiwara et al., 1998; Hagiwara et al., 1997a; Hagiwara et al.,
1997b). Com este intuito, relagées de escala foram utilizadas para a correlagao entre o
aumento exponencial da elasticidade da rede em funcao da concentracao protéica (Shih
et al., 1990; Wu & Morbidelli, 2001). No entanto, estudos da agregagéo fractal de sistemas
binarios proteina-polissacarideo ainda ndo foram encontrados. Este fato pode estar
associado a dificuldade de utilizar relacbes de escala uma vez que a adigcdo de
polissacarideos ao sistema protéico pode levar a uma alteragao significativa da rede do
gel devido a um aumento da porosidade da microestrutura como conseqiéncia dos
fendmenos simultdneos de gelificacdo e separacdo de fases durante a fase de

acidificacao (De Jong & Van de Velde, 2007; Sanchez et al., 2000).
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Figura 2.4. Representagdo esquematica da rede de um gel coloidal mostrando diferentes
niveis de estrutura em fungao da escala. O agregado primario se aglomera em conjuntos
maiores formando a rede do gel. O empacotamento destas particulas fundamentais leva a
formagdo de uma estrutura de natureza fractal (auto-similar em funcdo da escala de

observacao do sistema). Fonte: Marangoni et al., 2000.
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3.1) Material

Para a composi¢cdo dos sistemas utilizou-se isolado protéico de soro de leite
bovino (WPI) (ALACEN 895, New Zealand Milk Products, Nova Zelandia) gentilmente
cedido pelo Dr. Valdemiro Carlos Sgarbieri (DEPAN/UNICAMP). O polissacarideo (FQG) foi
extraido de sementes de linho adquiridas no comércio local (Sabor da Terra Agro
Industria Ltda, Bragancga Paulista, SP), cujas composi¢des estdo apresentadas na Tabela

3.1. Os sais de NaCl e CaCl, utilizados foram de grau analitico (Nuclear, SP).

Tabela 3.1. Composicao do isolado protéico de soro (WPI) e do polissacarideo da linhaca
(FG) em relagéo ao teor de proteina, umidade, cinzas, lipideos, carboidratos e minerais.

WPI FG
Teor de proteina (%)™ 93,14 + 0,08 (N x 6,38) 9,65+ 0,13 (N x 6,25)
Umidade (%BU)®@ 3,26 + 0,03 419+0,12
Cinzas (%)? 1,51 + 0,02 5,39 £ 0,10
Lipideos (%)® 0,55 + 0,08 0,13+ 0,02
Carboidratos (%) 0,6 £ 0,05 80,64
Na* (%)© 0,53 + 0,01 0,22 + 0,01
Ca*? (%)® 0,10 £ 0,00 0,45 + 0,02
K* (%)® 0,10 + 0,00 2,67 +0,04

™ Teor de nitrogénio determinado pelo Método de Kjeldahl (AOAC, 1997). Fator de
conversao para proteinas lacteas = 6,38 e para alimentos em geral = 6,25.

@ Determinagao por gravimetria (AOAC, 1997).

®) Determinagdo segundo o Método de Bligh & Dyer (Bligh & Dyer, 1959).

“ Teor de lactose. Determinacdo segundo o Método Fenol-Sulfirico (Hodge &
Hofreiter, 1962).

®) Determinagao por diferenca.

® Quantificacdo por Espectrometria de Absorcéo Atdmica (Instituto de Quimica —
Unicamp).
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3.2) Preparo dos sistemas
3.2.1) Extracao do polissacarideo da linhaca (FG)

A extragéo do polissacarideo da linhaga (Figura 3.1) foi realizada de acordo com
metodologia adaptada de Cui et al. (1994b). O estudo da validagao das condi¢des 6timas

de extragdo aquosa encontra-se no Anexo 1.

Sementes inteiras
| ,| Razéo agua:semente 20,0
" pH 6,570
Agua destilada
(85°C)

Homogeneizagao
mecanica (3 horas)

l

Peneiragem
(0,84 mm (20 mesh))

A 4

Extrato

}

Precipitacado
(2 volumes de etanol 95%)

}

Centrifugacao

}

Precipitado

Disperséao
em agua destilada

|

Liofilizacdo

Figura 3.1. Fluxograma de extracdo do polissacarideo da linhaga (FG).

3.2.2) Preparo das solucoes estoque dos biopolimeros
3.2.2.1) Solucao estoque de isolado protéico de soro (WPI)
A solucdo estoque de isolado protéico de soro foi preparada (10% m/m) por

dissolugéo do p6 em agua destilada deionizada (pH 6,7) sob agitagdo magnética por 90
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minutos a temperatura ambiente (25°C). A solucao foi entdo mantida durante 12 horas a

10°C para promover completa solubilizagao da proteina.

3.2.2.2) Solucao estoque de polissacarideo da linhaca (FG)

Ensaios preliminares de aquecimento (90°C/30 min) do polissacarideo da linhaga
foram realizados com o intuito de se trabalhar com a goma a quente. Porém, com o
aquecimento ela apresentou-se mais viscosa dificultando o seu manuseio, e entdo optou-
se por trabalhar com a goma a frio. A solucao estoque do polissacarideo da linhaga foi
preparada na concentracdo de 2% (m/m) em agua deionizada sob forte agitacao
mecanica por 120 minutos a temperatura ambiente (25°C). Esta solugao foi entdo mantida
a 10°C por um periodo de 12 horas para promover completa solubilizagcdo. No fluxograma
(Figura 3.2) estao apresentadas as analises que foram realizadas na solugao estoque de

FG (2% m/m) sem e com a adi¢ao de sais de célcio (u = 150).

Solugao estoque FG

| (2% m/m) Adicao direta de sais
Caracterizagao reologica /
(Viscosidade intrinseca, ensaios em
estado estacionario e oscilatério) Sistemas: (25°C)
2% (m/m) FG +
CaCl, (u = 150)

Caracterizagao reologica
(Ensaios oscilatoérios)

A 4

Figura 3.2. Representacdo esquematica das andlises realizadas com o polissacarideo da
linhaca (FG).
3.2.3) Preparo dos géis de isolado protéico de soro (WPI)

Foram realizados ensaios preliminares de preparo dos géis de WPI (3, 5 e 7%
m/m) formados a frio pela adigdo direta de sais, seguida da homogeneizagdo em agitador
magnético, porém observou-se a formagdo de pequenos grumos de proteina apos a

adicao dos sais, e em alguns casos, ocorreu até a gelificacao instantanea. Portanto,
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optou-se por realizar a gelificacdo a frio das proteinas do soro pela difusdo de sais
utilizando membranas de dialise.

A solucao estoque de WPI (10% m/m) foi previamente desnaturada (90°C/30 min)
em um béquer encamisado com circulagcdo externa de agua quente e leve agitacao
magnética e entao, foi rapidamente resfriada até temperatura ambiente (25°C) em banho
de gelo. A solucdo estoque de WPI foi entdo diluida com agua deionizada até as
concentracdes de 5, 6, 7, 8 e 9% (m/m) a 25°C e estas, foram transferidas para
membranas de didlise (Spectra/Por # 7, massa molecular de corte de 3,5 kDa, 11,5 mm
diametro, Spectropor, Los Angeles, EUA). As membranas foram mergulhadas em solugéo
salina e armazenadas a 10°C para promover a didlise por um periodo de 48 horas (Barbut
& Foegeding, 1993). Para o preparo das solucdes salinas (NaCl e CaCl,), adicionou-se os
sais em concentragdes que resultaram em sistemas com p = 150 no equilibrio (gel +
solugdo salina), sendo que as concentragdes adicionadas foram calculadas a partir da

Equacéo 1.
_1 2
n=:3c.2, (1)

onde u corresponde a forga idnica, C; é a concentragdo dos ions no sistema e Z; é
a carga dos ions. Com isso, a solugao de NaCl foi preparada em maior concentragao
(153,15 mM) do que a solugao de CaCl, (51,05 mM) para que p = 150 fosse alcangada
em todos os sistemas. A Figura 3.3 apresenta o fluxograma do método de preparo dos

géis de WPI e das analises realizadas.
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Solugao estoque WPI
(10% m/m)

)
Tratamento térmico
(90°C/30 min)

¥
Resfriamento
(25°C)

L |
Diluicao
(5,6,7,8e 9% m/m)
¥

Dialise Ll 1 =150 NaCl ou CaClj (No equilibrio)
(3,5 kDa; 11,5 mm) (10°C/48 h)
L |
*Ensaios de compressao uniaxial,
capacidade de retencdo de agua,
microscopia e determinagao de cor

* Os resultados obtidos nos ensaios de compressao uniaxial foram avaliados de acordo com o
Modelo BST e o Modelo reolégico fractal. As microscopias foram avaliadas em relagédo a dimensao
fractal (Dy) através da analise de imagem SEM.

Figura 3.3. Fluxograma do método de preparo dos géis de isolado protéico de soro (WPI).

3.2.4) Preparo dos géis bipoliméricos

Primeiramente foi realizada uma avaliagdo da interacdo entre as proteinas do soro
e o polissacarideo da linhaca sem a adigao de sais, em que observou-se uma separag¢ao
de fases visual e microscépica (Microscopia de Fluorescéncia). Em seguida, os géis
bipoliméricos foram preparados conforme descrito a seguir:
3.2.4.1) Adicao direta de sais

A solucdo estoque de FG (2% m/m) foi misturada em agitador magnético a
temperatura ambiente (25°C) durante 5 minutos juntamente com os sais (150 mM de NaCl
ou 50 mM CaCly). Em seguida, a solucdo estoque de WPI (10% m/m) desnaturada foi
adicionada lentamente e o sistema foi mantido durante 30 minutos sob agitacéo
magnética para garantir completa homogeneizagédo. Apds, as amostras foram
acondicionadas a 10°C em recipientes cilindricos de 21 mm de diametro e 21 mm de

altura por 48 horas para a formagao e estabilizacdo da rede dos géis. Foram preparados
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sistemas contendo concentracdo variada de polissacarideo (0,1; 0,3 e 0,5% m/m) e de
proteina (1 a 8% m/m) para a construgdo de um diagrama de fases visual. O diagrama foi
construido para descrever as interagbes entre cada par de biopolimeros, sendo que foi
possivel observar os seguintes comportamentos: regido monofésica gelificada, regido
monofasica com gel ndo auto-sustentavel (ndo manteve a forma quando removido dos
recipientes cilindricos), regidao monofasica nao gelificada (liquida), regidao de 2 fases com
gel ndo auto-sustentavel e regiao de 2 fases nao gelificada.

A partir do diagrama de fases, foram determinadas as concentragbes de
biopolimeros a serem utilizadas nos ensaios de gelificacdo bipolimérica com adigcéao direta
de sais e através da difusdo de sais em membranas de didlise. A gelificagao a frio através
da adicao direta de sais foi realizada em diferentes concentracdes de polissacarideo (0,1;
0,3 e 0,5% m/m) e fixa de proteina (8% m/m), sendo que o procedimento de preparo dos

géis foi 0 mesmo descrito acima para a construcao do diagrama de fases.

3.2.4.2) Membranas de dialise

A solugao estoque de WPI (10% m/m) desnaturada termicamente foi adicionada a
solucao estoque de FG (2% m/m), ambos nas quantidades determinadas para obter-se as
concentracdes finais desejadas. O sistema foi mantido sob agitagdo magnética a 25°C
durante 30 minutos para garantir completa homogeneizacdo. Em seguida, as solucdes
foram transferidas para membranas de didlise e realizou-se 0 mesmo procedimento
descrito no item 3.2.3. Foram preparados sistemas contendo diferentes concentracdes de
polissacarideo (0,1; 0,3 e 0,5% m/m) e fixa de proteina (8% m/m).

Os géis bipoliméricos foram preparados por rapida (adi¢cao direta) ou lenta (dialise)
difusdo dos sais, conforme descrito nos fluxogramas mostrados na Figura 3.4 (A e B,

respectivamente), juntamente com as analises realizadas nos géis.

31



Capitulo 3. Material e Métodos

Solugao estoque WPI (A)
(10% m/m)

y

Tratamento térmico
(90°C/30 min)

¥
Resfriamento Solugao estoque FG (2% m/m) +
(25°C) NaCl ou CaCl, (u = 150) (25°C)
N L

Sistemas:

8% (m/m) WPI
0,1;0,3 € 0,5% (m/m) FG
v
Agitacao
(25°C/30 min)

¥
Recipientes
cilindricos (102C/48 h)
¥

Ensaios de compressao uniaxial

Solugao estoque WPI (B)
(10% m/m)
¥

Tratamento térmico
(90°C/30 min)

v
Resfriamento Solugéo estoque FG
(259C) (2% m/m) (25°C)
N L

Sistemas:

8% (m/m) WPI
0,1;0,3 € 0,5% (m/m) FG
¥
Agitacao
(25°C/30 min)
2

Dialise ] =150 NaCl ou CaCl, (No equilibrio)
(3,5kDa; 11,5 mm) (10°C/48 h)
1
*Ensaios de compressao uniaxial,
capacidade de retengéo de agua e
microscopia

* As microscopias foram avaliadas em relagdo a dimenséo fractal (D;) através da analise de
imagem SEM.

Figura 3.4. Fluxograma do método de preparo dos géis bipoliméricos (WPl — FG) através
da adicédo direta de sais (A) e da difusdo de sais utilizando membranas de dialise (B).
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3.3) Andlises
3.3.1) Analises reoldgicas
3.3.1.1) Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos géis obtidos foram avaliadas através de ensaios
de compressao uniaxial até a deformacao de 80% de sua altura inicial, sob velocidade de
compressdo de 1 mm/s. Foi utilizado um texturébmetro TA-XT-Plus Texture Analyzer
(Stable Microsystems Ltd., Surrey, Inglaterra) equipado com uma célula de carga de 25
kg.

Nos ensaios foram utilizadas placas cilindricas de acrilico com 40 mm de diametro
(géis em membranas de didlise) e 60 mm de diametro (géis em recipientes cilindricos),
lubrificadas com 6leo de silicone de baixa viscosidade de forma a evitar o atrito entre a
geometria e a amostra (Lau et al., 2000; Rao, 1992). Os dados de for¢a e altura obtidos
foram convertidos em tenséo (oy) e deformagéao (e4) de Hencky, conforme as Equacdes 2

e 3, respectivamente (Steffe, 1996).

7, =F<t>[ gm @)
— 1l H®O
Ey = ln{ i, } (3)

onde F(t) é a forca [N], Ay [m?] e Ho [m] sdo, respectivamente, a area e a altura
iniciais da amostra e H(t) é a altura do material no tempo t.

O ponto de ruptura foi considerado como o primeiro pico maximo da curva tensao
versus deformagédo. O médulo de elasticidade (E) foi determinado a partir da tangente da
regiao linear inicial (Equacgéo 4) da curva tensao-deformacao.

_doy
de,

£=0 (4)
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As propriedades mecanicas foram avaliadas em onze replicatas para os géis em

membranas de didlise e seis replicatas para os géis em recipientes cilindricos.

3.3.1.1.1) Modelo BST

Os dados de tensdo versus deformagao foram avaliados através do ajuste dos
dados experimentais até o ponto de ruptura utilizando o modelo de Blatz et al. (1974)
(Equacédo 5). Este modelo correlaciona a tensdo e a deformagéao radial (Equagéo 6) na

regido que ocorre o desvio do comportamento ideal Hookeano (Figura 3.5).

2E
O-BST = sf;T (A” _A_2,7) (5)
RO

onde A é a deformacao radial (adimensional), R, € o raio inicial da amostra (m), R;
€ a deformacéao radial (m) em t, ogst € a tensdo, E € o modulo de elasticidade (Pa) e
n (adimensional) esta associado a deformacao sendo uma medida empirica do desvio do
comportamento ideal (em n = 2, a equagao representa 0 comportamento elastico ideal).
Materiais com comportamento “strain-hardening” e “strain-weakening” possuem n > 2 e
n < 2, respectivamente.

Para o ajuste matematico néo linear foi utilizado o modelo de regressdo dos

minimos quadrados.
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;
}

H,

Figura 3.5. Representacao esquematica da deformagéao normal (H) e radial (R;) de uma
amostra sob compressdo uniaxial. A linha continua representa a amostra antes da
compressao e a linha tracejada representa a amostra comprimida em um determinado

tempo. Fonte: Valim et al., “in press”.

3.3.1.1.2) Modelo reoldgico fractal
Foi utilizado o modelo de escala de Wu & Morbidelli (2001), o qual relaciona os

parametros da estrutura microscopica (flocos fractais) de géis coloidais com suas
propriedades elasticas macroscopicas. Segundo este modelo, a elasticidade dos géis (E)
e seu limite de linearidade (yo) sdo descritos em funcdo da concentracdo das particulas
(), conforme uma equagao do tipo lei de poténcia descrita nas Equagbes 7 e 8. Valores
de y, foram considerados como a deformagéo na qual os dados de tensdo mostraram um

desvio de 10% ou 20% em relagao a parte linear (E), conforme descrito na Equacéo 12.

Ea¢” (7)
Voa ¢° (8)
Sendo:
__ B
AB&-0) o
_ (-5
Y "o
B=1+@2+x)(1-a) (11)
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U—I;E =0,10u 0,2 (12)

A dimensao fractal do gel é denominada Dy, sendo que o parametro x representa a
dimenséo fractal da cadeia principal ou irregularidade da rede, e seu valor normalmente
varia de 1 a 1,3 para géis coloidais. O parametro a, que € compreendido entre 0 e 1,
descreve os trés possiveis regimes de gelificacdo: ligacdo forte (a = 0) (ligagdes
interfloculares sdo mais fortes que as intrafloculares, sendo a elasticidade do gel definida
pelas ligacbes intrafloculares), ligacao fraca (a = 1) (flocos fractais sdo mais rigidos do
que as ligagdes interfloculares, sendo a elasticidade entdo definida pelas ligagdes mais
fracas) e géis de transicao (0 < a < 1) (ligacdes inter e intrafloculares contribuem para a

elasticidade do gel).

3.3.1.2) Ensaios oscilatdrios e em estado estacionario

Ensaios reolégicos em estado estacionario e dindmico foram realizados em um
redmetro de tensdo controlada Carri-Med CSL? 500 (TA Instruments, Inglaterra) com
geometria cone-placa de ago inoxidavel de 60 mm de didmetro. Para os ensaios
oscilatoérios, colocou-se uma fina camada de 6leo de silicone de baixa viscosidade ao
redor da amostra para evitar a evaporagao, principalmente nos ensaios de varredura de

temperatura. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

3.3.1.2.1) Curvas de escoamento

As curvas de escoamento foram determinadas em um intervalo de taxa de
deformacao entre 0 e aproximadamente 300 s™' na temperatura fixa de 10°C, utilizando o
médulo de deformacdo controlada. Trés rampas continuas de escoamento foram
efetuadas para a verificagdo da existéncia de dependéncia com o tempo: a primeira

rampa com tensao crescente (de 0 a uma tensao equivalente a taxa de deformagéo de
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300 s) (Subida 1), seguida por uma rampa decrescente (Descida) e, posteriormente, por
uma nova rampa crescente de tensdo (Subida 2). Os parametros avaliados foram os
parametros de ajuste de uma equacgéao do tipo Lei da Poténcia (Equacgéo 13) e o valor de
viscosidade aparente a uma taxa de deformagéao arbitrariamente definida no valor de 100

s

7" k'(y j (13)

onde yé a taxa de deformacgéao, n é o indice de comportamento e k é o indice de

consisténcia.

3.3.1.2.2) Ensaios oscilatorios

Varreduras de tensao foram inicialmente realizadas a 10°C e a uma freqiéncia
constante de 1 Hz para determinar o intervalo de viscoelasticidade linear. Dentro do
intervalo linear, foram realizados 2 tipos de ensaios, sendo eles:

1) Varreduras de temperatura: amostras foram colocadas no equipamento a 10°C
e realizou-se uma varredura de temperatura de 10 a 90°C a uma taxa de aquecimento de
1°C/min e em seguida, uma varredura de temperatura de 90 a 10°C, também com a taxa
de 1°C/min. Nos ensaios utilizou-se frequiéncia de 1 Hz e tenséo de 0,5 Pa.

2) Varreduras de frequéncia foram realizadas de 1 a 10 Hz, a 10°C e uma tensao

constante de 0,5 Pa.

3.3.1.3) Viscosidade intrinseca
A viscosidade intrinseca [n] de solugdes de polissacarideo da linhaga (FG) foi
avaliada utilizando um viscosimetro capilar Cannon-Fenske 100 (Cannon Instrument Co.,

EUA). As medidas foram realizadas na faixa de concentracao de 0,004 a 0,05% (m/v). O
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viscosimetro foi imerso em um banho de agua mantido a 10 * 0,5°C. Valores de
viscosidade foram baseados em trés leituras dos tempos de escoamento das solucdes de
FG. Corridas com solvente (dgua e solugdes de CaCl, e NaCl, nas concentragbes de 50
mM e 150 mM, respectivamente, correspondendo a uma p = 150) foram realizadas
freqUentemente para calibrar o instrumento.

A viscosidade relativa de uma dada solucéo n, (definida como a razdo entre as
viscosidades da solucdo e do solvente) foi determinada e convertida em viscosidade

especifica (nesp) usando a Equacéo 14.
Mesp =Mrar ~ 1 (14)

Quando a concentracédo da solugéo se aproxima de zero, a viscosidade reduzida
(Nesp/C) se aproxima da viscosidade intrinseca, a qual € uma medida indireta do volume
hidrodindmico do polissacarideo. A viscosidade reduzida foi graficada em relacdo a
concentracdo, e a viscosidade intrinseca foi determinada pela extrapolacdo da reta na
concentracdo igual a zero, pois segundo a teoria de Huggins, a baixas concentragdes vale
a relacao apresentada na Equacao 15.

2
Jep _|Tem | 4 [T | ¢ (15)
c ¢ C

Cc=0

onde nesp (adimensional) é calculada pela Equagéo 14 e Ky é o coeficiente de

Huggins ou coeficiente de interacdo (adimensional) (Freitas, 2002).

3.3.1.3.1) Estimativa da massa molecular
A viscosidade intrinseca [n] de um polimero em um dado solvente aumenta com a
massa molecular. Essa relagdo constitui a base do método viscosimétrico para a

avaliagdo da massa molecular de um polimero. Entdo, utilizou-se a Equagéo de Mark-
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Houwink-Sakurada (Equacéao 16) (Beer et al., 1999) para determinar a massa molecular

média da FG.

_ a
7]=Km,) (16)
onde M, é a massa molecular viscosimétrica média e K e a sdo constantes
viscosimétricas que variam em funcdo da natureza do solvente, da temperatura e da

estrutura quimica do polimero.

3.3.2) Microscopia eletronica de varredura (SEM)

Os géis (preparados conforme descrito nos itens 3.2.3 e 3.2.4) foram cortados em
pedacos de dimensdes 10 mm x 3 mm x 1 mm e fixados em glutaraldeido (2,5% v/v) em
tampao cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) durante 12 horas. Em seguida, as amostras
foram enxaguadas duas vezes com tampéao cacodilato, fraturadas em nitrogénio liquido e
fixadas em tetréxido de ésmio 1% em tampao cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) durante
2 horas. Ap6s duas lavagens com agua deionizada, os géis fraturados foram entédo
desidratados com solugdes de etanol (30, 50, 70 e 90% v/v), sendo realizado por ultimo
trés lavagens com etanol 100% v/v. De forma a se evitar danos a estrutura durante a
secagem, as amostras foram secas no ponto critico do CO, (Critical Point Dryer CPD03
Balzers, Alzenau, Alemanha) e posteriormente, montadas em bases de aluminio (stubs) e
cobertas com ouro em um Sputter Coater SCD 050-Balzers (Alzenau, Alemanha). Por fim,
as amostras foram observadas em um microscépio JEOL JSM 5800 LV (Tokyo, Japao)
(Laboratério de Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia da Unicamp) operado a 10
kV. Foram feitas dez imagens da estrutura dos géis puros de WPI e cinco imagens da

estrutura dos géis WPI — FG, em magnitude de 500 x.
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3.3.2.1) Avaliacao da dimensao fractal (D) por analise de imagem SEM

As imagens microscopicas foram analisadas com o software ImagedJ v1.36b
(Rasband, 2008) e o plug in FracLac v2.4d ImagedJ (Karperien, 2008). Micrografias foram
transformadas de imagens RGB 16-bits para imagens em escala de cinza de 8-bits, com
dimensao de 640-480 pixels. Os pixels referentes a estrutura continua foram entao
marcados (“threshold”). O nivel de escala de cinza usado para o “threshold” foi a mediana
da distribuicdo de escala de cinza do histograma de cada imagem (Pugnaloni et al, 2005).
Os valores de Ds que representam os agregados de cada estrutura foram calculados
utilizando o método de contagem de caixas (Box counting method) (Kaye, 1989). A base
do método de contagem de caixas consistiu em colocar varias grades sobre a imagem e
reduzir constantemente o tamanho da grade. Para cada tamanho de grade foi contado o
numero de caixas contendo pixels referentes a estrutura (“foreground” pixels). A Dy foi

baseada no calculo da regra de escala, dado pela Equacao 17.

_logN,
loge

D= (17)

onde Ne é o numero de caixas em uma certa escala contendo parte da imagem
(“foreground” pixels) e € a escala correspondente (em pixels). Como a determinagao da Dy
pela analise de imagens € baseada em um espaco bidimensional, € necessario adicionar
uma dimensao ao valor calculado D para representar a verdadeira estrutura tridimensional
do gel, conforme Equacao 18.

Di=D +1 (18)

3.3.3) Microscopia de fluorescéncia
A microscopia de fluorescéncia foi utilizada para analisar a estrutura de solugdes
mistas de proteinas do soro (WPI) e polissacarideo da linhaca (FG). Para essa analise, o

corante Rodamina B (10 pyL de uma solu¢cdo 1 mg/mL) foi adicionado as amostras de
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maneira a marcar as moléculas de proteinas presentes. As solugées mistas foram entao
colocadas em laminas, cobertas com laminulas e observadas em um microscopio de
fluorescéncia Leica DMI 4000B (Leica, Alemanha), utilizando-se lentes com aumento de

100 x (Perrechil, 2008).

3.3.4) Capacidade de retencao de agua (WHC)

A capacidade de retengao de agua dos géis foi determinada ap6s 48 horas a 10°C.
Os géis (preparados conforme descrito nos itens 3.2.3 e 3.2.4) foram cortados em
pedacos de aproximadamente 1 g utilizando uma lamina afiada e em seguida, foram
envolvidos em papel de seda e papel de filtro antes de serem colocadas em tubos de
centrifuga de capacidade de 50 mL. As amostras foram entao, centrifugadas a 10°C e 124
g durante 5 minutos em uma centrifuga modelo Allegra 25 — R (Beckman Coulter,
Alemanha) com rotor A—10.

A quantidade de agua liberada dos géis foi quantificada gravimetricamente e a
WHC calculada de acordo com a Equagao 19, sendo expressa em porcentagem de agua
retida.

WHC =100 x| 1 | 98%nernia (8) 19)
aguagel(g)

onde aguajnerada © @ quantidade de agua retida no papel de seda e de filtro e a
aguage € a quantidade inicial de 4gua na amostra. Foram realizadas sete replicatas de

cada amostra.

3.3.5) Determinacao de cor
A analise de cor dos géis (preparados conforme descrito nos itens 3.2.3 e 3.2.4) foi

realizada em espectrofotometro de bancada Ultra Scan VIS (HunterLab, EUA)
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(Laboratério de Engenharia de Processos, DEA, FEA, UNICAMP), previamente calibrado
no modulo de reflectancia especular excluida (RSEX), utilizando uma fonte de iluminagao
D65, angulo de detecgdo de 10° e escala CIELAB (L*, a*, b*). Medi¢cdes de coloragao
foram expressas em termos da luminosidade L* (L*=0 preto e L*=100 branco) e da
cromaticidade definida por a* (+a* = vermelho e -a* = verde) e b* (+b* = amarelo e -b* =
azul) (Ju & Kilara, 1998b). Os géis foram cortados (1,5 cm comprimento) e posicionados
no orificio do equipamento para a realizagdo das leituras. Foram realizadas seis

repeticbes em cada amostra.

3.3.6) Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados obtidos foi realizada através da andlise de
variancia (ANOVA) e as diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos foram
avaliadas pelo Teste de Tukey utilizando o programa STATISTICA 6.0 (Statisoft Inc.,

Tulsa, EUA).
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CAPITULO 4. Resultados e Discussao
Parte 1. Caracterizacao do polissacarideo extraido das sementes de

linho
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4.1) Ensaios reoldgicos em cisalhamento

4.1.1) Curvas de escoamento

A Figura 4.1 (A, B e C) apresenta

estacionario da solucao de polissacarideo da

sais.
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Figura 4.1. Curvas de escoamento (A, B) e viscosidade aparente (C) da solugao de FG
(2% m/m) sem a adicao de sais a 10°C (A) e a 25°C (B). (A) 10°C e (A) 25°C.

A partir da Figura 4.1 (A e B), observa-se uma variagdo do comportamento

reolégico entre o ciclo ascendente e descendente de taxa de deformacao, apresentando

um comportamento levemente tixotrépico. Com relagdo ao segundo ciclo ascendente de

taxa de deformacao, observa-se um comportamento de fluido pseudoplastico, visto que a

viscosidade aparente diminuiu com o aumento da taxa de deformacao aplicada (Figura

4.1C). As causas mais comuns desse comportamento em suspensdes coloidais sao a

ruptura de agregados de particulas e a orientacdo de particulas assimétricas provocadas
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pelo aumento da taxa de deformagcdo. O comportamento observado foi semelhante ao
encontrado por Wang et al. (2008) e Mazza & Biliaderis (1989). Segundo Mazza &
Biliaderis (1989), em concentracdes entre 0,05 e 0,2% (m/v), as curvas de escoamento do
polissacarideo da linhaca (pH 6,5 e 25°C) apresentaram comportamento Newtoniano,
enquanto que em concentragées acima de 0,2% (m/v), as solu¢gbes mostraram
comportamento pseudoplastico, o que é tipico de solugbes poliméricas. Cui et al. (1994b),
ao estudarem as propriedades reoldgicas do polissacarideo da linhaga, encontraram nas
condi¢cdes 6timas de extracao (temperatura 85-90°C, pH 6,5-7,0 e razdo agua:semente de
13,0) um comportamento pseudoplastico nas trés concentragbes estudadas, 5, 10 e 20
g/kg. Cui et al. (1994a) encontraram um comportamento pseudoplastico para o
polissacarideo da linhaca em concentragdes acima de 1,0% em um intervalo de taxa de
deformagao entre 0,1 e 1000 s na temperatura fixa de 25°C. Nas concentracées de 0,3 e
0,5%, observaram um comportamento levemente pseudoplastico na regidao de alta
deformagéo.

As curvas de escoamento foram ajustadas utilizando-se o modelo Lei da Poténcia
(Equacdo 13) e os valores de viscosidade aparente a 100 s foram calculados (Tabela
4.1). A viscosidade nesta taxa de deformagéo foi escolhida arbitrariamente, dado que se
correlaciona com alguns processos que ocorrem na producdo de alimentos como,

escoamento em tubulagdo, agitagdo ou mastigagao de um alimento (Steffe, 1996).

Tabela 4.1. Efeito da temperatura do ensaio no indice de consisténcia (k), indice de
comportamento (n) e viscosidade (N0 a 100 s da solucdo de FG (2% m/m) sem a

adicao de sais.

k (Pa.s") n N100 (Pa.s)
102C 9,632 0,432 0,702
25°C 3,83° 0,49° 0,37°

Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05).

45



Capitulo 4. Resultados e Discussao

A partir da Tabela 4.1, pode-se observar que o indice de comportamento (n)
aumentou (p<0,05) com o aumento da temperatura da solugcdo de polissacarideo da
linhaca, enquanto que os valores de viscosidade a 100 s e de indice de consisténcia (k)
diminuiram (p<0,05). Fedeniuk & Biliaderis (1994) encontraram resultados semelhantes
para a fragdo neutra do polissacarideo da linhaga (1,5% m/m) a 25°C, sendo n = 0,53 e k
= 3,19 Pa.s". Uma diminuicdo no indice de consisténcia (k) com o aumento da
temperatura para uma solugdo mista de polissacarideo da linhaga e amido de milho

também foi observado (Wang et al., 2008).

4.1.2) Ensaios oscilatérios

Primeiramente, foram realizadas varreduras de tensdo a 10°C e a uma frequéncia
constante de 1 Hz para determinar o intervalo de viscoelasticidade linear, dentro do qual
foram realizados os demais ensaios oscilatorios. Na Figura 4.2 esta apresentada uma
varredura de freqiéncia da solucao de polissacarideo da linhagca (FG) (2% m/m) sem a

adicao de sais.
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Figura 4.2. Variacdo do modulo elastico (G’) (0) e do modulo viscoso (G”) (¢) com a

freqUéncia da solugéo de FG (2% m/m) sem a adigao de sais a 10°C e tensdo de 0,5 Pa.
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Analisando-se a Figura 4.2, observa-se que a solucao de polissacarideo da linhaca
(2% m/m) apresentou comportamento de gel fraco, pois mostrou G’ maior do que G”, mas
G’ e G” mostraram forte dependéncia em relacdo a frequéncia. Tal resultado foi
semelhante aos encontrados por Cui et al. (1994a,b) a 25°C, nesta mesma concentracao
de polissacarideo e por Wang et al. (2008) a 25°C, na concentragao de 0,5% (m/m).

A Tabela 4.2 apresenta os valores dos modulos elastico (G’) e viscoso (G”) no
inicio e no final de cada etapa do ensaio de varredura de temperatura para as amostras

de FG (2% m/m) sem e com a adi¢ao de sais de célcio (1 = 150).

Tabela 4.2. Valores dos modulos elastico (G’) e viscoso (G”) das amostras de FG (2%
m/m) sem e com a adigdo de sais de calcio (L = 150) em cada etapa do ensaio de

varredura de temperatura.

Modulo Elastico (Pa)

Aquecimento Resfriamento
10°C 90°C 10°C 90°C
Sem sal 18,5 3,0 32,6 3,1
CaCl, 11,6 0,8 26,1 1,3
Modulo Viscoso (Pa)
Aquecimento Resfriamento
10°C 90°C 10°C 90°C
Sem sal 15,4 2,8 16,7 2,7
CaCl, 10,7 1,1 11,6 1,3

As Figuras 4.3 e 4.4 mostram como os valores de G’ e G” variaram com a
temperatura no aguecimento e no resfriamento, respectivamente, utilizando freqiéncia de

1 Hz e tensdo de 0,5 Pa.
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Analisando a Tabela 4.2 e a Figura 4.3, observa-se que, durante o aquecimento, a
amostra sem a adicdo de sais apresentou carater elastico e viscoso um pouco mais
pronunciado que o sistema com a adicdo de CaCl, (u = 150). Chen et al. (2006a)
avaliaram o efeito da adicao de sais (NaCl ou CaCl,) sobre a forca do gel de goma de
linhaga através de ensaios de compressao e encontraram que a adicao de NaCl a géis de
FG (2% m/m) resultou na reducgéo da forga do gel, enquanto que a adicdo de pequenas
quantidades de CaCl, (até 0,3% m/m) levou a um aumento da mesma. Segundo 0s
autores, quando pequenas quantidades de CaCl, sdo adicionadas a solugdo, o calcio
induz a ligagdo entre as moléculas de polissacarideo estimulando a formagéo de redes
tridimensionais, o que € comumente observado para a pectina. Porém, um efeito de
repulsdo eletrostatica predominante foi observado quando adicionadas grandes
quantidades de CaCl, e, por isso, a formacao da rede tridimensional foi inibida e a forga
do gel diminuiu. Estes resultados foram semelhantes ao encontrado neste trabalho
através de ensaios em cisalhamento, ambos a baixas deformacgdes, sendo que a
concentracao salina utilizada foi superior (1 = 150) a utilizada pelos autores quando
observaram aumento na for¢ca do gel com a adigdo de CaCl, (abaixo de 0,3% (m/m), que
equivale a p = 81).

A 10°C todas as amostras possuiam G’ maior que G”, ou seja, suas caracteristicas
reoldgicas eram tipicas de gel e a 90°C, a amostra com adigao de sais de calcio (1 = 150)
apresentou médulo viscoso maior que o mddulo elastico, indicando carater liquido,
enquanto que a sem adigao de sais apresentou G’ um pouco maior que G” (Tabela 4.2).
De acordo com estes resultados, pode-se dizer que o polissacarideo apresentou-se como
um gel termorreversivel, o qual dissolveu no aquecimento e gelificou no resfriamento, o

que é similar ao encontrado por Chen et al. (2006a).
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A Tabela 4.3 apresenta os valores de cruze de G’ com G” para os diferentes
sistemas estudados em cada etapa dos ensaios. Reologicamente, a interse¢éo de G’ e G”
€ conhecida como um dos critérios para a definicdo do ponto de gel (Chen et al., 2006a).
Em uma varredura de temperatura em que a freqiiéncia € constante, o cruze desses dois
parametros pode ser interpretado como a mudanga da caracteristica viscoelastica

predominante da amostra.

Tabela 4.3. Temperaturas (°C) de cruze de G’ e G” das amostras de FG (2% m/m) sem e

com a adigao de sais de calcio (n = 150) em cada etapa do ensaio.

Temperaturas (2C) de cruze de G’ e G”

Aquecimento Resfriamento
Sem sal 38,5 67,6
CaCl, 29,6 73,2

O ponto de cruze de G’ e G” durante o resfriamento ocorreu primeiro para a
amostra com adicdo de sais de calcio, seguido pela amostra sem a adicdo de sais,
indicando que nesta temperatura a caracteristica reoldgica das amostras passou de
predominantemente viscosa para predominantemente elastica. Segundo Chen et al.
(2006a), iniciando-se o resfriamento de uma solucao de FG (1% m/m) sem adicao de sais
em 90°C, obteve-se o ponto de cruze de G’ e G” (temperatura de gelificagdo) em uma
temperatura de aproximadamente 66,6°C, o que esta de acordo com o encontrado neste
trabalho.

As temperaturas de cruze de G’ e G” foram menores no aquecimento que no
resfriamento (Tabela 4.3). No aquecimento, a amostra sem adicdo de sais exibiu
propriedades de um gel fraco em temperaturas menores que 38°C, o que também esta de

acordo com o encontrado por Chen et al. (2006a).
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4.2) Viscosidade intrinseca

A viscosidade intrinseca, medida indireta da massa molecular e extensado da
cadeia, foi determinada para cada amostra usando a expressdao empirica de Huggins
(Equagéo 15). Os valores de viscosidade intrinseca foram obtidos através dos graficos de
viscosidade reduzida (nes,/C) em relag@o a concentragdo de polissacarideo, extrapolando
a reta obtida para concentracao de polissacarideo igual a zero. Na Figura 4.5 (A, B e C)
sao exibidos ajustes da Equacao de Huggins aos pontos experimentais de polissacarideo
da linhaga (FG) dissolvido em agua, solugao de NaCl (150 mM) e solugéo de CaCl, (50
mM), respectivamente. A tangente das curvas de viscosidade reduzida versus
concentracdo é igual a Ky, que € uma medida da interagcdo polimero-polimero em
concentracao diluida e também pode fornecer informacgdes sobre a qualidade do solvente.
Em “bons solventes”, o contato solvente-polimero é preferido e isto minimiza interagdes
entre polimeros. No caso de “solventes pobres”, as moléculas de polimero tém uma
afinidade relativamente baixa com o solvente e tendem a se aderir aos segmentos de
polimeros das moléculas vizinhas (Lapasin & Pricl, 1995). Esta analise € normalmente
restrita a baixas concentracbes devido a dificuldade de definir as interacdes cadeia-cadeia

a altas concentracoes.
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Na aplicacdo da Equacao de Huggins foi utilizado o intervalo de concentragéo de
0,004 a 0,05% (m/v). Na Tabela 4.4 estdo apresentados os valores de viscosidade

intrinseca [n] e Ky da FG em diferentes solventes.

Tabela 4.4. Valores de viscosidade intrinseca [n] da FG disperso em diferentes solventes
a 10°C.

Amostras Kn [n] (mL/g) R’
Agua 0,08 £ 0,01 3863,80 + 34,16 0,999
NaCl 150 mM 0,79+0,17 635,06 + 33,94 0,991
CaCl, 50 mM 1,83+ 0,11 485,58 + 25,26 0,995

Observa-se que os valores de [n] em agua deionizada sao bem superiores aos
valores em solugdes de CaCl, (50 mM) e de NaCl (150 mM) pelo fato de que na agua as
macromoléculas do polimero estao dispersas, enquanto que na presenga de sais, 0s seus
grupos carregados negativamente acabam ligando-se aos ions salinos, tornando as
cadeias mais compactas e diminuindo a [n]. Tendo o polissacarideo da linhaga uma
fracdo acida em sua estrutura, espera-se que exista um efeito de polieletrélito. A
viscosidade intrinseca de polieletrélitos normalmente decresce com o aumento da forga
ibnica, devido a redugao de repulsdes eletrostaticas intra e intermoleculares, o que
permite a contragdo das moléculas para a forma menos expandida (Goh et al., 2006).

Cui & Mazza (1996), avaliando a viscosidade intrinseca do polissacarideo extraido
de quatro diferentes cultivares de linhaga, encontraram resultados semelhantes ao deste
trabalho, que variaram de 434 a 658 mL/g em solugédo de NaCl (1 M). Goh et al. (2006)
encontraram uma [n] de 1030 + 20 mL/g em agua deionizada a 20°C. Segundo os
autores, a viscosidade intrinseca foi influenciada pela fragédo de alta massa molecular do
polissacarideo apesar dela estar presente em menor quantidade. Para comparagdo com

outros valores da literatura, eles determinaram a [n] do polissacarideo da linhagca em 1 M
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de NaCl, sendo ela de aproximadamente 345 mL/g. Fedeniuk & Biliaderis (1994)
encontraram uma viscosidade intrinseca em 0,2 M de NaCl de 660 mL/g para a fragao
neutra do polissacarideo da linhaga e de 460 mL/g para a porcao acida a 25°C, resultado
este semelhante ao encontrado no presente trabalho. A diferenca entre os resultados
obtidos e os apresentados pela literatura pode ser uma conseqiéncia da variagdo na
composicao do polissacarideo que € influenciada pelas condi¢des climaticas onde a safra
da linhaga foi cultivada (Goh et al., 2006) e pelas condi¢cdes de extragao.

De maneira geral, a medida que aumenta a viscosidade intrinseca (maior
expansao da cadeia polimérica) o coeficiente de Huggins diminui (Tabela 4.4), e quanto
menor o valor desse coeficiente, menos intera¢des polimero-polimero existem no sistema.
Portanto, analisando-se os resultados obtidos pode-se dizer que, entre os solventes
estudados, a agua foi quem apresentou-se como o melhor solvente, visto que o Ky obtido
foi bastante baixo (0,08), indicando que houve grande interagéo solvente-polimero devido
a dispersdo das macromoléculas do polimero em agua. Quando a FG esteve dispersa em
solugédo salina de CaCl, ela apresentou maior valor de Ky (1,83) em relagado ao seu valor
quando dispersa em NaCl, caracterizando a solugao de calcio como um “solvente pobre”.
Acredita-se que este resultado é devido a capacidade dos cations divalentes em realizar
ligacbes cruzadas entre os grupos carregados negativamente dos polimeros, facilitando
as interagdes polimero-polimero e diminuindo as ligagdes solvente-polimero.

A goma da linhagca é composta de dois polissacarideos: uma fragdo neutra
(arabinoxilana) e uma acida, semelhante ao da pectina (Cui & Mazza, 1996). Para
determinar a massa molecular do polissacarideo da linhaga, a partir da Equagao de Mark-
Houwink-Sakurada (Equacdo 16), optou-se por utilizar as constantes K e a da pectina
para o calculo, sendo elas 0,0436 e 0,78, respectivamente (Diaz-Rojas et al., 2004).
Sendo assim, a massa molecular média estimada por viscosimetria foi de 2,2.10°> Da em

solucdo de NaCl (150 mM) e de 1,5.10° Da em solugdo de CaCl, (50 mM). Warrand et al.
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(2003), utilizando cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC) acoplada a um
“multiangle laser light scattering” (MALLS), sendo esta ultima, uma técnica de medida
baseada no espalhamento de luz incidente sobre a amostra, determinaram que a fragao
neutra do polissacarideo ([(75%) é uma arabinoxilana (M,, = 1,16.10° Da) e que a fragao
acida consiste em duas fragbes de ramnogalacturonana, semelhante a pectina (3,75%,
M, = 6,5.10° Da e 21,25%, 1,7.10* Da). Warrand et al. (2005) determinaram também a
massa molecular das trés principais subfracées de polimeros da fragcdo neutra do
polissacarideo, sendo a menor parte (11,1%) com a maior massa molecular (5,7.10° Da) e
as outras duas tiveram menor massa molecular (42,3%, M,, = 9,3.10° Da e 45,3%, M,, =
3,2.10° Da). Segundo os autores, estes resultados reforcam a existéncia de trés
arabinoxilanas na fracdo neutra do polissacarideo da linhagca. Com isso, pode-se dizer
que os valores de massa molecular média estimados por viscosimetria estdo de acordo
com o encontrado nestes trabalhos, apesar de ndo terem sido determinados para cada
fracdo do polissacarideo e utilizando técnicas mais adequadas para a identificacdo dos

compostos e medida da massa molecular.
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CAPITULO 4. Resultados e Discussao
Parte 2. Avaliacao das propriedades dos sistemas de proteinas do soro

gelificadas a frio pela adicao de sais de calcio ou sddio
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4.3) Analise visual

A aparéncia e as propriedades do gel formado dependem da natureza dos
agregados de proteina (Bryant & McClements, 1998). A aparéncia dos géis pode ser
considerada como um bom indicador do tipo de rede formada. O gel formado por uma
estrutura ordenada (agregacgao linear) apresenta-se translicido, enquanto que o gel
formado por agregados particulados apresenta-se opaco devido ao maior tamanho das
particulas e agregacado aleatoria, favorecida pela neutralizagdo de cargas (Bryant &
McClements, 1998; Doi, 1993).

Através da anadlise visual, foi possivel observar claramente que a adicdo de
diferentes sais por difusdo utilizando membranas de didlise levou a formagéo de dois tipos
de sistemas: transltcido e opaco. A Figura 4.6 apresenta géis contendo (A) 7% (m/m) de
WPI e formados pela adicdo de sais de calcio (7% WPI-CaCly) ou (B) s6dio (7% WPI-
NaCl) e ainda (C) 5% (m/m) de WPI formados pela adicdo de sais de sédio (5% WPI-
NaCl). Como pode-se observar, os géis com adicdo de CaCl, apresentaram-se bastante
opacos (esbranquicados), enquanto os géis com NaCl eram translicidos. Na
concentracao de 5% (m/m) de WPI com adi¢do de sais de sédio formou-se um gel nao
auto-sustentavel (ndo manteve a forma quando removido das membranas de didlise)

(Figura 4.6C), o qual néo foi submetido aos ensaios de compressao.
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Figura 4.6. Géis de WPI formados a frio através da adi¢ao de sais. (A) 7% WPI-CaCl,, (B)
7% WPI-NaCl e (C) 5% WPI-NaCl ndo auto-sustentavel. O detalhe mostra os géis

removidos das membranas de dialise.

4.4) Determinacao de cor
A Figura 4.7 mostra parédmetros analisados (L*, a* e b*) em funcdo da
concentracdo (% m/m) de proteinas do soro (WPI) e do tipo de sal adicionado para a

formacao dos géis (Figuras 4.7A, B e C, respectivamente).
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Figura 4.7. Parametros de luminosidade (L*) (A) e de cromaticidade (a* e b*) (B e C) dos géis de WPI formados a frio através
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em cada sal estudado.
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Analisando-se o0 parametro de luminosidade L* (Figura 4.7A), relacionado a
claridade da amostra, verifica-se que ambos os géis (CaCl, e NaCl) apresentaram
tendéncia similar, a diminuigado do parametro L* com o aumento da concentragédo de WPI,
porém para os géis de NaCl, esta diminuicdo foi significativa (p<0,05) em todas as
concentragdes enquanto que, para os géis de CaCls, foi significativo (p<0,05) s6 acima de
7% (m/m) de WPI. Marangoni et al. (2000) e Hongsprabhas & Barbut (1997b), que
estudaram o efeito da concentracdo de WPI (6-10% m/m) e do nivel de CaCl, (5-150 mM)
sobre as caracteristicas dos géis formados a frio, concluiram que a luminosidade
(claridade) do gel aumentou com o aumento da concentragdo de CaCl, e/ou com a
diminuicao da concentracao de proteina. Este aumento do parametro L* foi relacionado ao
aumento da opacidade do gel. A adicao de CaCl, a suspensbes pré-aquecidas de WPI
(10% m/v) resultaram na formagédo de géis menos claros se comparados aos géis com
menores concentragdes de proteina, o que indica que uma rede mais ordenada de
proteina foi formada em maiores concentracées. Segundo os autores, a rede ordenada do
gel é usualmente resultado de menos agregacao e mais organizagao na estrutura do gel.
As interacbes intermoleculares que ocorrem durante o aquecimento sdo mais
predominantes em maiores concentracdes de proteina e parecem ser importantes na
determinacdo da natureza da rede, principalmente pelo aumento no niumero de grupos
reativos na superficie dos agregados. Marangoni et al. (2000) estudaram ainda o efeito da
concentracao de WPI (9-12% m/m) e do nivel de NaCl (200-400 mM), e encontraram
resultados semelhantes, ou seja, aumento da claridade do gel com o aumento da
concentracdo de NaCl e/ou diminui¢cdo da concentragao de proteina.

Com relacdo aos resultados obtidos para o paréametro a* (Figura 4.7B),
relacionados a intensidade da cor verde (- a*), pode-se observar que os géis de CaCl,
foram pouco influenciados pela concentracdo de WPI, porém os géis de NaCl sofreram

influéncia significativa (p<0,05) em todas as concentragbes de proteina. Quanto aos
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valores do parametro b* (Figura 4.7C), relacionados a intensidade da cor azul (- b*), o
aumento na concentragdo de WPI provocou uma diminuicdo nos mesmos (aumento da
intensidade da cor azul). Para os géis de CaCl,, esta diminuigdo nos valores do parametro
b* foi significativa (p<0,05) em todas as concentracbes de WPI, enquanto que para os

géis de NaCl foi significativa (p<0,05) s6 no aumento de 6% — 7% (m/m).

4.5) Propriedades mecanicas

A Figura 4.8 mostra os valores correspondentes a tensdo e deformagéo na ruptura
dos géis de WPI formados pela adicdo de CaCl, ou NaCl (Figuras 4.8A e B,
respectivamente). Os géis com adicao de cloreto de s6dio ndo apresentaram ponto de
ruptura até 80% de deformagéo, sendo entdo analisados em termos dos valores de

tensao e deformacao maximas.
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Figura 4.8. Propriedades mecanicas dos géis de WPI formados a frio através da difusao
de sais de CaCl, ( ) ou NaCl ( ) utilizando membranas de dialise. (A) Tensao na

ruptura (og) e (B) Deformagado na ruptura (€g). As barras representam o desvio padrao

entre as replicatas. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05). Letras
minusculas: diferencas entre as concentragdes de proteina em cada sal estudado. Letras
maiusculas: diferengas entre os sais estudados na mesma concentragao de proteina.

Os géis apresentaram aumento nos valores de tensdo na ruptura com o aumento
na concentracdo de WPI devido ao maior nimero de interacdes estabelecidas (Ju &
Kilara, 1998a,c). O aumento na tensao de ruptura esta relacionado a estrutura do gel
formado e conseqlientemente ao processo empregado na formagao deste gel. Quando as

proteinas sdo desnaturadas, regides hidrofébicas e grupos sulfidrilas sdo expostos
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(Bryant & McClements, 1998; Bottomley et al., 1990), possibilitando o estabelecimento de
interagdes do tipo covalentes e ndo covalentes apds a adicao de sais, levando a formagao
de rede e conseqiliente aumento das caracteristicas elasticas dos sistemas. Os géis
induzidos por CaCl, (cation divalente) mostraram maiores valores de tensdo na ruptura
(Figura 4.8A) do que os induzidos por NaCl (cation monovalente), o que pode ser
explicado pelo tipo de interacdo que os cations divalentes promovem. Eles estabilizam
diretamente as interagbes entre grupos carboxilicos adjacentes negativamente
carregados das cadeias de proteina, diferente dos cations monovalentes que promovem
primeiramente o decréscimo da repulsdo eletrostatica existente entre os grupos
carboxilicos para entao possibilitar a interagao entre grupos hidrofébicos expostos (Bryant
& McClements, 1998). Dessa forma, os cations divalentes sdo necessarios em menores
concentragdes que 0s monovalentes para causarem agregagao devido a sua maior
eficiéncia em reduzir a repulsdo eletrostatica e habilidade de formar pontes entre os
agregados de carga negativa (Totosaus et al., 2002; Foegeding et al., 2002; Bryant &
McClements, 2000b, 1998; Hongsprabhas & Barbut, 1997b).

Os géis de NaCl apresentaram valores de deformabilidade significativamente
maiores do que os géis de CaCl, (Figura 4.8B), porém sem influéncia significativa
(p>0,05) do aumento da concentracdo de WPI. Enquanto que, a deformabilidade dos géis
de CaCl, apresentou um aumento significativo (p<0,05) nas concentragbes de 7% e 9%
(m/m) de WPI em relagéo ao gel 5% (m/m) de WPIL.

A Figura 4.9 apresenta os resultados correspondentes ao médulo de elasticidade

dos géis de WPI formados pela adigdo de CaCl, ou NaCl.
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Figura 4.9. Médulo de elasticidade (E) dos géis de WPI formados a frio através da difusao

de sais de CaCl, ( ) ou NaCl ( ) utilizando membranas de didlise. As barras
representam o desvio padrdo entre as replicatas. Letras diferentes indicam diferengas

significativas (p<0,05). Letras minusculas: diferengas entre as concentragées de proteina
em cada sal estudado. Letras mailsculas: diferencas entre os sais estudados na mesma
concentracao de proteina.

Com relagdo aos resultados obtidos para o0 médulo de elasticidade (Figura 4.9)
uma tendéncia similar a da tensdo na ruptura foi observada, porém estes valores
mostraram-se muito mais dependentes do tipo de sal adicionado do que os valores de
tensdo na ruptura. Com o aumento da concentragdo de proteina, tanto as interagdes
hidrofébicas intermoleculares quanto a formacéo de ligagdes dissulfidicas aumentam e,
por isso, em baixa concentragdo de proteina, estas forgas intermoleculares tém menor
efeito na estabilizacdo da rede (Hongsprabhas & Barbut, 1997b).

Na etapa da inducdo do gel a frio de proteinas do soro, o aumento da
concentracdo protéica (6-10% m/v) e/ou de CaCl, (5-30 mM) favoreceu o aumento do
médulo de elasticidade (Marangoni et al., 2000; Hongsprabhas et al., 1999). No entanto,
Marangoni et al. (2000) observaram que o aumento da concentragdo de NaCl (200-400

mM) diminuiu esta propriedade mecénica. Estes resultados foram semelhantes aos
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encontrados no presente trabalho no que diz respeito a variagdo na concentragdo de
proteina, enquanto que a variacdo na concentracdo de sal ndo foi avaliada. E possivel
que a diminuicdo na elasticidade e rigidez dos géis observada por outros autores nas
maiores concentragdes de NaCl, possa ter sido causado pelo fenbmeno conhecido como
“salting out”. Neste caso, as altas concentra¢des de sal levam a uma diminuicdo na
solubilidade protéica devido a uma competicdo entre a proteina e os ions de sal pelas
moléculas de agua, fazendo com que a agua se torne um mau solvente, e resultando em

uma auto-associagao das proteinas.

4.5.1) Modelagem do comportamento nao-linear sob compressao utilizando a
Equacao de BST

O parametro nao-linear n foi proposto para ser uma estimativa da medida do
desvio do comportamento ideal elastico, sendo que para n = 2 o material comporta-se
como um solido ideal, para n > 2 ele exibe comportamento “strain-hardening” e para n < 2,
exibe comportamento “strain-weakening” (Equacao 5). A Figura 4.10 (A e B) mostra os
dados de tensdo (o) em funcdo da deformacédo radial (A) obtidos para os géis de WPI
formados pela adicdo de CaCl, e de NaCl, respectivamente, assim como os valores de
tensdo obtidos pelo ajuste dos dados segundo o modelo de BST (Equacgéo 5). Pode-se
observar que os dados de tensdo-deformacado dos géis ajustaram-se adequadamente ao

modelo de BST, pois os valores de R? foram maiores do que 0,99 (Figura 4.10).
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100
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(B)

Figura 4.10. Valores preditos (== ) e experimentais de tensao-deformacgao de géis de WPI
formados a frio através da difusdo de sais de (A) CaCl, ou (B) NaCl em membranas de
dialise nas concentracdes de WPI (0) 5%, (L) 6%, (0) 7%, (x) 8% e (A) 9% (m/m).

Os géis de WPI-CaCl, apresentaram ponto de ruptura, o qual foi evidenciado pelo
valor maximo de tensao seguido pelo decréscimo do mesmo, como pode ser verificado na
Figura 4.10A. No entanto, os géis de WPI-NaCl nao apresentaram ponto de ruptura até
80% de deformagéao (Figura 4.10B), como discutido anteriormente. Este comportamento
estd associado a um comportamento “strain-hardening” dos geéis WPI-NaCl. Isso fica
evidente a partir dos resultados do parametro n obtido a partir do ajuste da Equagéo de

BST (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Parametro ndo-linear obtido da Equacdo de BST (n) dos géis de WPI
formados a frio através da difusdo de sais de CaCl, ( ) ou NaCl ( ) utilizando
membranas de didlise. As barras representam o desvio padrdo entre as replicatas. Letras
diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05). Letras minusculas: diferengas entre
as concentragbes de proteina em cada sal estudado. Letras mailsculas: diferengas entre
o0s sais estudados na mesma concentragao de proteina.

De acordo com a Figura 4.11, pode-se observar que os géis de NaCl exibiram
valores de n em torno de 3,5 com influéncia significativa (p<0,05) da concentragao até 8%
(m/m) de WPI, indicando um comportamento “strain-hardening”. No entanto, os géis de
CaCl, mostraram diminuigao significativa (p<0,05) nos valores de n com o0 aumento na
concentracao de WPI, exibindo valores entre 2,5 e 1,4 (tendéncia ao comportamento
“strain-weakening” em altas deformacgdes). Vardhanabhuti et al. (2001), ao substituirem as
proteinas do soro nativas por agregados de proteinas sollUveis desnaturadas (polimeros
de WP), também encontraram um comportamento “strain-hardening” para os géis de NaCl

(200 mM) e uma diminuicdo no parametro n para os géis de CaCl, (10 mM), apesar de

apresentar o mesmo tipo de comportamento.
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Os resultados obtidos sugerem uma relagao entre o tipo de estrutura formada (ou
interagdes envolvidas na estrutura do gel de acordo com o processo de gelificagéo) e a
sua deformabilidade. A estrutura ordenada (translicida) foi obtida para os géis de NaCl
(Figura 4.6) e no entanto, estes géis apresentaram os maiores valores de n, em torno de
3,5. Este fato, provavelmente esta associado a formagao de ligagdes dissulfidicas entre
as fracOes de proteina. No entanto, no caso dos géis de CaCl,, é possivel correlacionar a
presenca de interagdes eletrostaticas e de uma estrutura mais desordenada com o
predominio do comportamento “strain-weakening” (Figura 4.11). Portanto, a estrutura
mais ordenada poderia ser capaz de absorver maior quantidade de energia fornecida ao
sistema durante a compressdo, enquanto que os géis particulados mostram uma
tendéncia de dissipar esta energia de compressdo através da ruptura em menores

deformagbes causada por sua estrutura menos homogénea (Valim et al., “in press”).

4.6) Capacidade de retencao de agua (WHC)

Os resultados obtidos para a capacidade de retencao de agua dos géis compostos
por proteinas do soro formados a frio através da adi¢cdo de sais de célcio ou sodio estao
apresentados na Figura 4.12. Pode-se observar que os géis apresentaram capacidade de
retengcdo de agua acima de 85%. Géis formados por NaCl apresentaram aumento
significativo (p<0,05) nos valores de WHC somente com o aumento da concentragéo de

7% — 8% (m/m) de WPI. J& os formados por CaCl,, apresentaram aumento significativo
(p<0,05) com o0 aumento na concentracao de 6% — 7% (m/m) de WPI e de 7% — 8% (m/m)

de WPI. Observa-se que, quanto maior a concentragéao de WPI, maior foi a quantidade de
agua retida em relacado a quantidade de agua total do gel (Bryant & McClements, 1998),

independente do sal adicionado, sendo que este fato pode ser relacionado ao maior
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nuamero de ligacoes das moléculas de proteina disponiveis para interagcdo com a agua no

aB aB CcA cA
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§ ........ % % %
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L E
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Figura 4.12. Capacidade de retencdo de agua (WHC) dos géis de WPI formados a frio
através da difusao de sais de CaCl, ( k) ou NaCl ( ) utilizando membranas de didlise.
As barras representam o desvio padrao entre as replicatas. Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p<0,05). Letras minusculas: diferengas entre as concentragdes
de proteina em cada sal estudado. Letras mailusculas: diferengas entre os sais estudados
na mesma concentragdo de proteina.

O cloreto de sédio levou a géis com maior capacidade de retencdo de agua que o
cloreto de calcio. Este resultado, assim como para as propriedades mecanicas, esta
associado ao tipo de interacdo feita pelos cations de diferentes valéncias. Enquanto os
divalentes formam pontes entre as cadeias de proteinas, deixando a agua livre entre os
poros da rede, os cétions monovalentes fazem a neutralizagéo das cadeias, diminuindo a

repulsao eletrostatica, e atraindo as moléculas de agua que ficam ao seu redor formando

camadas de hidratacdo (Chandrasekaran et al., 1988).
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4.7) Microscopia eletronica de varredura (SEM)
A Figura 4.13 apresenta as microestruturas dos géis puros de proteinas do soro
(WPI) em diferentes concentragées, 5, 6, 7, 8 e 9% (m/m) formados pela adigdo de sais

de célcio ou sodio (Figuras 4.13A,B,C,D,E, F, G, H, l e J).

WPI CacCl, NaCl

B
5% Gel nao auto-sustentavel
6%
7%
8%
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9%

Figura 4.13. Micrografias SEM dos géis de WPI formados a frio pela difusao de sais de
CaCl, (A, C, E, G, I) ou NaCl (B, D, F, H, J) utilizando membranas de dialise. A barra de

escala corresponde a 10 um.

Inicialmente, é possivel observar que existe uma diferenga entre as
microestruturas com adicao dos diferentes sais. A gelificacdo a frio induzida por sais de
CaCl, (Figuras 4.13A, C, E, G e |) formou uma rede mais fina, compacta e pouco porosa.
Com o aumento da concentracdo de WPI, observou-se a diminuicdo da quantidade de
poros e redes com estruturas mais fechadas, o que justifica a maior retencdo de agua
(Figura 4.12), o aumento nos valores de tensao na ruptura (Figura 4.8A) e do modulo de
elasticidade (Figura 4.9). Para os géis de WPI formados pela adicdo de sais de NaCl
(Figuras 4.13D, F, H e J), a rede formada apresentou-se mais porosa (maior
descontinuidade), o que justifica a menor tensao na ruptura (Figura 4.8A) em relacao aos
géis de CaCl,. Nas maiores concentracoes de WPI, observou-se estruturas mais
homogéneas e com maior capacidade de retencdo de agua (Figura 4.12). A capacidade
de retencdo de agua nao esta relacionada apenas com a porosidade dos géis, mas
também com a caracteristica dos polimeros, ou seja, a disponibilidade que eles tém em
ligar-se com a agua (Cavallieri et al., 2007), a qual foi dependente do tipo de sal
adicionado.

Vardhanabhuti et al. (2001) avaliaram como a mistura, em diferentes razdes, de
agregados de proteinas soluveis desnaturadas (polimeros de WP) e proteinas do soro

nativas alteraram o processo de gelificagdo térmica e as propriedades fisicas dos géis
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formados. Eles encontraram que aumentando a concentragdo de polimeros de WP
aumentaram a tensao na ruptura dos géis, a capacidade de retengdo de agua, os géis se
tornaram mais translicidos e o tamanho dos poros da rede do gel diminuiu, tanto na
presenca de CaCl, (10 mM) quanto de NaCl (200 mM), resultados semelhantes aos

encontrados neste trabalho.

4.8) Avaliacao da estrutura fractal dos géis de WPI
4.8.1) Determinacao da dimensao fractal (D;) através de um modelo mecéanico

A Figura 4.14 (A e B) apresenta as curvas tensao (o)-deformacao (e4) obtidas
através da compressao das amostras até aproximadamente 60% da altura inicial dos géis

de WPI formados pela inducao de CaCl, e NaCl, respectivamente.

9% m/m
8% m/m
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7% m/m
6% m/m

5% m/m
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Figura 4.14. Curvas tensao (0)-deformacao (g4) para os géis de WPI formados a frio, em
diferentes concentragbes, através da difusdo de sais de (A) CaCl, ou (B) NaCl em
membranas de didlise.

72



Capitulo 4. Resultados e Discussao

Apds a determinacao do limite de linearidade (y,) dos géis, foram construidos os
graficos de y, em fungdo da concentragao de WPI (% m/m) em escala logaritmica (Figuras
4.15A e B, respectivamente). Segundo Shih et al. (1990), y, tende a diminuir com o
aumento da concentracao de proteina para os géis de ligacao forte e tende a aumentar
com a concentracao para os géis de ligacao fraca. Portanto, observando-se a Figura 4.15
(A e B), pode-se dizer que, independente do sal, os géis mostraram comportamento de
ligacao fraca, o que indica que os flocos fractais que formam a estrutura dos géis sao
mais rigidos do que as ligagdes entre os flocos, ou seja, prevalecem as ligacoes
intrafloculares.

Pelo modelo de Wu & Morbidelli (2001), fazendo-se a consideragédo de que a = 1
(gel de ligacao fraca) para os géis de WPI, tem-se B = 1 (Equacao 11) e a versao
simplificada A = 1/ (3 - Dy) (Equacao 9). Com isto, Ds pode ser diretamente calculado pela
inclinagdo (A) da curva logaritmica do médulo de elasticidade (E-kPa) em fungédo da

concentracao de WPI (% m/m) (Figuras 4.15C e D).
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Figura 4.15. Limite de linearidade (y,) € mddulo de elasticidade (E) dos géis de WPI
formados a frio através da difusdo de sais de (A, C) CaCl, ou (B, D) NaCl em membranas
de dialise em funcao da concentragao de proteina.

Utilizando a Equacdo 9 (item 3.3.1.1.2), os valores de Dy calculados foram os
seguintes: 2,66 e 2,62 para os géis de WPI formados através da adicao de CaCl, e NaCl,
respectivamente. Marangoni et al. (2000), utilizando o modelo reol6égico de Shih et al.
(1990), encontraram para os géis de proteinas do soro induzidos por sais de célcio e de

sodio valores de dimensao fractal média de 2,63 e de 2,45, respectivamente.

4.8.2) Determinacao da dimensao fractal (D;) através da analise de imagem SEM

Na Figura 4.16, pode-se observar um exemplo de uma micrografia transformada
em imagem bindria (preto e branco) durante a andlise de imagem, realizada para
determinar a dimenséo fractal dos géis pelo método de contagem de caixas. Em todos os
géis avaliados, 0s espacos vazios entre os agregados de proteina foram marcados como

regides negras nas imagens binarias, definindo assim as estruturas como foreground
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(pixels brancos) e as cavidades como background (pixels pretos), conforme pode ser

observado na Figura 4.16B.

Figura 4.16. Micrografia SEM (A) e correspondente imagem binéaria (B) do gel de WPI
(5% m/m) formado a frio pela difusdo de CaCl, em membrana de didlise. A barra de
escala corresponde a 10 um.

As médias de dimenséo fractal (D) apds aplicar o método de contagem de caixas
para as imagens bindrias das micrografias SEM de diferentes sistemas de WPI estéo

apresentadas na Figura 4.17.
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Figura 4.17. Dimenséo fractal (Dy) dos géis de WPI formados a frio através da difuséo de
sais de CaCl, ( ) ou NaCl ( ) utilizando membranas de dialise. As barras
representam o desvio padréo referentes a 10 imagens em 30 posigdes de grade. Letras
diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05). Letras minusculas: diferengas entre
as concentragdes de proteina em cada sal estudado. Letras mailsculas: diferencas entre
os sais estudados na mesma concentragao de proteina.

75



Capitulo 4. Resultados e Discussao

Analisando-se a Figura 4.17, observa-se que os resultados de Ds apresentaram um
desvio padrédo alto que pode ser explicado pelo fato de que em cada condi¢ao estudada
analisou-se 10 imagens, sendo cada imagem avaliada em 30 posi¢cdes de grade
diferentes, onde os resultados variaram bastante como conseqiéncia das variadas
estruturas entre uma posicao e outra. Assim, de maneira geral, os valores de D;dos géis
puros de proteinas do soro (WPI) ndo foram influenciados (p>0,05) pela valéncia do sal
adicionado em cada formulagao e pela concentracdo de WPI em cada sistema (NaCl ou
CaCly) (Figura 4.17). A dimenséao fractal (D;) dos géis variou entre 1,81 e 1,82, o que
indica um alto grau de complexidade fractal em todos os sistemas. Marangoni et al. (2000)
investigaram a estrutura dos geéis induzidos por NaCl e CaCl, de proteinas do soro
desnaturadas termicamente através da andlise de fractal da microestrutura do gel. Os
resultados indicaram que o tamanho dos agregados aumentou com aumento da
concentracao de CaCl,, enquanto que o NaCl nao alterou a dimensao fractal dos géis,
sendo as dimensdes fractais dos géis formados com a adicdo de CaCl, maiores do que os
formados com a adi¢cdo de NaCl, o que nao foi observado neste trabalho.

Como medida de comparacdo destes resultados com os obtidos através do
modelo mecanico, considerou-se, em uma escala tridimensional (Equagao 18), o valor
médio de D; entre todas as concentracoes de WPI para os géis formados através da

adicao de CaCl, e NaCl, sendo de 2,82, aproximadamente.

4.8.3) Comparacao dos valores de D; obtidos em funcao das propriedades elasticas
e da SEM

Analisando-se os valores de D; obtidos por ambos os métodos, observa-se que
eles foram semelhantes, sendo as dimensdes fractais obtidas pela andlise de imagem
SEM (2,82) ligeiramente maiores que as obtidas através do modelo mecanico (2,66 e

2,62). O fato dos valores de D; estarem compreendidos entre 2,62 e 2,82 confirma a idéia
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de que os géis apresentam comportamento de ligacao fraca, pois altos valores de Ds (2,6
— 2,8) sao esperados para estes tipos de géis (Wu & Morbidelli, 2001).

Para confirmar os resultados obtidos através do modelo mecénico, os valores de
D; determinados pela andlise de imagem SEM foram substituidos na Equacao 9 (item
3.3.1.1.2). O parametro 3 foi entao calculado e substituido na Equacéo 11 (item 3.3.1.1.2).
Assumindo um valor de x igual a 1,3 (Wu & Morbidelli, 2001), a foi calculado. Este
parametro, que apresenta valores pertos de 1 para os géis de ligacdo fraca, foi
determinado como 1,14 e 1,16 para os géis de WPI formados a frio através da adigéo de
sais de CaCl, e NaCl, respectivamente. Contudo, como um valor de a maior do que 1 nao
€ teoricamente possivel, Wu & Morbidelli (2001) consideraram isto como um desvio
normal na determinagdo da D; pelo modelo mecanico. Desta maneira, os resultados
provam mais uma vez a natureza de ligacao fraca dos géis de WPI, que foi assumida no
modelo.

Hagiwara et al. (1997a) confirmaram que os géis de BSA e B-lactoglobulina
preparados com e sem a adicao de CaCl, mostraram comportamento de ligacao fraca e
forte, respectivamente. Os valores de D obtidos foram de aproximadamente 2 para os
géis de ligacao forte e de aproximadamente 2,7 para os géis de ligacao fraca. Para os
géis de PB-lactoglobulina contendo CaCl, (ligacdo do tipo fraca), os autores avaliaram
também a dimensdo fractal através da analise de imagem obtida pela microscopia
confocal, sendo os valores obtidos perto dos encontrados pelas medidas de elasticidade
dos géis.

Davila & Parés (2007) utilizaram o modelo mecanico de Wu & Morbidelli (2001)
para calcular a dimenséo fractal (Dy) de géis de proteinas do plasma em pH 5,0, 6,0 e 7,0
e encontraram valores de Dy entre 2,63 e 2,70. Enquanto isso, utilizando a microscopia

eletrbnica de varredura (SEM), através do método de contagem de caixas, a Dy
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encontrada variou de 2,78 a 2,83. Hagiwara et al. (1998) encontraram para os géis de
BSA valores de Dy entre 2,60 e 2,80 com influéncia do tampéo utilizado para preparar as
solugdes de proteina. A dimensao fractal foi avaliada pelo método reolégico de Shih et al.
(1990) e pela analise de imagem obtida pela microscopia confocal, sendo os resultados
muito semelhantes. Os géis de BSA mostraram comportamento de ligacédo fraca, ou seja,
o limite de linearidade (yp) aumentou com o aumento da concentragdo de BSA. Marangoni
et al. (2000) também provaram a validade do modelo através da microscopia eletrdnica de
transmissdao (TEM), confirmando que os géis de proteinas do soro apresentaram
comportamento de ligacao fraca.

Assim, os resultados confirmaram a aplicabilidade da andlise fractal por métodos
macroscépicos e microscopicos para descrever os géis de WPI, demonstrando que o
comportamento elastico € um reflexo da estrutura fractal dos agregados nos géis. Através
do modelo mecanico, pode-se determinar a natureza de ligagao fraca dos géis de WPI, o
que implica em dizer que as ligagdes intrafloculares, formadas na etapa de aquecimento,
foram mais rigidas do que as ligacdes interfloculares, promovidas pela adicdo de sais.
Este comportamento é corroborado pelo encontrado por Alting et al. (2003a). Segundo os
autores, as ligagdes dissulfidicas entre os agregados protéicos sao formadas
principalmente na etapa de aquecimento sendo elas, em grande parte, responsaveis

pelas caracteristicas de resisténcia mecanica da rede protéica formada.
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CAPITULO 4. Resultados e Discussao
Parte 3. Influéncia da adicao do polissacarideo da linhaca sobre a

gelificacao a frio das proteinas do soro
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4.9) Estudo de separacao de fases

A solugéo escolhida para o estudo de separagéo de fases em provetas graduadas
foi 7% (m/m) de isolado protéico de soro (WPI) e 0,4% (m/m) de polissacarideo da linhaga
(FG), pois inicialmente tinha-se a idéia de estudar o ponto médio da concentracao de WPI
estudada nos géis puros (7% m/m) e o ponto médio da concentragdo de FG que iria ser
estudada nos géis mistos (0,4% m/m). As solugdes bipoliméricas foram preparadas
conforme item 3.2.4, porém sem a adicao de sais, € armazenadas a 10°C por um periodo
de 72 horas. A Figura 4.18 (A, B e C) apresenta as mudancas observadas visualmente

nas solugdes bipoliméricas durante o periodo de armazenamento.

Figura 4.18. Aspecto visual dos sistemas formados por solugées de WPI (7% m/m)-FG
(0,4% m/m) sem a adi¢cao de sais apés (A) 0 horas, (B) 24 horas e (C) 72 horas de

armazenamento. As setas indicam a separagao de fases.

Apds um determinado periodo de tempo, as solugdes bipoliméricas comegaram a
se desestabilizar resultando na formacao de duas fases distintas. Conforme Figura 4.18,
os sistemas apresentaram separagao de fases a partir de 24 horas de armazenamento a
10°C. Ap6s 72 horas, as fases formadas foram entdo cuidadosamente retiradas com o
uso de pipetas e armazenadas para analises. Finalmente, solugao inicial (imediatamente

apds o preparo), fase superior e fase inferior tiveram a sua composi¢ao caracterizada
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através da determinacdo de proteina pelo Método de Kjeldahl (AOAC, 1997) (fator
proteina-nitrogénio de 6,38). A concentracao de proteina determinada foi de 6,77 + 0,33%
para a solucao inicial, 2,82 + 0,02% para a fase superior (rica em polissacarideo) e 8,86 +
0,01% para a fase inferior (rica em proteina) dos sistemas. Para verificar o balanco de
massa dos sistemas, determinou-se a quantidade de proteina existente em cada fase a
partir do volume ocupado por cada uma na proveta. Considerou-se a densidade de cada
fase igual a 1 g/cm?®, visto que a maior parte do sistema é composta por 4gua. Sendo
assim, a quantidade de proteina determinada na solucao inicial e nas fases superior e

inferior esta apresentada na Tabela 4.5.

Tabela 4.5. Quantidade de proteina da solugéo inicial e das fases superior e inferior dos

sistemas.
Proteina Vocupado Massa Massade Soma das
(%) (mL) Total (g) Proteina (g) fases
Solucéo Inicial* 6,77 100 100 6,77 -
Fase Superior** 2,82 35,5 35,5 1,00 6.71
Fase Inferior** 8,86 64,5 64,5 5,71

Estes valores sédo a média de dois ensaios.
* Imediatamente apds o preparo dos sistemas.
** Apbs 72 horas de armazenamento.

Analisando-se a Tabela 4.5, observa-se que a quantidade de proteina determinada
para as fases superior e inferior totalizou 6,71%, resultado semelhante ao encontrado
para a solucdo inicial (6,77%). Dessa forma, pode-se dizer que a concentragdo de
proteina obtida a partir da analise quimica esta de acordo com o balangco de massa para
este componente.

As solugdes foram avaliadas também através de microscopia de fluorescéncia,
sendo a microestrutura do sistema inicial e das fases separadas ap6s 72 horas

apresentada na Figura 4.19.
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B

Figura 4.19. Microestrutura por fluorescéncia dos sistemas WPI (7% m/m)-FG (0,4%
m/m). (A) Solugdo inicial, (B) fase superior e (C) fase inferior. A barra de escala
corresponde a 100 pm.

A composicao destes sistemas pode ser relacionada com a microestrutura obtida
através de microscopia de fluorescéncia (Figura 4.19), sendo as regides mais claras das
imagens correspondentes a presenca de proteina, enquanto que as regides mais escuras
indicaram a auséncia de proteina, ja que o corante Rodamina B foi utilizado para marcar
este ultimo biopolimero. Desta forma, a solugdo inicial apresentou uma estrutura
composta por agregados protéicos dispersos em uma fase continua rica em
polissacarideo (Figura 4.19A) e a fase superior apresentou uma estrutura semelhante,
porém os agregados protéicos estavam presentes em menor quantidade e no formato de
pequenas gotas (Figura 4.19B). No entanto, a fase inferior apresentou microestrutura
bastante homogénea com praticamente nenhuma goticula inclusa formada por
polissacarideo (Figura 4.19C).

Comparando os resultados de composicdo quimica e microscopia das fases
separadas, pode-se concluir que este sistema WPI — FG ndo apresentou uma completa
micro-separacdo de fases espontanea, pois a fase superior apresentou pequenos
agregados protéicos dispersos, e para que o equilibrio entre as fases seja alcangado, é
necessario que ambas as fases estejam livres de qualquer inclusdo. Bourriot et al. (1999)
também encontraram micro-separacao de fases na solugao inicial para o sistema caseina
(3% m/m) — guar (0,2% m/m), sendo a fase continua rica em proteina e a fase dispersa

rica em polissacarideo. Em baixa concentracao de jatai (LBG) (0,2% m/m), o sistema WPI
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— LBG apresentou uma fase dispersa rica em polissacarideo constituida de pequenas
goticulas esféricas e uma fase continua rica em proteina, porém com o aumento da
concentracdo (0,6% m/m), as goticulas dispersas passaram a combinar-se e originaram
uma nova fase continua rica em polissacarideo (Tavares et al., 2005). De Jong & Van de
Velde (2007) encontraram comportamento semelhante, com inversdo de fases na

concentracao de 0,3% (m/m) LBG.

4.10) Construcao de diagrama de fases

A partir do estudo de separacao de fases das solugées WPI (7% m/m)-FG (0,4%
m/m) (item 4.9), observou-se que nestas concentragbes existe incompatibilidade
termodinamica entre estes dois biopolimeros. Com isso, optou-se por realizar um estudo
de diagramas de fases visual de géis WPl — FG formados a frio pela adicao de sais de
calcio ou sodio (L = 150) (Figura 4.20) para encontrar a regido ou as concentragées em
que ocorresse gelificacdo e que nao houvesse separagao de fases macroscépica. Para a
construcdo destes diagramas, foram preparadas diversas solugdes mistas contendo
diferentes concentracdes de proteina e polissacarideo, conforme descrito no item 3.2.4.1.
Através de observagbes visuais pode-se entdo avaliar quais sistemas mostraram

separacgao de fases e quais apresentaram gelificagao.
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Figura 4.20. Diagrama visual de fases para os géis WPI — FG formados a frio pela adigao

direta de sais de (A) CaCl, ou (B) NaCl. (X) Regidao monofésica gelificada, (A) regiao
monofésica com gel ndo auto-sustentavel, () regido monofasica nao gelificada, () regido

de 2 fases com gel ndo auto-sustentavel e (+) regido de 2 fases nao gelificada. A linha

pontilhada representa as regiées formadas.

De uma maneira geral, pode-se notar que o diagrama construido com a adi¢ao de
CaCl,, apresentou uma maior regiao com separacdo de fases macroscépica quando
comparado com aquele construido com a adicdo de NaCl. Os diagramas de fases
construidos sob essas diferentes condigbes puderam ser divididos em duas regides

distintas do ponto de vista macroscopico: regiao homogénea (1 fase gel, 1 fase gel nao
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auto-sustentavel ou 1 fase nao gelificada) e regido heterogénea (2 fases gel ndo auto-
sustentavel ou 2 fases nao gelificadas). Para os sistemas com adi¢cdo de sais de célcio
(Figura 4.20A), em relativamente baixas concentragbes de WPl e FG, ndo ocorreu
gelificacdo e as solugdes apresentaram separacao de fases macroscédpica, com a
formacdo de uma fase superior mais translicida rica em polissacarideo e uma fase
inferior mais opaca e esbranquigcada rica em proteina. O aumento das concentragdes dos
biopolimeros resultou na formagéo de géis auto-sustentdveis com uma Unica fase
homogénea. Ja para os sistemas com adicao de sais de sédio (Figura 4.20B), em baixas
concentracdes dos biopolimeros, ndo ocorreu gelificacdo e as solugdes resultaram na
formacao de uma unica fase homogénea e com o aumento nas concentragdes, resultou
na formacao de uma fase gel homogénea.

Como para ambos os sais estudados, as misturas contendo 7 ou 8% (m/m) de
WPI, nas trés concentracdes de polissacarideo, formaram géis auto-sustentaveis e se
encontraram na regido macroscopicamente homogénea do diagrama de fases, optou-se

por estudar a gelificagao bipolimérica na maior concentragao de proteina (8% m/m).

4.11) Géis bipoliméricos

Para a avaliagédo da influéncia da adicao do polissacarideo da linhaga (FG) sobre a
gelificagdo a frio das proteinas do soro (WPI) foram estudados sistemas contendo
concentracao fixa de WPI (8% m/m) e variada de FG (0; 0,1; 0,3 e 0,5% m/m) utilizando
dois diferentes métodos de preparo dos géis, a adicao direta de sais (CaCl, ou NaCl) nas
solugdes obtidas da mistura de solugdes estoque (proteinas e polissacarideo), conforme
descrito no item 3.2.4.1, e a gelificacao por difusédo utilizando membranas de didlise (item

3.2.4.2).
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4.11.1) Adicao direta de sais
4.11.1.1) Analise visual

Através da andlise visual, foi possivel observar que a adicao de diferentes sais (1 =
150) levou a formacgédo de sistemas distintos. A Figura 4.21 (A e B) apresenta géis 8%
WPI-0,5% FG formados pela adigéo direta de sais de calcio e 8% WPI-0,3% FG formados
pela adicdo direta de sais de sddio, respectivamente. Como pode-se observar, os géis
bipoliméricos de CaCl, apresentaram-se bastante opacos (esbranqui¢ados), enquanto os
géis de NaCl formaram uma rede transltcida. Nas trés concentragdes de polissacarideo,
0s geis bipoliméricos formados com a adigdo direta de sais de célcio (Figura 4.21A)
ficaram auto-sustentaveis, porém bem mais frageis que os géis formados com a adigao de
sais de sodio (Figura 4.21B). Aparentemente, nenhum dos géis apresentou separacao de

fases macroscopica.

Figura 4.21. Géis WPI — FG formados a frio através da adi¢ao direta de sais. (A) 8%WPI-
0,5%FG — CaCl; e (B) 8%WPI-0,3%FG — NaCl. O detalhe mostra os geis removidos dos
recipientes cilindricos.
4.11.1.2) Propriedades mecénicas

A Figura 4.22 mostra as propriedades mecéanicas dos géis bipoliméricos formados
através da adicao direta de sais de calcio ou sédio em funcdo da concentracao de
polissacarideo da linhaca (% m/m de FG) adicionada a solu¢ao de proteinas do soro (8%

m/m de WPI). O gel 8% WPI-0% FG néo foi avaliado, pois com a adigéo direta dos sais,
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observou-se a formacao de grumos de proteina e a gelificagado instantaneas (gel bastante

heterogéneo), o que impediu a agitacao do sistema.
12

Pa)

OR (k
(2]

E (kPa)
- w

0,3
FG (% m/m)
Figura 4.22. Propriedades mecénicas dos géis WPl — FG formados a frio através da

adicao direta de sais de CaCl, ( ) ou NaCl ( ). (A) Tensado na ruptura (og), (B)
Deformacao na ruptura (eg) e (C) Modulo de elasticidade (E). As barras representam o

desvio padrao entre as replicatas. Letras diferentes indicam diferencas significativas

(p<0,05). Letras minusculas: diferengas entre as concentracdes de polissacarideo em
cada sal estudado. Letras mailsculas: diferencas entre os sais estudados na mesma

concentracao de polissacarideo.
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De acordo com a Figura 4.22A, observa-se que os géis bipoliméricos formados
através da adicdo direta de sais de célcio apresentaram aumento significativo (p<0,05)
nos valores de tensdo na ruptura apenas com a adi¢ao de 0,5% (m/m) de polissacarideo.
Por outro lado, os géis formados pela adicao de sais de sddio apresentaram diminuicdo
(p<0,05) na rigidez nesta mesma concentragdo de FG. Os géis induzidos por cloreto de
sédio mostraram valores de tensdo na ruptura bem superiores aos induzidos por cloreto
de calcio, o que pode ser explicado pela estrutura bastante fragil formada neste ultimo
caso, como ja descrito no item 4.11.1.1. Este resultado pode ter sido conseqiéncia da
quebra na estrutura do gel, pois quando o calcio é adicionado, ele forma pontes entre os
agregados carregados negativamente, e a agitacdo pode ter levado a ruptura destas
pontes. Os géis bipoliméricos de CaCl, apresentaram valores de deformabilidade (gR)
maiores (p<0,05) do que os géis de NaCl nas concentragdes de 0,3 e 0,5% (m/m) de FG
(Figura 4.22B). O aumento da concentracdo de FG levou a uma diminuigao significativa
(p<0,05) na deformabilidade dos géis com adicdo de cloreto de sédio, enquanto que os
géis com adicao de cloreto de calcio ndo apresentaram diferenga significativa (p>0,05)
com o aumento na concentracao de polissacarideo. Com relacao aos resultados obtidos
para o médulo de elasticidade (Figura 4.22C), uma tendéncia similar a da tensdo na
ruptura foi observada, confirmando o carater mais rigido da estrutura formada pelo sal de
cation monovalente.

A gelificacéo a frio através da adig¢ao direta de sais pode ser considerada como um
processo rapido, que esta associado ao aumento da interacdo proteina-proteina.
Cavallieri (2007) avaliou a microestrutura e propriedades reoldgicas de géis de proteinas
do soro (5% m/m) formados a frio utilizando altas taxas de acidificacdo devido ao aumento
da concentragcdo de glucona-é-lactona (GDL) adicionada. No pH final de 4,2, observou
que o aumento na adicao de goma guar de 0,1 para 0,3% (m/m) resultou em géis mais

fortes, elasticos e menores valores de dimensao fractal, porém com a adicdo de 0,5%
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(m/m) os géis foram ndo auto-sustentaveis. De acordo com o autor, em menores pHs, as
interagdes proteina-proteina sao favorecidas, mas em maior concentragao de guar parece
haver uma inversao de fases, pois a presencga do polissacarideo obstruiu a formagao da
rede de proteina. Observou-se no presente trabalho, comportamento semelhante ao
encontrado por Cavallieri (2007), com a diferenga de que na maior concentragdo de FG
(0,5% m/m) obteve-se um gel auto-sustentavel. Esta diferenca pode estar relacionada ao
fato de que, enquanto a guar é um polissacarideo neutro, a goma de linhaga, além da
fracao neutra, possui uma fracdo negativamente carregada, o que faz com que ela possa
interagir com a proteina. No entanto, na presenca de NaCl, o gel (8% WPI-0,5% FQ)
apresentou uma redugdo na forgca e elasticidade em relagdo aos géis com menores
concentracdes de FG, o que pode ser devido a uma maior incompatibilidade e provavel
micro-separagao de fases. Segundo De Jong & Van de Velde (2007), que estudaram a
influéncia de diferentes polissacarideos (neutros e anibnicos) na gelificacdo a frio de
proteinas do soro através da acidificacdo com GDL (pH final fixo em 4,8), em baixas
concentracdes de polissacarideos neutros (guar e LBG), a microestrutura dos géis é
caracterizada pela micro-separagéo de fases dentro de uma rede continua de proteina.
Com o aumento da concentragdo, a micro-separagdo de fases se tornou mais
pronunciada, ocorrendo uma inversao de fases para um gel continuo de polissacarideo e
diminuindo a elasticidade e a tensdo na ruptura dos géis mistos, o que esta de acordo
com o encontrado neste trabalho para os géis com adigao de cloreto de sodio.

Apbs esta determinacéao, verificou-se que nao seria possivel realizar as demais
medidas (WHC e SEM), pois os géis WPI — FG formados pela adicdo de sais de célcio
eram muito frageis e rompiam durante a manipulagéo. No entanto, estas analises foram
realizadas para os mesmos sistemas formados através da difusdo de sais utilizando

membranas de didlise.

89



Capitulo 4. Resultados e Discussao

4.11.2) Membranas de dialise
4.11.2.1) Analise visual

Os géis puros de WPI apresentaram-se homogéneos e auto-sustentaveis com a
difusdo em sais de calcio ou sodio (u = 150) e tiveram uma aparéncia opaca (rede
desordenada) e translicida (rede ordenada), respectivamente (item 4.3). A adicdo de
polissacarideo a solugédo de WPI antes do processo de difusao levou a formacao de géis
com aparéncia distinta das observadas para os géis puros de WPI (Figuras 4.23A, B, C,

D,EeF).

Figura 4.23. Géis WPI — FG formados a frio através da difusdo de sais de CaCl, (A, B e
C) e NaCl (D, E e F) utilizando membranas de dialise. (A, D) 8% WPI-0,1% FG, (B, E) 8%
WPI-0,3% FG e (C, F) 8% WPI-0,5% FG. As setas e o detalhe mostram a separacao de
fases dos géis.

Antes da remocgdo dos géis das membranas de didlise, os géis bipoliméricos
formados pela adicdo de sais de calcio contendo 0,1% (m/m) de polissacarideo
aparentemente ndo apresentavam separacdo de fases, pois tinham aparéncia

homogénea, opaca e esbranquicada. Os géis contendo 0,3 e 0,5% (m/m) de

polissacarideo eram menos esbranquicados e com separagao pouco visivel (Figuras
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4.23A, B e C, respectivamente). Para os géis formados pela adicdo de sais de sodio
(translucidos) contendo 0,1 e 0,3% (m/m) de polissacarideo, a formacao de duas fases foi
claramente observada dentro da membrana, enquanto que no gel com adi¢do de 0,5%
(m/m) de FG nado era nitida a separacdo de fases (Figuras 4.23D, E e F,
respectivamente). Apdés a remogao dos géis das membranas e corte dos mesmos, foi
possivel observar uma separacao de fases no sentido radial dos géis bipoliméricos de
CaCl, (Detalhe das Figuras 4.23A, B e C).

A gelificacdo e a separagdo de fases ocorreram simultaneamente. No caso da
difusdo com sais de célcio, acredita-se que este sal, ao difundir-se lentamente, atuou
como uma ponte entre os grupos negativamente carregados promovendo a gelificagéo
instantanea. Ao mesmo tempo, ocorreu a separacao de fases, sendo que a fase menos
densa (polissacarideo) migrou para o centro, sendo mantidas as ligagbes proteina-
polissacarideo através das ligacbes cruzadas dos cétions divalentes. J& para os géis de
NaCl, a competicdo entre os dois processos, gelificacdo e separacao de fases, resultou
na formacdo de duas camadas de gel, uma rica em proteina e a outra rica em
polissacarideo (Detalhe das Figuras 4.23D e E).

Com a separacgao de fases, tinha-se a necessidade de analisar os géis em cada
uma das fases. No entanto, devido a falta de reprodutibilidade nos ensaios da fase
superior, que era muito pequena, optou-se por realizar os ensaios macroscopicos de
determinagdo das propriedades mecanicas e capacidade de retencdo de agua com
amostras das duas fases. Porém, para o ensaio de microscopia eletrénica de varredura
(SEM), foi possivel avaliar cada fase dos géis (superior e inferior), visto que esta analise
exige uma pequena quantidade de amostra. A fase superior correspondeu a extremidade
do gel que estava na parte superior quando a membrana contendo o gel foi retirada da

solucdo salina e a fase inferior correspondeu a outra extremidade do gel.

91



Capitulo 4. Resultados e Discussao

4.11.2.2) Propriedades mecénicas

Na Figura 4.24 estao apresentadas as propriedades mecanicas correspondentes a
tensdo e deformagédo na ruptura e médulo de elasticidade (Figuras 4.24A, B e C,
respectivamente) dos géis bipoliméricos formados a frio pela difusdo de sais de célcio ou
sodio utilizando membranas de didlise, em fungédo da concentragdo de polissacarideo da

linhaca (% m/m de FG) adicionada a solugao de proteinas do soro (8% m/m de WPI).

92



Capitulo 4. Resultados e Discussao

(A)

0 0,1 0,3 0,5
FG (% m/m)

aB ' aB bB dAe;

0 0,1 0,3 0,5
FG (% m/m)

E (kPa)

Figura 4.24. Propriedades mecénicas dos géis WPl — FG formados a frio através da
difusdo de sais de CaCl, (£ ) ou NaCl ( ) utilizando membranas de dialise. (A) Tensao
na ruptura (og), (B) Deformacao na ruptura (eg) € (C) Mddulo de elasticidade (E). As
barras representam o desvio padrao entre as replicatas. Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p<0,05). Letras minusculas: diferengas entre as concentragdes
de polissacarideo em cada sal estudado. Letras maiusculas: diferengas entre os sais

estudados na mesma concentracao de polissacarideo.
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Através da avaliagdo da tensdo de ruptura dos géis bipoliméricos pode-se
entender qual o papel do polissacarideo da linhaga na rigidez dos géis formados. Na
Figura 4.24A, verifica-se que a adi¢cdo de polissacarideo causou diminuicdo nos valores
de tensdo na ruptura para ambos os sistemas, sendo os géis com adicao de cloreto de
calcio mais rigidos que os géis com adicao de cloreto de sédio, 0 que pode ser explicado
pelo tipo de interacdo que os cations divalentes promovem, como ja citado no item
4.11.2.1. Esta diminuigcao na rigidez dos géis pode ter sido causada pela incompatibilidade
termodindmica dos biopolimeros com o aumento da concentragcdo de FG. Segundo
Bourriot et al. (1999), para o sistema caseina micelar — goma guar (neutra), a
incompatibilidade pode estar relacionada com a exclusdo mutua de volume dos
biopolimeros, a qual é conhecida como efeito de exclusdo de volume. No caso de
biopolimeros de mesma carga, este efeito pode estar associado ao aparecimento de
interacoes repulsivas entre os biopolimeros com o0 aumento da concentragéo
(Tolstoguzov, 2003). Portanto, esta reducédo pode ser tanto conseqiiéncia das interagdes
repulsivas entre cargas semelhantes quanto da exclusdo mutua de volume, devido ao
carater neutro e acido da FG.

Nos sistemas WPI — FG, a concentracdo de polissacarideo apresentou influéncia
significativa (p<0,05) sobre a deformabilidade dos géis com adigdo de CaCl,. Observou-se
uma diminuicdo da deformabilidade com o aumento da concentracdo de FG até 0,3%
(m/m), enquanto que os sistemas com NaCl foram mais deformaveis nestas mesmas
concentracdes. A influéncia negativa da adicdo de polissacarideo em todas as
concentragdes no sistema com cloreto de sédio e da adicao de até 0,3% (m/m) nos géis
com cloreto de calcio pode ser considerada como o resultado da incompatibilidade
termodinamica das macromoléculas (Figura 4.24B) que culminou com a separagédo de
fases (Figura 4.23). A incompatibilidade pode estar associada a formagao de agregados

de grande massa molecular durante o aquecimento das proteinas do soro que podem
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alcancar mais de 200 kDa (Cavallieri et al., 2007), sendo que o polissacarideo da linhaca
também possui alta massa molecular (Goh et al., 2006; Warrand et al., 2003).

O médulo de elasticidade para os sistemas com NaCl apresentou um aumento
significativo (p<0,05) a partir da adicdo de 0,3% (m/m) de polissacarideo enquanto que,
nos sistemas com CaCl, ele apresentou aumento significativo (p<0,05) com adigao abaixo
de 0,3% (m/m) de FG (Figura 4.24C). Estes valores se mostraram muito mais
dependentes do tipo de sal adicionado do que os valores de tensdo na ruptura e
confirmaram o carater mais rigido das estruturas formadas pelo cation divalente. O
aumento no médulo de elasticidade para os dois sistemas pode ser resultado da maior
sensibilidade deste parametro, obtido a baixas deformagdes, as intera¢des biopoliméricas.

A gelificagdo por meio de membranas de dialise pode ser considerada como um
processo lento de difusdo de sais, onde ha predominio da separacdo de fases devido a
cinética de gelificacdo mais lenta. Ao utilizar a menor taxa de acidificacao com GDL (pH
final de 5,2), Cavallieri (2007) encontrou uma diminuigdo na for¢ga do gel com o aumento
da concentracdo de goma guar, semelhante ao encontrado neste trabalho, enquanto que
o médulo de elasticidade néo apresentou mudanga significativa (p>0,05).

Estudos relacionados a gelificacdo a frio de proteinas do soro com adi¢cdo de
polissacarideo da linhaga nao foram encontrados na literatura. Porém, Chen et al. (2006a)
avaliaram o efeito da adicdo do polissacarideo da linhaga (0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 € 0,5%
m/m) sobre a forga, sinerese e propriedades viscoelasticas do gel de carragena que
continham 0,1% de KCI. Foi observada uma diminui¢cdo na forca e na sinerese do gel.

Tragcando um paralelo entre a formagao de géis a frio através da adigao direta de
sais (item 4.11.1.2) e através da difusdo dos mesmos utilizando membranas de didlise
(tem 4.11.2.2), pode-se verificar que foram obtidos comportamentos completamente
diferentes para os dois métodos de preparo de géis estudados. De uma maneira geral,

para o primeiro, observou-se um aumento na elasticidade dos géis bipoliméricos de
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cloreto de célcio ou s6dio, enquanto que a rigidez dos mesmos nao foi influenciada pelo
aumento da concentracdo de FG (Figuras 4.22C e A, respectivamente). Quanto a
deformabilidade, apenas os géis formados pela adicdo de sais de sodio mostraram
diminuicdo com a adi¢do de polissacarideo (Figura 4.22B). Ja para o segundo método, o
aumento na concentragdo de polissacarideo resultou na diminuicdo da forgca e da
deformacdo na ruptura e aumento na elasticidade dos géis, para ambos os sistemas
(NaCl e CaCl,) (Figuras 4.24A, B e C, respectivamente). A tensdo e deformagado na
ruptura e o modulo de elasticidade dos géis em ambos os métodos apresentaram
tendéncia semelhante, porém os sais estavam invertidos. Enquanto no método de adi¢édo
direta de sais, os géis de CaCl, apresentaram os menores valores de tensao na ruptura e
médulo de elasticidade e os maiores valores de deformacéo na ruptura em relagdo aos
géis de NaCl (Figuras 4.22A, B e C), o contrario foi observado para o método de difusao
de sais (Figuras 4.24A, B e C, respectivamente). Na adigcdo direta de sais, os géis
formados com CaCl, apresentaram-se mais frageis, devido a ruptura causada pela
agitacao do sistema, sendo assim, os sais de sodio foram mais efetivos, resultando em
géis mais rigidos (Figura 4.22A). No entanto, na difusdo de sais, onde prevaleceu a
separacao de fases, o célcio, através de suas pontes entre grupos carboxilicos negativos,
foi mais efetivo, resultando em géis mais rigidos (Figura 4.24A). Comparando os dois
métodos, gelificagdo rapida e lenta, em uma mesma concentragdo de FG, tem-se a
obtencgao de géis mais rigidos no método da adi¢do direta de sais de sddio e de géis mais

elasticos na difusdo lenta de sais de calcio.

4.11.2.3) Capacidade de retencao de agua (WHC)
A capacidade de retencdo de agua esta intimamente relacionada a estrutura da
rede dos géis. A Figura 4.25 apresenta os resultados de capacidade de retencao de agua

dos géis bipoliméricos formados a frio pela difusdo de sais de calcio ou sodio utilizando
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membranas de dialise, em fungdo da concentracao de polissacarideo da linhagca (% m/m

de FG) adicionada a solugao de proteinas do soro (8% m/m de WPI).
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Figura 4.25. Capacidade de retengéao de agua (WHC) dos géis WPI — FG formados a frio
através da difusdo de sais de CaCl, (El) ou NaCl () utilizando membranas de dialise.

As barras representam o desvio padrao entre as replicatas. Letras diferentes indicam

diferencas significativas (p<0,05). Letras minusculas: diferengas entre as concentragdes
de polissacarideo em cada sal estudado. Letras maiusculas: diferengas entre os sais
estudados na mesma concentracao de polissacarideo.

De maneira geral, as amostras bipoliméricas mostraram 6tima WHC, visto que as
proteinas do soro (Barbut, 1995a; Vardhanabhuti et al., 2001) e o polissacarideo da
linhaga apresentam boa capacidade de retengédo de agua, esta semelhante a goma guar
(Chen et al., 2007; Chen et al., 2006a; Goh et al., 2006). Os resultados mostraram que a
adicao de uma alta concentragédo de polissacarideo (0,5% m/m) levou a uma diminui¢éo
consideravel (p<0,05) na capacidade de retencdo de agua dos géis WPI — FG,
independente do sal adicionado. Sendo assim, a redu¢cdo na WHC foi conseqliéncia da
incompatibilidade entre os biopolimeros em altas concentragdes, que pode ter resultado
em redes mais porosas com menor capacidade de reter a agua via forcas capilares. Os

géis formados pela adigdo do sal de cation monovalente apresentaram maior capacidade
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de retencdo de agua, pois enquanto os cations divalentes fecham muito as cadeias,
indisponibilizando os sitios hidrofilicos para interacdo com a agua devido ao tipo de
ligacdo que eles promovem, o NaCl atraiu as moléculas de agua que ficaram ao seu
redor, impedindo que esta fosse liberada.

Outro estudo encontrado na literatura relacionado a sistemas mistos com adicao
de polissacarideo da linhaga foi realizado por Chen et al. (2007). Os autores estudaram os
efeitos da adicdo de goma de linhaga (0-2% m/m) sobre a temperatura de desnaturagéao
térmica das proteinas da carne (principalmente miosina), textura e propriedades
reolégicas. A textura e as caracteristicas visuais de géis de proteinas da carne
modificaram significativamente devido a adicdo de goma de linhaca. A medida que a
concentracdo de goma foi aumentada, os géis mistos apresentaram maior rigidez e
diminuicdo da sinerese, diferente do encontrado neste trabalho, o que poderia ser

atribuido a diferente natureza das proteinas envolvidas.

4.11.2.4) Microscopia eletronica de varredura (SEM)

Para compreender melhor os resultados de propriedades mecénicas e WHC dos
géis de proteinas do soro (WPI) e polissacarideo da linhaga (FG) formados a frio pela
difusdo de sais através de membranas de dialise, analisou-se a estrutura destes géis
utilizando a microscopia eletrénica de varredura (SEM). A Figura 4.26 apresenta as
microestruturas dos géis em concentracao fixa de WPI (8% m/m) e variada de FG (0; 0,1;
0,3 e 0,5% m/m) formados pela adicdo de sais de calcio ou sbédio nas fases superior e

inferior (FS e FI, respectivamente) (Figuras 4.26A, B, C, D, E, F, G, H, |, J,K, L, M e N).
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Figura 4.26. Micrografias SEM dos géis WPI — FG formados a frio pela difusdo de sais de

CaCly (A, C, E, G, |, K, M) ou NaCl (B, D, F, H, J, L, N) utilizando membranas de didlise,
nas fases superior e inferior (FS e Fl, respectivamente). A barra de escala corresponde a
10 pm.

Analisando a Figura 4.26, observa-se que os géis formados pela adigao de sais de
sédio apresentaram-se mais descontinuos e porosos que os de célcio na mesma fase e
concentracdo de FG, o que explica a menor rigidez e elasticidade destes géis (Figuras
4.24A e C, respectivamente). Este comportamento foi semelhante ao encontrado para os
géis puros de WPI (item 4.7). O aumento na porosidade da estrutura pode ser atribuido a
uma obstrugdo da interagdo proteina-proteina pelo polissacarideo e a um aumento nas
repulsdes eletrostaticas entre os mesmos.

Comparando as fases superior e inferior em uma mesma concentracdo de FG e
mesmo sal, verificou-se que o gel da Fl apresentou uma rede mais compacta, com
espacos vazios esféricos aleatoriamente distribuidos, enquanto que a FS foi bem mais
irregular. O aumento na concentracdo de polissacarideo nos dois sistemas (NaCl ou
CaCly) levou a formacgéao de géis com estrutura mais aberta e heterogénea na FS e com

maior quantidade de poros e descontinuidade na Fl, o que justifica a menor capacidade
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de retencao de agua (Figura 4.25) e os menores valores de tensdo na ruptura (Figura
4.24A) dos géis em maiores concentragdes de polissacarideo. A presenca de grandes
poros na rede do gel inibe a capacidade de imobilizar o solvente via forcas capilares
(Zeigler & Foegeding, 1990). Cavallieri (2007) também encontrou uma microestrutura
mais aberta com o aumento da concentragdo de goma guar, utilizando a menor taxa de
acidificagdo com GDL (pH final de 5,2).

A diferenga observada nas microscopias das fases superior e inferior pode ser um
indicativo da presenca de polissacarideo, principalmente na FS, onde se espera uma
concentracao deste biopolimero. Com isso, a fase rica em proteina levaria a formacgao de
estruturas mais continuas, enquanto que a presenga do polissacarideo acarretaria no
aumento da porosidade (descontinuidade da rede). A separacdo de fases macroscopica
poderia ser atribuida a cinética de separagdo de fases mais rapida que o processo de
gelificacdo. De maneira geral, a competicdo entre a gelificacdo e a incompatibilidade dos
biopolimeros (separacao de fases) nos sistemas com adicdo de sais de célcio ou sddio
por difusdo lenta (membranas de dialise) influenciou fortemente a microestrutura dos géis

WPI - FG.

4.11.2.4.1) Avaliacao da dimensao fractal (D) por analise de imagem SEM

Para quantificar a interferéncia do polissacarideo no sistema de agregacao das
proteinas, foram realizadas analises de imagens em micrografias SEM para a
determinacao da dimensao fractal dos géis bipoliméricos através do método de contagem
de caixas. As médias de dimensao fractal (Dy) para os diferentes sistemas WPI — FG
formados pela adicdo de sais de célcio e sédio por difusdo lenta (membranas de dialise),
nas fases superior e inferior, estdo apresentadas na Figura 4.27 (A, B, C e D,

respectivamente).
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Figura 4.27. Dimenséo fractal (D;) dos géis WPI — FG formados a frio através da difusédo de sais de CaCl, ( Eil - FS) ( - FI) (
M- puro WPI) (A) ou NaCl ( -FS) ( I - FI) ( []- puro WPI) (B) utilizando membranas de didlise, nas fases superior (C) e
inferior (D) (FS e FI, respectivamente). As barras representam o desvio padrao referentes a 5 imagens em 30 posigdes de
grade. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05). Letras minusculas: diferencas entre as concentragcbes de
polissacarideo em cada sal estudado. Letras mailsculas: diferencas entre os sais estudados na mesma concentragdo de
polissacarideo.
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Os valores médios de dimensao fractal (D) dos géis WPI — FG variaram entre 1,73
e 1,82, indicando um alto grau de complexidade fractal dos géis bipoliméricos.

Observando-se a Figura 4.27A, verifica-se que para o sistema com adigao de sais
de célcio, a dimenséo fractal (Dy) na Fl sofreu uma redugéo significativa (p<0,05) apenas
com a adicao de 0,5% (m/m) de FG em relagéo ao gel puro de WPI. No entanto, na FS
todas as concentracdes de polissacarideo reduziram os valores de Ds dos géis em relagéao
ao gel puro. Na Figura 4.27B, para o sistema com adicdo de sais de sddio,
comportamento semelhante foi observado para a FS, enquanto que os géis da Fl, com a
adicao de polissacarideo, apresentaram dimensdes fractais estatisticamente iguais
(p>0,05) as dos géis puros de WPI.

Com relacao a influéncia do sal adicionado sobre a dimenséo fractal dos géis nas
fases superior e inferior (Figuras 4.27C e D, respectivamente), pode-se dizer que na FS
apenas na menor concentracdo de FG (0,1% m/m) os sais ndo apresentaram influéncia
significativa (p>0,05) sobre os valores de dimenséo fractal. E na Fl, apenas na maior
concentracdo de polissacarideo (0,5% m/m) os sais influenciaram significativamente
(p<0,05) sobre a Dsdos géis formados.

Assim, os resultados obtidos sugerem que a rede estrutural dos géis formados na
fase superior foi influenciada pela adicao de polissacarideo e pelo tipo de sal adicionado,
este Ultimo nas maiores concentragcbes de FG. Por outro lado, a fase inferior mostrou
influéncia apenas da adicao de 0,5% (m/m) de FG em relagdo ao gel puro de WPI, no
sistema contendo célcio, e do tipo de sal adicionado nesta mesma concentragéo de FG.
Com isso, acredita-se que a influéncia da adicdo de polissacarideo sobre a dimensao
fractal dos géis da FS em relagdo ao gel puro de WPI indica que nesta fase prevaleceu a
incompatibilidade entre os biopolimeros (separagdo de fases), resultando em maior

porosidade do gel (Figura 4.26). O fato da D; dos géis da fase inferior, de maneira geral,
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nao ter sido influenciada pela adicao de FG pode ser um indicio da auséncia ou presenca
minima de polissacarideo nesta fase.

Analisando-se a Figura 4.27C, pode-se observar que os sistemas contendo CaCl,
apresentaram uma redugao na dimensao fractal em alta concentragéo de FG (0,5% m/m).
Acredita-se que isto possa estar associado ao efeito de exclusdo de volume entre a WPI e
a FG, comportamento semelhante ao encontrado por Cavallieri (2007) em sistemas
bipoliméricos (WPl — guar). Para os géis com adicdo de NaCl, observou-se uma
diminuicdo na Ds com o0 aumento da concentragéo de polissacarideo de 0,1 — 0,3% (m/m),
0 que pode ser consequéncia da redugdo na rugosidade da rede do gel devido ao
aumento nas interacdes eletrostaticas WPI — FG. A adicdo de 0,5% (m/m) de FG
provocou um aumento na dimensao fractal, podendo ser atribuido a uma diminuicao da
mobilidade dos biopolimeros devido a alta viscosidade do sistema. Estes resultados para
os géis com adigdo de NaCl foram semelhantes aos encontrados por Cavallieri (2007) em

sistemas WPI — xantana.
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A partir dos resultados observados para os sistemas de proteinas do soro
gelificadas a frio através da difusdo de sais de célcio ou sddio utilizando membranas de
dialise, pode-se concluir que os diferentes sais levaram a formacao de diferentes tipos de
estruturas. A difusdo de sais de calcio resultou na formacdo de uma rede particulada
(desordenada), e os géis apresentaram-se opacos, enquanto que a difusdo de sais de
sédio levou a formacao de géis com estrutura mais ordenada e, consequientemente, mais
transllcida. Em geral, 0 aumento na concentragéao de proteina levou a uma diminuicao na
claridade e porosidade dos géis e a um aumento na rigidez, elasticidade e capacidade de
retencao de agua, em ambos os sistemas (NaCl e CaCl,). Os géis formados pela difusao
de sais de célcio apresentaram-se mais rigidos e elasticos, menos deformaveis e com
menor capacidade de retencdo de agua em relacdo aos géis de sddio. A estrutura fractal
dos géis foi avaliada através da andlise de imagem e das propriedades mecanicas, sendo
observados resultados similares. Além disso, pode-se concluir que os géis de proteinas
do soro apresentam natureza de ligacao fraca, o que indica que as ligagcdes mais rigidas
entre os agregados protéicos foram formadas na etapa de desnaturagdo da proteina,
sendo elas responsaveis pelas caracteristicas de resisténcia da rede formada.

Em relagao ao estudo de caracterizagdo do polissacarideo da linhaga, observou-se
um comportamento de fluido pseudoplastico sem tensao residual. A adicao de sais levou
a uma redugao na viscosidade intrinseca e nos modulos elastico e viscoso das solugoes.
Em geral, esta reducdo foi resultado das interagdes entre os grupos carregados
negativamente do polimero e os ions salinos, o que resultou em menor volume
hidrodinamico e elasticidade.

Nos géis mistos de polissacarideo da linhaga e proteinas do soro observou-se um
aumento da complexidade, modificagdo da estrutura e das propriedades dos géis, em
relacdo aos géis puros de proteinas do soro. Através do estudo dos métodos de preparo

dos géis, a adi¢ao direta ou a difusdo de sais, pode-se observar a formacao de sistemas
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com propriedades mecéanicas bastante distintas, sendo a separacdo de fases
macroscopica observada apenas no segundo método. Em geral, na formagédo de géis
bipoliméricos pela difuséo lenta de sais através de membranas de didlise, o aumento na
concentracdo de polissacarideo da linhaca levou a uma diminuicdo na rigidez,
deformabilidade e na capacidade de retencdo de agua dos géis como conseqléncia da
incompatibilidade termodinamica entre os biopolimeros. Esta incompatibilidade resultou
em um aumento na porosidade dos géis observada nas microscopias, sendo que os géis
da fase superior apresentaram-se mais irregulares e tiveram sua dimenséo fractal
influenciada pela concentracao de polissacarideo e pelo tipo de sal adicionado, enquanto
que os géis da fase inferior apresentaram um indicio da auséncia ou presenga minima de
polissacarideo. No entanto, foi com a adicao direta de sais de sodio que obteve-se os géis
bipoliméricos mais fortes, enquanto que a maior fragilidade dos géis obtidos com a adicao
direta de sais de calcio, poderia ser minimizada utilizando-se um menor tempo de
agitacao do sistema. Portanto, conclui-se que o método da adicao direta de sais seria 0
mais indicado visando melhor estrutura (sem separacdo de fases macroscopica) e
propriedades mecénicas dos geéis formados com maior viabilidade de uso em escala

industrial.
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Anexo 1

ANEXO 1. Estudo da condicao 6tima de extracao do polissacarideo da
linhaca. Validacao da razao de precipitacao etanol:extrato, temperatura

de extracao e razao de diluicao agua:semente
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Nesta sessao estdo apresentados os ensaios preliminares realizados na tentativa
de reproduzir a condigcdo otimizada por Cui et al. (1994b) para a extragdo aquosa do
polissacarideo da linhaga (FG). Neste estudo, os autores avaliaram a extragao em fungao
da temperatura (25-100°C), pH (2,0-7,0) e razdo agua:semente (6,0-20,0), tendo como
respostas o rendimento, a viscosidade aparente e o teor de proteina da FG. Utilizando a
metodologia de superficie de resposta, as condicées étimas de extracdo encontradas
foram: temperatura de 85-90°C, pH 6,5-7,0 e razdo agua:semente de 13,0. No entanto,
além da condigao otimizada por Cui et al. (1994b), optou-se por estudar outras condicdes,
com o intuito de melhorar o rendimento de FG, facilitar o processo de extragao e reduzir
residuos e custos. Entdo, as condicoes de extracdo avaliadas foram: razao de
precipitacao etanol:extrato (1:1, 2:1 e 3:1), temperatura de extracao (85°C, 40°C e choque
inicial a 85°C com extracdao a temperatura ambiente) e razdo agua:semente (13; 17,2 e
20,0). A variavel razado de precipitacdo etanol:extrato ndo foi estudada por Cui et al.
(1994b), sendo a precipitacdo em trés volumes de etanol 95% utilizada pelos autores. Os
ensaios foram realizados com a semente de linho comprada em um supermercado local.

A Figura A1 apresenta um esquema da extracdo do polissacarideo da linhaca e

das diferentes condicoes avaliadas nos trés estudos realizados.
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Sementes inteiras

Razao agua:semente (13,0; 17,2 ou 20,0)
pH6,5-7,0

Agua destilada
(40, 85 ou 85 — 25°C)

Homogeneizacao
mecanica (3 horas)

}

Peneiragem
(0,84 mm (20 mesh))

A 4

Extrato

Precipitagao

(1, 2 ou 3 volumes de etanol 95%)

Centrifugagao

|

Precipitado

Disperséao
em agua destilada

|

Liofilizagao

Figura A1. Fluxograma de estudo da extragao do polissacarideo da linhaga.

A centrifugagéo foi realizada a 10000 g, 4°C e 30 min, de acordo com Fedeniuk &
Biliaderis (1994) e o tempo de liofilizag&o foi definido em 72 horas de acordo com ensaios

preliminares.

1.1) Razao de precipitacao etanol:extrato

Este estudo foi realizado com o intuito de minimizar custos em relagéo ao volume
de etanol utilizado nas precipitagbes e conseqlientemente, reduzir o volume de residuo
gerado, sem que houvesse grandes perdas no rendimento. Para isso, avaliou-se trés

diferentes razdes etanol:extrato (1:1, 2:1 e 3:1) na precipitacdo de FG e os resultados
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estdo apresentados na Tabela A1. A razdo agua:semente utilizada foi de 13,0 (otimizada
por Cui et al., 1994b) e a temperatura de extragcdo foi o choque inicial a 85°C com
extragdo a temperatura ambiente (25°C). Apesar desta condi¢do ndo ser a otimizada,
optou-se por ela devido a sua facilidade na etapa de peneiragem (baixa viscosidade).
Esta extragdo consistiu em mergulhar as sementes de linho inteiras em agua destilada,
inicialmente a 85°C, e entdo, realizar a homogeneizagdo mecéanica sem controle de

temperatura, sendo que ao final das 3 horas de agitacao a solugao estava a 25°C.

Tabela A1. Resultados da FG extraida em relacdo a FG inicial utilizando diferentes
razdes de precipitagdo etanol:extrato.

Razao Massa de Volume de FGextraidae  FGexiraida
etanol:extrato semente (g) extrato (mL) liofilizada (g) FGinicial
1:1 22 200 0,79+£0,04 0,45
2:1 22 200 1,09 £ 0,06 0,62
3:1 22 200 1,12+ 0,08 0,64

Estes valores sao a média de dois ensaios.

A partir da Tabela A1, verifica-se que utilizando a razao etanol:extrato de 2:1
obtém-se uma melhora no rendimento de FG em torno de 38% em relacdo a razéo 1:1.
No entanto, utilizando um volume de etanol 3 vezes maior que o volume de extrato,
obteve-se um aumento no rendimento em torno de 3% em relagéo a razdo 2:1. Assim,
apesar deste pequeno aumento ao utilizar uma razao 3:1, acredita-se que o melhor seria
precipitar em dois volumes de etanol 95%, pois reduziria bastante o consumo de etanol e

consequientemente, os custos e a geragao de residuos.

1.2) Temperatura de extracao

O objetivo deste estudo foi verificar a influéncia da temperatura de extragéo sobre

o rendimento de fibras sollUveis em relacdo ao valor teérico e o rendimento de FG em
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relacdo a massa seca e Umida das sementes. Além disso, foi avaliada a influéncia da
temperatura de extracao sobre as propriedades reoldgicas dos extratos obtidos. Foram
estudadas trés diferentes temperaturas de extracdo: 85°C, 40°C e choque inicial a 85°C
com extracado a temperatura ambiente (25°C), baseado no estudo de Cui et al. (1994b), e
os resultados estdo apresentados na Tabela A2. As duas primeiras condigbes foram
estudadas em béquer encamisado com circulagdo externa de agua quente e a ultima, foi
estudada conforme ja descrito no item 1.1. Para o calculo do rendimento de fibras
soluveis em relagdo ao valor teorico foi considerado que 8% de fibras soluveis estao
presentes nas sementes de linho, de acordo com Goh et al. (2006). A razao etanol:extrato
utilizada foi de 2:1 (definida no item 1.1) e a razado agua:semente foi de 13,0 (otimizada

por Cui et al., 1994b).

Tabela A2. Rendimento de extragdo em diferentes temperaturas.

Rendimento (%)

Temperaturade Fibras soluveis FG em relacio FG em relacdo a

extracao (°C) emrelacioao  amassaseca massa Umida
valor tedrico semente semente
85 82,80 6,91 6,62
85 86,90 7,25 6,95
85 69,40 5,81 5,55
40 57,60 4,81 4,61
85-25 44 .64 3,74 3,57
85-25 43,43 3,64 3,47
85-25 46,67 3,91 3,73

Mazza & Biliaderis (1989) realizaram um estudo da influéncia do tempo (0,5; 1,0;
2,0; 4,0; 6,0 e 8,0 horas) e da temperatura (25°C, 100 — 25°C e 100°C) de extracéao
aquosa da mucilagem da semente de linho, e encontraram a 25°C uma variacdo no

rendimento de 3,5 a 5,5% de mucilagem em relagdo a massa de semente no intervalo
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estudado (0,5-8,0 horas), enquanto que extragdes a quente (100°C) renderam em torno
de 9% de FG no mesmo intervalo de tempo. Com o intuito de diminuir o escurecimento
que foi observado na extragao a 100°C em relagdo a extracao a temperatura ambiente e
melhorar o rendimento, os autores realizaram uma extracao a temperatura ambiente, mas
com a agua inicialmente a 100°C, obtendo um rendimento em torno de 7,7% de
mucilagem com 3 horas de extracdo. A partir destes dados e analisando-se a Tabela A2,
verifica-se que a extragdo a 85°C foi a que apresentou os maiores rendimentos de FG,
condicdo em que também foi observado um maior escurecimento do extrato em relacéo a
extracao 85 — 25°C, porém o rendimento da extracdo de FG nesta ultima condigédo reduziu
quase que pela metade, diferente do encontrado pelos autores. Com isso, conclui-se que
nao valeria a pena reduzir a temperatura de extragdo com o intuito de diminuir o
escurecimento do extrato, pois perde-se muito em rendimento de FG. Os resultados
encontrados foram inferiores aos obtidos por Mazza & Biliaderis (1989), porém deve-se
salientar que neste estudo utilizou-se maior razao agua:semente (1:20 m/v) e maior
temperatura de extracao.

De acordo com o modelo obtido por Cui et al. (1994b) para a extracdo aquosa de
FG, obtém-se um rendimento em torno de 3,6% de FG em relagdo a massa de semente
na temperatura de 40°C, pH 6,5-7,0 e razdo agua:semente de 13,0, resultado este inferior
ao encontrado no presente trabalho. Ainda pelo modelo, na condicdo otimizada
(temperatura de 85°C, pH 6,5-7,0 e razdo agua:semente de 13,0), o rendimento seria em
torno de 7,2%. Cui et al. (1994a) extrairam a goma utilizando a metodologia otimizada por
Cui et al. (1994b) e encontraram um rendimento de 7,9% de FG em relagdo a massa de
semente. Os rendimentos obtidos nestes dois estudos foram apenas um pouco superiores
ao encontrados neste trabalho.

A Figura A2 apresenta o comportamento reoldgico do extrato das sementes de

linho no estado estacionario em funcédo da taxa de deformacdo. Os extratos avaliados
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foram obtidos a partir da extracéo a 85°C e utilizando o choque inicial a 85°C e extragéo a

temperatura ambiente (25°C).
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Figura A2. Curvas de escoamento (a, b) e viscosidade aparente (c) a 25°C dos extratos
das sementes de linho extraidos a 85°C (a) e com choque inicial a 85°C e extraido a

temperatura ambiente (25°C) (b). (A) 85°C e (A) 85 — 25°C.
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A partir das Figuras a e b, verifica-se que a extracdo a 85°C apresentou uma
variagdo com o tempo de cisalhamento (rompimento estrutural), ou comportamento
fortemente tixotropico. Observa-se também, a existéncia de um comportamento de fluido
pseudoplastico, visto que a viscosidade aparente diminuiu com o aumento da taxa de
deformagéao aplicada, sendo a viscosidade da extragdo a 85°C superior a do extrato 85 —
25°C (Figura c). As curvas de escoamento foram ajustadas utilizando-se o modelo Lei da
Poténcia (Equacdo 13) e os valores de viscosidade aparente a 100 s™ foram calculados

(Tabela A3).

Tabela A3. Efeito da temperatura de extracao de FG no indice de consisténcia (k), indice

de comportamento (n) e viscosidade (N0 @ 100 s dos extratos obtidos.

k (Pa.s") n N100 (Pa.s)
85°C 0,83 0,56 0,11
85 —25°C 0,16 0,71 0,04

A partir da Tabela A3, pode-se observar que o indice de comportamento (n) foi
maior para a extragdo com choque inicial a 85°C e extraido a temperatura ambiente
(25°C), enquanto que o indice de consisténcia (k) e a viscosidade a 100 s foram maiores
para a extracao a 85°C. Portanto, tem-se que o0 aumento na temperatura de extragao de
FG promoveu um aumento da viscosidade do extrato (aumento da resisténcia ao
escoamento) e de sua pseudoplasticidade, o que também pdde ser observado na Figura
A2. Pode-se dizer que com o aquecimento (85°C), os grupos reativos da cadeia de
polissacarideo se abrem formando ligacées entre si, aumentando a viscosidade da
solugdo, como resultado da formagdo de uma rede bastante estruturada (gel). Porém,
com a aplicacdo da deformacdo, esta estrutura acaba rompendo, diminuindo a
viscosidade (sol). Neste caso, o comportamento tixotrépico poderia ser descrito em

termos da transicao sol-gel.
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Na extragéo a 85°C, obteve-se os maiores rendimentos, conforme observado na
Tabela A2, porém verificou-se também um aumento na viscosidade do extrato (Figura
A2). Portanto, visando maior rendimento de FG e facilitar o processo de extragao,
principalmente a etapa de peneiragem, onde a viscosidade influencia bastante, optou-se

por estudar uma maior razdo agua:semente na temperatura de extragao de 85°C.

1.3) Razao agua:semente

Neste estudo, além da busca pela facilidade no processo de extragéo, tinha-se a
preocupacao em escolher uma condicdo que nao apresentasse perda no rendimento.
Para isso, avaliou-se a influéncia de trés diferentes razdes agua:semente (13; 17,2 e 20) e
os resultados estdo apresentados na Tabela A4. Para o célculo do rendimento de fibras
solluveis em relacdo ao valor tedrico, como ja citado anteriormente, foi considerado que
8% de fibras solluveis estdo presentes nas sementes de linho (Goh et al., 2006). A
temperatura de extragé@o utilizada foi 85°C (definida no item 1.2) e a razdo etanol:extrato

utilizada foi de 2:1 (definida no item 1.1).

Tabela A4. Rendimento de extragdo em diferentes razées agua:semente.

Rendimento (%)

Razao Fibras soluveis FG emrelacao FG em relacao
agua:semente em relacao ao amassaseca amassaumida
valor tedrico semente semente
1:13 69,40 5,81 5,55
1:13 73,10 6,12 5,84
1:17,2 77,90 6,52 6,23
1:17,2 76,40 6,40 6,12
1:20 76,60 6,42 6,13
1:20 75,50 6,33 6,04
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Analisando-se a Tabela A4, pode-se observar que os maiores rendimentos foram
obtidos utilizando as razdes de 17,2 e 20,0. Portanto, optou-se pela razdo de 20,0, pois
uma maior razao facilitaria na etapa de peneiragem, visto que o extrato obtido a 85°C é
bastante viscoso (item 1.2). A partir do modelo gerado por Cui et al. (1994b) para a
extragdo aquosa de FG, na temperatura de 85°C e pH 6,5-7,0, obtém-se um rendimento
em torno de 7,2% para a razdo agua:semente de 17,2 e de 6,9% de FG em relacdo a
massa de semente na razdo de 20,0, resultados semelhantes aos encontrados neste
trabalho.

A partir destes ensaios preliminares, foram definidas as melhores condicbes de
extragado do polissacarideo da linhaga (FG) das sementes de linho, sendo elas: razéo de
precipitacdo etanol:extrato (2:1), temperatura de extracao de 85°C e razdo agua:semente
de 20,0. Com isso, pode-se dizer que apenas o0s resultados da temperatura de extracao
reproduziram a condicao otimizada por Cui et al. (1994b).

Assim, nas condicdes definidas, realizou-se a extracdo de FG das sementes de
linho adquiridas no comércio local (Sabor da Terra Agro Industria Ltda, Braganga Paulista,
SP) para a realizagcdo de todos 0s ensaios descritos ao longo deste trabalho, sendo o
rendimento final de extracao de 95,45% de fibras solUveis em relagéo ao valor teérico, de
8,02% de FG em relagdo a massa seca de semente e de 7,64% de FG em relacdo a

massa Umida de semente.
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