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The interactions between components are more

significant for the functionality of a multicomponent

physical system than the composition of the components.
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RESUMO GERAL 

Proteínas e polissacarídeos correspondem a biopolímeros muito utilizados pela 

indústria de alimentos devido às suas características funcionais, porém 

apresentam uma incompatibilidade natural quando em soluções. Sistemas 

compostos por proteínas do soro e xantana foram avaliados neste trabalho em 

diferentes condições de pH, com as proteínas nativas e desnaturadas 

termicamente. Análises de eletroforese em gel de poliacrilamida foram realizadas 

para verificar o efeito do tratamento térmico nas proteínas do soro, mostrando que 

o aquecimento de soluções de proteínas do soro a 80ºC por  trinta minutos causou 

a formação de grandes agregados protéicos estabilizados principalmente por 

interações dissulfídicas. Estes agregados tiveram influência marcante no 

comportamento de fases destas proteínas com a xantana. Soluções nativas de 

isolado protéico de soro 5% (p/p) e xantana entre 0,01% a 1% se revelaram 

compatíveis, porém quando as proteínas foram termicamente desnaturadas, estes 

sistemas se mostraram termodinamicamente incompatíveis, separando em duas 

fases. Um diagrama de fases capaz de descrever a região de incompatibilidade 

termodinâmica desses sistemas foi determinado, porém limitações experimentais 

atribuídas principalmente à ineficiência da ultracentrifugação na separação das 

fases incompatíveis quando as soluções possuem elevada viscosidade impediu a 

determinação da binodal de equilíbrio. O principal mecanismo termodinâmico 
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envolvido na incompatibilidade termodinâmica seria a baixa entropia quando as 

proteínas do soro estão agregadas, porém efeitos de volume excluído entre os 

agregados e as grandes moléculas de xantana também poderiam estar envolvidos 

nesta incompatibilidade, principalmente quando as soluções são diluídas. A 

técnica reológica conhecida como compressão biaxial imperfeita com lubrificação 

foi adequada na determinação de diferenças de consistência de géis ácidos de 

isolado protéico de soro 7% (p/p). As soluções (48h armazenamento/10ºC) 

apresentaram estabilização de pH entre 3,36 e 5,63 e os índices de 

comportamento do fluido em regime extensional variaram entre 0,19 e 0,43, 

enquanto que os índices de consistência extensional variaram entre 131 e 4127 

kPa.sn, indicando o caráter pseudoplástico destes géis. Os géis mais consistentes 

foram obtidos nos pHs 4,73 e 5,10. Interações dissulfídicas foram responsáveis 

pela estabilização dos agregados no tratamento térmico e podem estar envolvidas 

no processo de gelificação, enquanto que interações eletrostáticas seriam as 

principais envolvidas na agregação das proteínas durante a redução do pH. 

 

Palavras chave: Proteínas do soro, xantana, glucona-delta-lactona, separação de 

fases, diagrama de fases, viscosidade extensional. 
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GENERAL ABSTRACT 

 Proteins and polysaccharides are two biopolymers widely used in food industry 

for their functional characteristics, but these biopolymers show natural 

thermodynamic incompatibility in solution. Native and heat denatured whey 

proteins and xanthan systems were studied in this work in different pH conditions. 

Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) analysis was used to verify the effect 

of heat treatment on whey proteins showing that the experimental conditions (80ºC 

for 30 minutes) caused protein aggregation in large aggregates stabilized mainly 

by disulfide interactions. The large protein aggregates had great influence on 

phase behavior between such proteins and xanthan. Native whey protein (5% w/w) 

and xanthan (0,01-1% w/w) solutions are soluble, but such solutions become not 

soluble and show thermodynamic incompatibility, when the proteins are heat 

denatured. A phase diagram was established and it was able to describe the 

concentration region of ingredients incompatibility. The binodal line was not drawn 

due to experimental limitations, probably associated to the inefficiency of the 

ultracentrifugation to separate the incompatible phases of high viscosity. Low 

mixture entropy due to protein aggregation is the main thermodynamic event 

leading to phase separation of this systems, but excluded volume effects between 

protein aggregates and great xanthan molecules could be involved in this 

incompatibility, mainly for diluted solutions. Imperfect lubricated squeezing flow 

viscosimetry analysis was able to distinguish consistency differences in acidified 

whey protein isolate (7% w/w) gels. The pH of whey protein solutions (48h 
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storage/10ºC) was stabilized between 3,36 and 5,63 and the flow index values 

under extensional flow were between 0,19 and 0,43, while the consistency index 

values under extensional flow were between 131 and 4127 kPa.sn, indicating the 

shear thinning behavior of such gels. The strongest gels were obtained in the pH 

range between 4,73 and 5,10. Disulphide interactions were responsible for protein 

aggregation caused by the heat treatment, while electrostatic interactions could be 

the mainly factor determining protein aggregation during pH reduction. 

 

Key-words: Whey proteins, xanthan, glucone-delta-lactone, phase separation, 

phase diagram, extensional viscosity. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

1

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1 

 

 

 

Introdução Geral e Objetivos 
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 A preferência dos consumidores por produtos industrializados que 

apresentam reduzido teor de gordura, porém com características de melhor 

textura, aparência mais firme e sabor agradável tem crescido ao longo dos últimos 

anos. A indústria de laticínios tem vivenciado esta demanda, levando a uma 

intensificação e diversificação das linhas de produção e desenvolvimento de 

ingredientes aptos a conferir tais atributos aos alimentos formulados. Alimentos 

processados são estruturados e estabilizados por um complexo arranjo de vários 

constituintes alimentícios e dentre estes, proteínas e polissacarídeos 

desempenham um papel chave devido às suas propriedades funcionais individuais 

ou de interação (sinergisticas ou antagônicas). 

 As proteínas do soro, que no passado foram reconhecidas como um 

subproduto da fabricação de queijos e caseína, atualmente são consideradas 

como produto principal de elevado valor agregado devido às suas características 

funcionais únicas e elevado valor nutricional. Estas proteínas podem ser 

encontradas em um grande número de produtos com diferentes conteúdos 

protéicos e perfis de funcionalidade, como os concentrados e isolados protéicos 

de soro, que tem uma intensa aplicação como ingredientes de produtos lácteos. 

 Entre os compostos utilizados como ingredientes, também são encontrados 

alguns polissacarídeos como a xantana, muito utilizada em produtos lácteos pela 

sua capacidade de conferir aumento de viscosidade de soluções e formação de 

géis devido à sua elevada habilidade de ligação com a água  (Morris, 1995), 

levando a uma melhoria das características reológicas de textura e estabilidade 

dos alimentos (Syrbe et al., 1998). 

 Proteínas e polissacarídeos também são chamados de biopolímeros, e um 

estudo qualitativo para a explicação de suas propriedades em sistemas aquosos é 

de extrema importância. Estes biopolímeros são complexos, com uma extensa 

faixa de interações moleculares, afetando sensivelmente as características 

reológicas e de equilíbrio de fases dos alimentos que os contém  (Syrbe et al., 

1998). 
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 A determinação de diagramas de equilíbrio dos sistemas de proteínas do 

soro e xantana são importantes no conhecimento das fronteiras de separação de 

fases. Esta informação é importante no desenvolvimento de projetos de 

formulação de produtos, uma vez que produtos que apresentam fases separadas 

não são bem aceitos pelos consumidores, que associam separação de fases a um 

produto degradado e que perdeu qualidade. 

 As propriedades reológicas obtidas a altas deformações são relevantes no 

desenvolvimento de processos como, por exemplo, o bombeamento ou agitação 

de soluções. As altas taxas de deformações também estão relacionadas com a 

percepção sensorial dos alimentos durante a ingestão. Neste caso, a viscosidade 

obtida em fluxo extensional é um importante parâmetro que está associado à 

textura, mostrando uma boa correlação com a percepção da textura do alimento 

no ato de deglutir. 

 O objetivo geral deste trabalho foi estudar as interações entre os 

componentes dos sistemas-modelo de proteínas do soro e xantana, verificando o 

impacto da desnaturação térmica das proteínas no equilíbrio termodinâmico do 

sistema. Além disso foram determinadas as propriedades reológicas em 

escoamento extensional de soluções de proteínas do soro acidificadas com o 

éster glucona-δ-lactona. 

 Os objetivos específicos foram: 

1.  Estudar o efeito do tratamento térmico de 80ºC por um tempo de 30 

minutos nas proteínas do soro do leite através de análise de eletroforese 

em gel de poliacrilamida. 

2. Estudar o equilíbrio termodinâmico de misturas de xantana e proteínas do 

soro, nativa e desnaturada termicamente, no pH 7,0. Avaliar as interações 

envolvidas nesse tipo de sistema e analisar a região de incompatibilidade 

termodinâmica. Verificar a eficácia de técnicas de ultracentrifugação na 

separação destes sistemas principalmente em condições de elevada 

viscosidade das soluções. 
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3. Determinar os parâmetros reológicos em escoamento extensional de géis 

obtidos a partir da acidificação de soluções de proteínas do soro com o 

éster glucona-δ-lactona, utilizando a técnica reológica conhecida como 

compressão biaxial imperfeita com lubrificação. 

Organização do trabalho 

 A apresentação deste trabalho se encontra dividida em uma introdução 

(capítulo 1); uma revisão bibliográfica geral sobre as proteínas do soro do leite e a 

xantana, sobre a técnica de compressão biaxial imperfeita com lubrificação e 

alguns tópicos sobre equilíbrio termodinâmico entre proteínas e polissacarídeos 

(capítulo 2). 

 No capítulo 3 é realizada uma discussão sobre o efeito da agregação das 

proteínas do soro após um tratamento térmico de 80ºC por 30 minutos no 

equilíbrio termodinâmico destas proteínas com a xantana. Foram realizadas 

análises de ultracentrifugação com o objetivo de separar as fases destes sistemas 

e em seguida foram determinadas as composições das fases separadas com o 

objetivo de construir um diagrama de fases que fosse representativo do equilíbrio 

deste sistema.  

 O capítulo 4 apresenta uma análise dos parâmetros reológicos obtidos em 

fluxo extensional de géis de proteínas do soro acidificados com glucona-δ-lactona, 

estabilizados em diferentes valores de pH após um período de armazenamento de 

48 horas a 10ºC. Na realização deste trabalho foi utilizada a técnica de 

compressão biaxial imperfeita com lubrificação. 

 No capítulo 5 são apresentadas algumas conclusões gerais e sugestões 

para trabalhos futuros. 
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2.1 - Proteínas do leite 

 As proteínas correspondem em média a 3,5% da composição do leite, 

sendo que as caseínas, as albuminas e as globulinas são de excelente valor 

nutricional. As caseínas estão presentes no leite na forma coloidal, 

correspondendo a cerca de 78% do total de proteínas, enquanto que as globulinas 

são cerca de 18% e as albuminas 4% (Usdec, 2002). A albumina está presente na 

película que se forma no leite logo após o seu cozimento, ou ainda, na espuma 

que se observa durante a fervura ou o desnatamento. A albumina e a globulina do 

leite também são conhecidas como lactoalbumina e lactoglobulina, são 

completamente solúveis em água e não se coagulam pela ação de coalho sendo, 

portanto encontradas no soro resultante da fabricação de queijos. Decorre daí a 

denominação de proteínas do soro, de onde podem ser extraídas por floculação 

em meio ácido com aquecimento, dando origem ao que se chama de ricota 

(Harris, 1990). 

2.2 - O Soro do Leite 

 O soro é uma fonte significativa de proteínas funcionais para a indústria 

mundial de alimentos. Produzido principalmente através da fabricação de queijos e 

caseína, os concentrados e isolados protéicos de soro em pó são encontrados em 

um amplo perfil de concentrações de proteína que variam entre 25 e 95%. No 

preparo destes produtos são utilizadas técnicas diferentes – incluindo 

ultrafiltração, cristalização, precipitação, osmose reversa e outros métodos de 

separações físicas para criar produtos a base de soro de leite, de acordo com 

especificações fornecidas pelo usuário final (Usdec, 2002). 

 As proteínas do soro são utilizadas no desenvolvimento de novos produtos 

por possuírem vantagens intrínsecas tais como sabor suave e capacidade de 

formação de gel, que acaba por conferir textura atrativa aos produtos formulados. 

Em produtos como pudins e iogurte, o aumento da capacidade de retenção de 

água ajuda a produzir uma consistência mais viscosa e a controlar a separação de 
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fases. As proteínas do soro têm desempenho funcional semelhante aos 

emulsificantes tradicionais (gema de ovo) em molhos do tipo maionese, porém seu 

teor de colesterol é mais baixo. A estabilidade de sistemas com proteínas de soro 

pode ser aumentada com a adição de gomas ou por meio de aquecimento do 

sistema para criar o gel protéico (Bottomley et al., 1990). 

 As proteínas do soro são solúveis em uma ampla faixa de pH, exceto na 

faixa de pH correspondente ao ponto isoelétrico. A desnaturação e pequena perda 

de solubilidade ocorre quando as proteínas são submetidas a temperaturas 

superiores a 60° C e/ou modificação do pH da solução. As características das 

proteínas do soro do leite podem ser visualizadas na Tabela 2.1. 

 

Tabela 2.1: Composição do soro do leite e algumas propriedades dos 

componentes (Bottomley et al., 1990). 

Proteínas 

Massa 

molecular 

(Da) 

Ponto 

Isoelétrico 

Concentração 

aproximada 

no soro (g/l) 

Quantidade 

aproximada do 

total de 

proteínas do 

soro (%) 

ββββ-lactoglobulina 18.363 5,35-5,49 3,0 50 

αααα-lactoalbumina 14.175 4,2-4,5 0,7 12 

Imunoglobulinas 
(1,61 a 

10)x105 
5,5-8,3 0,6 10 

Albuminas 

séricas 
66.267 5,13 0,3 5 

Proteases-

Peptonas e 

proteínas 

menores 

4.100 a 

40.800 
3,3-3,7 1,4 23 
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2.2.1 - Beta Lactoglobulina (ββββ-Lg) 

 A β-lactoglobulina é uma proteína globular, que possui duas pontes 

dissulfídicas e um grupo tiol livre incluso na estrutura da proteína, existindo 

principalmente como um dímero no pH neutro (Schokker et al., 2000). No seu 

estado natural, a β-lactoglobulina aparece como um complexo globular protéico 

enovelado em estruturas tridimensionais com o lado hidrofóbico da cadeia de 

aminoácidos voltados para o interior, enquanto o lado polar está exposto ao 

exterior. O aquecimento das soluções de β-lactoglobulina acima de uma certa 

temperatura causa uma abertura parcial destes complexos globulares, expondo os 

aminoácidos localizados no interior, e levando à agregação parcial ou completa da 

proteína desnaturada (Eleya & Turgeon, 2000). Esta fração é considerada como o 

principal agente gelificante do soro. 

 Em pHs entre 5,1 e 6,7 a β-lactoglobulina se apresenta como um dímero 

estável consistindo de duas unidades esféricas. Em pHs menores que 3,0 ou 

maiores que 8,0 os dímeros se dissociam em monômeros. Na faixa de pH entre 

5,1 e 3,8 (abaixo do pI) a β-lactoglobulina tende a formar octâmeros, quando em 

baixa temperatura e elevadas concentrações de proteína. Da mesma forma que as 

demais proteínas do soro do leite, a β-lactoglobulina se desnatura termicamente 

quando aquecida por 30 minutos a temperaturas superiores a 60ºC. A 95ºC se 

verifica completa desnaturação, com extensa transformação conformacional e a 

exposição de áreas hidrofóbicas e grupos nucleofílicos (-SH: ε-NH+
3) altamente 

reativos (Sgarbieri, 1996). 

2.2.2 - Alfa-Lactoalbumina (αααα-La)  

 O segundo maior componente das proteínas do soro é a α-lactoalbumina, 

uma pequena e compacta proteína globular que é estabilizada por quatro pontes 

dissulfídicas e que não contém grupo tiol livre (Schokker et al., 2000). 

 A propriedade característica da α-lactoalbumina é a tendência de formar 

associações em pHs abaixo de seu ponto isoelétrico. No pH natural do leite (pH 
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6,6), e acima deste valor, a α-lactoalbumina aparece como um monômero 

(Sgarbieri, 1996). 

 A α-lactoalbumina possui peso molecular em torno de 14 kDa e está 

presente no soro em torno de 1 a 1,5 g/L, e representa 20% do total de proteínas 

do leite. Apresenta forma esférica e possui estrutura globular compacta com 

quatro pontes dissulfídicas. Por muito tempo foi considerada a proteína do soro 

mais estável à temperatura, mas evidencias indicam que é susceptível à 

desnaturação térmica, em temperaturas a partir de 65ºC em pH 6,7, com 80 a 

90% da desnaturação sendo reversível após o resfriamento. Esta elevada 

capacidade de renaturação tem sido atribuída a sua aparente resistência térmica  

(Morr & Ha, 1993). 

2.2.3 - Albumina Sérica (BSA) 

 A albumina sérica está presente no leite de vaca com concentração em 

torno de 0,4 g/L sendo idêntica a forma isolada do soro sangüíneo, possuindo 

peso molecular em torno de 69 kDa. Esta proteína possui 17 pontes dissulfídicas 

intermoleculares e um grupo tiol livre. É mais conhecida por sua função de 

transporte de ácidos graxos no sistema circulatório sendo solúvel em água em 

níveis acima de 35%, passando por extensa precipitação na faixa de temperatura 

de 40 a 45ºC. A maior parte de seus resíduos hidrofóbicos é exposto e sujeito a 

interações intermoleculares em temperaturas superiores a 40ºC  (Morr & Ha, 

1993). 

2.2.4 - Imunoglobulinas 

 O termo Imunoglobulinas é aplicado para uma família de proteínas 

presentes no soro, de elevado peso molecular, com propriedades físicas, químicas 

e imunológicas semelhantes. Possuem peso molecular variando de 15 a 1000kDa. 

Estas proteínas exibem temperatura de desnaturação mais elevada que a α- 

lactoalbumina e a β-lactoglobulina, porém na presença destas proteínas do soro, 
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as imunoglobulinas são extremamente termolábeis, sendo a interação entre elas 

realizada via pontes dissulfídicas  (Morr & Ha, 1993). 

2.3 - Xantana 

 A goma xantana é a primeira de uma nova geração de polissacarídeos 

produzidos a partir de biotecnologia. A goma produzida pelo microorganismo 

Xanthomonas campestris apresenta propriedades que lhe possibilita competir com 

as gomas de origem natural  (Chaplin, 2002). 

 A estrutura fundamental ou primária da molécula de xantana é composta de 

uma cadeia central de 1,4-β-D-glucose (como a celulose) com substituições 

laterais contendo duas manoses e um ácido glucurônico. Verifica-se que metade 

dos terminais de unidades de manose apresenta uma ligação com ácido pirúvico. 

Este lado da cadeia representa uma grande fração da molécula (em torno de 60%) 

e confere à goma xantana muitas de suas propriedades características, como a 

fácil hidratação, inclusive a baixas temperaturas. A xantana possui elevado peso 

molecular na ordem de 2.500.000 Da e uma polidispersão baixa  (Urlacher & 

Noble, 1997). 

 A estrutura molecular da xantana pode ser visualizada na Figura 2.1. 

 As estruturas secundárias e terciárias da xantana não são tão bem 

caracterizadas como a primária. Na conformação da molécula, é possível que sua 

estrutura seja estabilizada por pontes de hidrogênio favorecendo que estas se 

organizem na forma de hélices duplas ou triplas. Estudos de microscopia são 

necessários para a melhor compreensão dessa estrutura bem como de sua 

conformação em solução  (Morris, 1995). 
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Figura 2.1: Estrutura molecular da xantana  (Chaplin, 2002). 

 Em solução, a xantana passa por uma transição conformacional que é 

influenciada pela temperatura. Isto indica que a goma xantana passa de um 

estado rígido e organizado para um estado mais flexível e desordenado. Neste 

caso, a xantana pode possuir duas conformações, uma nativa e uma de 

renaturação. No estado renaturado, a xantana possui o mesmo peso molecular 

que em seu estado nativo, porém nas mesmas condições de solução, o estado 

renaturado apresenta maior viscosidade. A temperatura que leva à modificação da 

molécula entre estes estados depende de diferentes fatores como a concentração 

de xantana na solução e a força iônica do meio, variando ainda com o teor de 

ácido pirúvico e acético na macromolécula de xantana. Na presença de pequenas 

quantidades de sais, nos níveis geralmente observados em alimentos, a transição 

entre os diferentes estados da xantana ocorre a temperatura mais elevadas, 

geralmente acima de 90°C (Urlacher & Noble, 1997). 

2.4 - Glucona-δδδδ-lactona (GDL) 

 O leite pode ser acidificado pela ação de culturas bacterianas através da 

fermentação da lactose em ácido láctico, pela adição de ácidos inorgânicos como 

HCl (acidificação direta), ou ainda pelo uso de GDL, cuja hidrólise em ácido 

glucônico (Figura 2.2), resulta na redução lenta do pH. Muitos estudos sobre a 

formação de géis ácidos têm sido realizados com GDL, pois a lenta diminuição do 

pH é similar ao que ocorre com culturas lácticas. No entanto, a taxa de 
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acidificação é diferente entre o leite acidificado com GDL e por culturas lácticas; 

pois o GDL é rapidamente hidrolisado em ácido glucônico (especialmente em 

temperaturas mais elevadas), enquanto que com o uso de bactérias lácticas o pH 

não muda muito nos primeiros instantes. O pH final em géis induzidos por GDL é 

função da quantidade inicial deste composto adicionado ao leite, enquanto que no 

caso de bactérias o pH continua caindo até valores muito baixos (< 4,0) até que o 

crescimento bacteriano seja inibido pelos baixos valores de pH. Alguns estudos 

indicam que propriedades físicas e reológicas de géis lácteos induzidos por GDL 

diferem dos induzidos por culturas bacterianas, em especial a temperaturas 

elevadas.  (Lucey & Singh, 1997). 

 

Figura 2.2: Hidrólise do GDL a ácido glucônico  (IUPAC, 2002). 

2.5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 

 Métodos de eletroforese são intensamente usados na ciência de proteínas 

para determinar a pureza de amostras, peso molecular e o ponto isoelétrico. Géis 

nativos e desnaturados são utilizados para esse fim, em condições que podem 

permitir ou não a dissociação das proteínas em subunidades menores (Copeland, 

1990). A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) corresponde a um dos 

métodos mais utilizados (Smith, 1994). 

 A base do PAGE corresponde ao fato de que moléculas carregadas irão 

migrar em um campo elétrico a uma velocidade que é determinada pela carga e 

tamanho das partículas. Este campo elétrico é aplicado através de um ambiente 
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constituído por um polímero, poliacrilamida, que age como uma barreira à 

movimentação molecular.  

 No caso de géis não nativos, antes de serem expostas ao campo elétrico, 

as proteínas são desnaturadas por exposição a condições drásticas, como por 

exemplo, calor, agentes desnaturantes, detergentes, redutores dissulfídicos e 

algumas vezes a uréia, sendo em seguida aglomerados em detergentes como o 

dodecil sulfato de sódio (SDS) (Garfin, 1990). O agente redutor empregado no 

solvente das amostras reduz as ligações dissulfídicas intermoleculares e assim 

destrói a estrutura quaternária da proteína e separa as subunidades, podendo 

ainda destruir pontes dissulfídicas intramoleculares. No estado desnaturado, 

muitas proteínas ligam-se ao SDS a uma razão constante em massa, terminando 

assim por possuir densidades de cargas similares. Sob estas condições, a taxa de 

migração destas proteínas no campo elétrico é dependente da carga inerente das 

moléculas, mas preferencialmente condicionadas ao tamanho da base molecular. 

Sendo assim proteínas maiores serão severamente retardadas na migração pela 

base do gel polimérico ao passo que proteínas menores migrarão com maior 

facilidade (Smith, 1994). 

 Existem casos em que se deseja avaliar a pureza e a massa molecular de 

proteínas em condições em que estas não sejam desnaturadas, ou seja, estejam 

em seu estado nativo. Neste caso, a ausência de SDS na base do gel de 

poliacrilamida promoverá a dependência de migração não somente devido a 

massa molecular das moléculas, mas também de suas cargas específicas. 

Observa-se assim o potencial das análises de eletroforese na determinação 

qualitativa e quantitativa de proteínas, sendo ainda uma ferramenta valiosa na 

determinação dos mecanismos de interação entre as moléculas protéicas 

possibilitando o estudo dos meios de agregação molecular sob diferentes 

condições indutoras, como pH e tratamento térmico (Garfin, 1990). 

 Vardhanabhuti e Foegeding (1999) estudaram padrões eletroforéticos de 

soluções de isolado protéico de soro em diferentes concentrações e sob diferentes 

condições de tratamento térmico a diferentes tempos. Para isso, usaram géis 
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nativos, SDS-PAGE e com 2-mercaptoetanol. Os resultados para gel nativo 

revelaram que os polímeros de proteínas formados sob tratamento térmico 

formavam agregados que poderiam possuir massas moleculares da ordem de 

1x106 Da. No entanto, os resultados de SDS-PAGE indicaram o papel 

fundamental das pontes dissulfídicas na estabilização dos agregados de proteínas 

do soro após o tratamento térmico. Em outro estudo, Lupano e colaboradores 

(1996) verificaram a gelificação de concentrados protéicos de soro (CPS) em 

condições ácidas e mostraram que as ligações não-covalentes são as 

responsáveis pela estrutura de géis de CPS em valores de pH entre 3,5 e 4,0. 

2.6 - Viscosidade Extensional 

 A faixa de deformação aplicada durante os estudos reológicos é um 

parâmetro muito importante, pois se a deformação ou taxa de deformação é 

pequena, as respostas obtidas refletem a estrutura molecular, como por exemplo, 

os arranjos envolvidos nos processo de gelificação. 

 No entanto, quando as deformações são altas, os parâmetros obtidos são 

relevantes no desenvolvimento de processos ou na avaliação sensorial. A 

viscosidade obtida em cisalhamento ou em fluxo extensional são importantes 

parâmetros que estão associados à textura, porém o último mostra uma melhor 

correlação com o ato de deglutir. 

 Além disso, a orientação molecular causada pelo estiramento devido ao 

escoamento extensional, juntamente com o cisalhamento, podem produzir 

comportamento e produtos únicos (Baroni et al., 1999). Assim, a viscosidade 

extensional pode estar relacionada com a natureza polimérica dos constituintes 

alimentícios e este parâmetro pode ser aplicado no desenvolvimento de novas 

formulações, controle de qualidade e desenvolvimento e modelagem de processos  

(Padmanabhan, 1995). 

 A determinação da viscosidade extensional (ηb) de semi-sólidos e alguns 

sólidos está bem estabelecida e pode-se encontrar na literatura dados de vários 

alimentos como queijos, géis e manteiga (Steffe, 1996). No caso de produtos 
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fluidos há uma escassez de dados de viscosidade extensional, devido à 

dificuldade de se produzir fluxos extensionais bem controlados. Várias técnicas 

vem sendo utilizadas na obtenção destes dados, como: elongação de fibras (“fiber 

wind up”), jatos opostos (“opposed jets”) e perda de carga na entrada de orifícios 

(“Orifice die”)  (Padmanabhan, 1995), porém a técnica mais amplamente 

empregada em alimentos é a denominada compressão biaxial imperfeita com 

lubrificação (“Imperfect Lubricated Squeezing Flow”) (Lee & Peleg, 1992).  

 A consistência dos alimentos pode variar de um “estado” líquido (bebidas), 

a sólido (pães, queijos), podendo ainda se mostrar como um semilíquido, ou 

mesmo um semi-sólido (manteigas, iogurtes, sorvete). A consistência dos 

alimentos pode ser verificada através de diversas técnicas, sendo que a grande 

maioria destas, bem como os modelos matemáticos utilizados para a 

representação dos resultados obtidos foram inicialmente formulados para a 

descrição de comportamento de produtos não alimentícios como tintas e 

polímeros sintéticos. A aplicação destes modelos e técnicas para alimentos possui 

algumas limitações que devem ser consideradas, uma vez que estes são 

formados por estruturas frágeis como as redes de proteínas. 

 Em trabalho recente, Campanella e Peleg (2002), apresentam um 

importante levantamento teórico e de aplicação da técnica reológica conhecida 

como “Squeezing flow viscosimetry” que permite a obtenção da viscosidade 

extensional, descrevendo as suas vantagens em relação às técnicas tradicionais 

no estudo reológico de alimentos. 

 O método consiste na compressão de uma fina camada de amostra entre 

placas lubrificadas, produzindo-se intencionalmente um fluxo governado pelo 

escorregamento. Uma vez que a amostra é colocada na geometria de compressão 

quando as placas estão afastadas, consegue-se evitar ou diminuir sensivelmente 

o efeito de ruptura inicial, podendo ainda ser a amostra formada na placa de 

medida. Considerando-se ainda que a lubrificação das placas de medidas é 

intencional, o escorregamento é produzido intencionalmente, e uma vez que esta 
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é uma condição do método, o escorregamento deixa de ser um artefato residual 

de medida  (Campanella & Peleg, 2002). 

 Os procedimentos de “squeezing flow viscometry” podem ser realizados de 

diversas formas; (Figura 2.3) utilizando-se geometrias perfeitas ou imperfeitas, em 

condições de volume ou área de compressão constante, aplicação de força de 

deslocamento ou taxas de deslocamentos constantes no monitoramento da 

relação força momentânea de compressão e altura de amostra em análise 

(Campanella & Peleg, 2002). 

 

Figura 2.3 Configuração dos testes de viscosimetria de compressão biaxial 

com geometria e placa de compressão paralelos   (Campanella & Peleg, 2002) 

  

O denominado “efeito de escorregamento” é observado quando a amostra é 

submetida a tensões de cisalhamento ocorrendo uma migração de partículas para 

o centro da região de escoamento e a camada de líquido em contato com a 
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geometria do sensor passa a se comportar como uma camada de lubrificante. 

Este fenômeno leva à formação de um fluxo empistonado e não um perfil de 

escoamento perfeitamente desenvolvido, afetando consideravelmente as medidas 

realizadas. 

 Os autores também consideram que nos procedimentos reológicos usuais, 

a manipulação da amostra para ser levada ao reômetro promove uma ruptura 

parcial da estrutura do alimento o que modifica suas propriedades reológicas. 

Como não é possível quantificar o grau de destruição no manuseio das amostras, 

existe sempre um elemento de incerteza nas medidas realizadas no que se refere 

à completa caracterização do comportamento reológico do produto. Este problema 

é agravado quando este rompimento estrutural é irreversível como no caso do 

iogurte, e uma solução seria a formação da amostra na própria geometria de 

medida, o que em muitos casos é uma limitação prática. 

2.6.1 - Fundamento teórico da técnica “Imperfect Squeezing Flow”: 

 O “Imperfect Lubricated Squeezing Flow” (Compressão Biaxial Imperfeita 

com Lubrificação) está baseado na compressão de um produto entre duas placas 

que devem estar lubrificadas com o objetivo de diminuir ao máximo o 

cisalhamento no produto, que neste caso é a superfície do alimento. Sem 

lubrificação, este experimento resulta no conhecido escoamento de Stefan, que é 

uma combinação de cisalhamento e compressão (Bird et al., 1987). 

 No caso de alimentos sólidos ou semi-sólidos, a mesma área ou volume de 

produto durante o teste pode ser mantida (Figura 2.3). Porém, no caso de semi-

líquidos deve-se fazer uma adaptação da geometria, visto que durante a 

compressão existe o escoamento do mesmo pelas bordas (Figura 2.4). Esta 

adaptação foi apresentada por Lee e Peleg (1992), e otimizada por Damrau e 

Peleg (1997). 

 Na compressão imperfeita, a amostra é colocada em recipientes de grande 

diâmetro como, por exemplo, uma placa de Petri. Uma grande vantagem desse 

método é que o material a ser testado poderia ser introduzido na placa 
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diretamente da linha de produção sem passar por condições que possam 

perturbar a estrutura da amostra. Com o intuito de evitar os efeitos de borda é 

necessário o uso de sondas de diâmetro superior a 10 vezes a altura da amostra 

na placa (Damrau & Peleg, 1997). 

 

Figura 2.4: Esquema de uma geometria Imperfeita onde a placa de fundo é 

substituída por um recipiente largo.  (Campanella & Peleg, 2002) 

 A força resultante do escoamento realizado sob compressão biaxial com 

lubrificação de um fluido Newtoniano pode ser descrito pela equação 2.1 

(Campanella & Peleg, 1987a): 

( )
( )

( )µπ
=

dt
tdH

tH
R3

tF
2

           (2.1) 

onde µ é a viscosidade newtoniana, R é o raio da geometria de compressão e H(t) 

é a altura da amostra em função do tempo. No caso de um fluido que segue a lei 

de potência, tem-se a equação 2.2: 

( ) ( )
( )

bb n
2

b
2

1n

dttH
tdH

Rk3tF −π=

+

     (2.2) 

onde nb é o índice de comportamento do fluido em escoamento extensional, sendo 

1 para fluidos newtonianos e menor que 1 quando o fluido possui comportamento 

pseudoplástico. O índice de consistência extensional é denominado de kb.  
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Os experimentos em equipamentos tipo Universal Testing Machine são 

realizados a uma velocidade Vtetancons
dt
dH

==− , e portanto: 

( )
( ) b

b

b

n

n2
b

2
1n

tH

VRk3
tF

π
=

+

     (2.3) 

Linearizando a equação 2.3: 

( ) ( )tHlognCtFlog b−=      (2.4) 

onde: 

b

b

n2
1n

2

b

V3R

C
k

+

π

=       (2.5) 

 A deformação utilizada nos cálculos do escoamento extensional considera a 

variação na altura da amostra com o tempo (deformação de Hencky). Assumindo-

se deformação homogênea e material incompressível pode-se definir esta 

deformação na direção vertical como: 

( )

0
H H

tH
ln−=ε        (2.6) 

em que H0 é a altura inicial da amostra. Então, neste caso a taxa de deformação 

é: 

( )
( )

dt

tdH

tHdt

d H
H

1
−==

• ε
ε            (2.7) 

 Os componentes de velocidade durante o escoamento extensional são 

dados por: 

( )tHV HZ

•

= ε    direção axial     (2.8) 

2

r
V Hr

•

= ε    direção radial     (2.9) 

0V =Θ    direção angular     (2.10) 
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Como nestes ensaios a velocidade VZ é constante, a taxa de deformação 

de Hencky é calculada como: 

( )
( )

( )tH

V

dt

tdH

tHdt

d ZH
H =−==
• 1ε

ε      (2.11) 

 No caso de compressão biaxial imperfeita com lubrificação, a equação para 

o cálculo da taxa de deformação biaxial de Hencky fica: 

( )tH

V

dt

d ZHb
b 22

===

•
• εε

ε         (2.12) 

 Idealmente quando as placas estão completamente lubrificadas, o 

escoamento pode ser considerado empistonado na direção radial e o escoamento 

biaxial é governado pela viscosidade extensional (ηb) (Campanella & Peleg, 

1987a), (Lorenzo et al., 1997). 

( )
•

=
⋅⋅

=

b

b

RtF

deformaçãodetaxa

tensão

ε

π
η

2/
    (2.13) 

 Considerando-se um escoamento no qual existam componentes de atrito, 

que é o que ocorre quando as placas utilizadas no experimento não estão 

suficientemente lubrificadas, a relação entre a força e a altura da amostra é dada 

pela equação (2.14) de Scott que é descrita por Avila e Binding (1982). 

( )

( )
( )

12
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12

3
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+ +
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b
b

b

n

n
n

b

b

b

n

b

tH

V

n

n

n

Rk
tF

π
    (2.14) 

 Quando os dados de força e altura de amostra são avaliados em 

coordenadas logarítmicas, o resultado obtido é uma reta com coeficiente angular   

-nb se o escoamento ocorre em condições de lubrificação (equação 2.4). No 

entanto, quando o escoamento não ocorre em condições de lubrificação, os dados 

de força e altura em coordenadas logarítmicas correspondem a uma reta de 

coeficiente angular –(2nb+1), de acordo com a equação de Scott (Suwonsichon & 

Peleg, 1999b). 
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 No caso de um fluido pseudoplástico cujo índice de comportamento nb, 

varia entre 0 e 1, o valor da relação log(F(H)) versus log(H) em um escoamento 

com atrito deve ser maior que 1. Assim, um coeficiente angular observado nesta 

relação com valor menor que 1 é uma evidência muito forte de que o escoamento 

ocorre na ausência de atrito (Suwonsichon & Peleg, 1999b). Segundo  

Campanella e Peleg (2002), este efeito é observado experimentalmente pela 

forma do fluido deformado durante a realização de um experimento em condições 

de geometria perfeita (Figura 2.5): 

 A forma retangular do escoamento desenvolvido sob lubrificação é uma 

característica de um fluxo empistonado o que se observa em condições de 

escorregamento (Figura 2.5-b). No entanto, quando este escoamento é dominado 

por forças de atrito observa-se um perfil parabólico, característico do perfil de 

velocidade no escoamento em tubos (Figura 2.5-a). 

 No caso de fluidos não newtonianos, um coeficiente angular na relação 

logarítmica F(t) versus H(t) na ordem de –1 pode indicar um elevado grau de 

plasticidade ou que as equações descritas anteriormente não são adequadas na 

descrição do material podendo este fato ser atribuído a uma elevada tensão 

residual do fluido em estudo (Suwonsichon & Peleg, 1999b). 

 

Figura 2.5 – Vista esquemática do perfil dos possíveis fluxos extensionais (a) 

Escoamento com atrito, (b) Escoamento sob lubrificação  (Campanella & 

Peleg, 2002). 
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 No caso da técnica de compressão biaxial imperfeita, os resultados de força 

momentânea obtida podem ser fortemente influenciados pelas forças de empuxo 

durante a entrada da geometria de compressão na amostra, pelo escoamento 

anular entre a geometria de compressão e a placa de acondicionamento da 

amostra e efeitos de entrada e saída da geometria. No entanto, se a placa de 

compressão for suficientemente grande, apresentando um diâmetro de pelo 

menos 10 vezes a altura inicial de amostra, estes efeitos são minimizados e 

podem ser desconsiderados  (Damrau & Peleg, 1997). Além disso estes efeitos 

também podem ser minimizados com o aumento do diâmetro do sensor de 

compressão. Considera-se que a utilização de geometrias de compressão na 

ordem de 100 mm e um ânulo entre a geometria e a placa de acondicionamento 

na ordem de 10 mm, uma condição adequada de experimento  (Hoffner et al., 

1997). 

 No caso das equações anteriormente apresentadas serem inválidas na 

descrição do comportamento reológico dos fluidos estudados,  Suwonsichon e 

Peleg (1999b) sugerem avaliar a consistência das amostras, podendo ainda 

estabelecer uma comparação em termos de tensão aparente em uma altura ou 

deformação especifica de amostra . 

2

25,0@
25,0@

R

F mmou

mmou
π

σ =      (2.15) 

 A desvantagem na realização deste procedimento está no fato de que a 

magnitude da tensão aparente verificada depende da velocidade de compressão 

em que o teste é realizado e da deformação máxima estipulada. 

 A tensão residual de alimentos semi-liquidos dificilmente é determinada em 

análises de “squeezing flow” realizadas em taxas de deslocamento constantes. 

(Campanella & Peleg, 1987b). No entanto, uma estimativa da tensão residual pode 

ser obtida se são realizados ensaios em que é permitido que a amostra relaxe até 

uma força constante  (Suwonsichon & Peleg, 1999b). 



Revisão Bibliográfica  Capítulo 2 
 
 

 
 

26

2
tan

R

F tecons

ap
π

σ =      (2.16) 

 Na técnica de compressão biaxial imperfeita com lubrificação, a força 

exercida por fluidos sem tensão residual decai ao valor da força de empuxo quase 

que instantaneamente. Quanto maior a tensão residual presente no fluido e quanto 

maior o caráter sólido da estrutura, maior será a magnitude da tensão residual.  

 A técnica de compressão biaxial imperfeita com lubrificação (CBIL) foi 

utilizada na caracterização de iogurte (Suwonsichon & Peleg, 1999a) e mostarda 

(Suwonsichon & Peleg, 1999b), utilizando Teflon como material para manufatura 

do recipiente para acondicionamento da amostra e geometria de compressão. 

Esta técnica foi utilizada para as amostras de iogurte com o objetivo de avaliar a 

modificação de textura decorrente da agitação manual ou com um agitador 

mecânico. No caso da mostarda, a finalidade era avaliar a consistência das 

amostras por uma análise reológica em que os efeitos indesejáveis de 

escorregamento fossem minimizados. Em estudos semelhantes, Campanella e 

Peleg (1987a) determinaram características reológicas de creme de amendoim e  

Lorenzo e colaboradores (1997) verificaram as propriedades reológicas de 

diferentes amostras de massa de tomate e catchup. A técnica se mostrou 

adequada uma vez que nestes produtos também é comum se verificar o efeito de 

escorregamento, quando são empregadas as técnicas de reologia em 

cisalhamento. 

 No estudo de requeijão cremoso comercial tradicional e com teor reduzido 

de gordura, Baroni e colaboradores (1999) realizaram um estudo de 

caracterização reológica determinando as viscosidades extensional e em 

cisalhamento utilizando CBIL e reometria rotacional convencional, 

respectivamente. Os resultados indicaram que o requeijão apresenta 

comportamento pseudoplástico nos dois regimes de escoamento e uma estimativa 

do grau de espalhabilidade foi apresentada e correlacionada com a viscosidade 

extensional das amostras. 
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2.7 - Misturas de Biopolímeros 

 Uma crescente atenção tem sido dada à gelificação de misturas aquosas de 

proteínas e polissacarídeos durante as últimas décadas. Esta tendência reflete (i) 

o papel chave dos hidrocolóides na formação de estruturas em alimentos, (ii) um 

aumento no uso de polissacarídeos e proteínas como aditivos e (iii) ao 

desenvolvimento de novos métodos de processamento. No entanto, apesar da 

ampla praticidade do uso de hidrocolóides como aditivos alimentícios, muitos dos 

aspectos fundamentais da relação estrutura-propriedade destas misturas 

formadoras de géis são desconhecidas (Zasypkin et al., 1997). 

 Em princípio existem três possibilidades de equilíbrio nestes sistemas 

(Syrbe et al., 1998): 

(i) Incompatibilidade: interações são repulsivas, ocorrendo a 

segregação entre os biopolímeros e formando fases aquosas 

imiscíveis concentradas com somente um dos biopolímeros 

envolvidos. 

(ii) Coacervação complexa: atração entre as moléculas dos 

biopolímeros causando a formação de complexos. Neste caso 

também ocorre a formação de duas fases distintas, sendo que uma 

delas está concentrada com os biopolímeros enquanto a outra fase 

contém somente o solvente. 

(iii) Miscibilidade ou coacervação simples: o sistema é homogêneo e 

os biopolímeros estão distribuídos no solvente.  

 A compatibilidade termodinâmica entre os hidrocolóides de estrutura 

semelhante, sob certas condições (valores de pH e força iônica), inibe atrações 

entre biopolímeros não idênticos levando à separação destes componentes da 

mistura. Geralmente, a separação de fases ocorre quando a concentração total 

dos componentes macromoleculares excede um certo valor crítico (Tolstoguzov, 

2000). Desta maneira, o comportamento de fases destes sistemas é de 

importância chave para a formulação de produtos alimentícios e o conhecimento 
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sobre o desenvolvimento de processos convencionais (Grinberg & Tolstoguzov, 

1997). 

2.8 - Diagramas de fases 

 O comportamento de fases de misturas de biopolímeros em soluções é 

quantitativamente caracterizado por um diagrama descrevendo as condições de 

fronteira da separação de fases e de partição dos componentes (entre água e os 

biopolímeros). Diagramas de fases também são usados para apresentar 

graficamente os efeitos de temperatura, pH, concentração de sais, e outras 

variáveis no comportamento de fases da mistura de biopolímeros (Tolstoguzov, 

2000). 

 A Figura 2.6 mostra um diagrama de fases para um caso típico de 

incompatibilidade termodinâmica de sistema proteína-polissacarídeo, 

gelatina/goma jataí (Alves et al., 1999a). A linha em negrito é a binodal ou curva 

de equilíbrio. Quando as concentrações de proteína/polissacarídeo do sistema se 

apresentam abaixo desta linha, o sistema permanece monofásico. Todavia, se for 

preparada uma solução na qual as concentrações de proteína e polissacarídeo 

estejam acima desta binodal (por exemplo, na mistura de soluções concentradas 

destes dois polímeros), a mistura final irá espontaneamente separar em duas 

fases líquidas, uma enriquecida em proteína e esgotada em polissacarídeo, e a 

outra enriquecida em polissacarídeo e esgotada em proteína. 
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Figura 2.6. Diagrama de fases isotérmico de sistema água-gelatina-goma 

jataí. pH=5; T=313 K.          binodal; – linhas de amarração;  - composição 

das fases coexistentes;  -outros pontos no diagrama de fases;  - ponto 

crítico  (Alves et al., 1999a). 

 Os pontos que descrevem a composição de cada fase situam-se sobre a 

binodal, e as linhas de amarração entre estes pontos também passam pelo ponto 

que descreve a composição inicial da mistura (isto é, as concentrações globais de 

proteína e polissacarídeo). Todas as misturas cujas composições iniciais 

permaneçam sobre a mesma linha de amarração irão separar em fases com a 

mesma composição, porém os volumes relativos das duas fases irão variar. Em 

cada sistema, o comportamento de separação de fases pode ser definido por uma 

família de linhas de amarração (experimentalmente determinadas) que, com o 

decréscimo da concentração, finalmente convergirão a um único ponto crítico. 

 A fração volumétrica (φ) em cada fase é inversamente proporcional ao grau 

de enriquecimento do polímero dominante (Morris, 1990). Quantitativamente, 

denotando a fração volumétrica, concentração de polissacarídeo e proteína na 

fase enriquecida em proteína (fase 1) como φ1, A1 e C1, respectivamente, e os 

parâmetros correspondentes na fase enriquecida em polissacarídeo como φ2, A2 e 

C2, então,  
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02211 AAA =φ+φ       (2.17) 

02211 CCC =φ+φ       (2.18) 

onde, A0 e C0 são as concentrações globais do sistema de polissacarídeo e 

proteína, respectivamente. Desde que 121 =+ φφ , pode-se demonstrar que (Morris, 

1990): 

( )
( )

( )
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     (2.21) 

 Uma forma equivalente, e talvez mais simples, de expressar estas relações 

é dizer que o comprimento da linha de junção entre a composição global do 

sistema e cada uma das fases é diretamente proporcional à fração volumétrica da 

outra fase (Morris, 1990). 

 Alves e colaboradores (2000) sugerem que as propriedades mecânicas de 

sistemas proteínas/polissacarídeo podem ser preditas através do conhecimento de 

seu diagrama de fases. Neste trabalho foi investigada a possibilidade de 

diagramas de fases determinados para água-gelatina-goma jataí serem um 

modelo apropriado para avaliar a composição de fases em géis formados com 

estes componentes. Através de análises reológicas concluiu-se que nos géis em 

questão as propriedades mecânicas são influenciadas pela concentração de 

polissacarídeo e pela concentração de gelatina, e a medida que se aumenta a 

concentração de polissacarídeo ocorre a diminuição da densidade da rede do gel 

levando à separação dos componentes. 
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 Em outro trabalho, Alves e colaboradores (1999b) investigaram a 

compatibilidade termodinâmica de sistemas jataí e gelatinas ácida ou alcalina, que 

possuem diferentes pontos isoelétricos. O efeito da degradação das moléculas de 

gelatina na compatibilidade termodinâmica foi investigado e verificou-se que a 

medida que esta degradação aumenta, a assimetria dos diagramas de fases 

também aumenta. 

 No estudo do equilíbrio de fases de sistemas água-gelatina-pectina-

dextrana, na ausência de sais e em valores de pH maiores que o do ponto 

isoiônico foi observado que este sistema quaternário é bifásico, contrariamente ao 

comportamento monofásico dos sistemas água-gelatina-pectina e água-gelatina-

dextrana, sob as mesmas condições (Alves et al., 2000). A elevada 

compatibilidade termodinâmica entre a gelatina e os dois polissacarídeos, em 

separado, foi atribuída à formação de ligações intermoleculares fracas. No 

entanto, a incompatibilidade termodinâmica verificada entre a gelatina e os dois 

polissacarídeos em conjunto deve-se ao rearranjo dos grupos reativos da gelatina, 

em conseqüência de interações competitivas na presença de dextrana. 

 Schorsch e colaboradores (1999) verificaram o equilíbrio de fases entre 

proteínas do leite/jataí/sacarose, e constataram que na temperatura de 5ºC 

(empregada no armazenamento refrigerado de produtos lácteos), pH de 6,8 e 

força iônica de 0,08 M, estas misturas tendem a separar fases, devido a uma 

elevada incompatibilidade termodinâmica entre os biopolímeros.  

 Alguns aspectos interessantes da incompatibilidade termodinâmica entre 

polímeros, como a força de gel ou diminuição do tempo de gelificação, têm sido 

observados em faixas de concentração nos quais polímeros coexistem em uma 

única fase, e a ocorrência da separação de fases tem sido associada com a 

reversão destes efeitos desejados. Todavia, a separação destes sistemas em 

duas fases líquidas pode ser considerada em algumas aplicações, por prover 

formação de produtos com textura mista (Morris, 1990). 



Revisão Bibliográfica  Capítulo 2 
 
 

 
 

32

2.9 - Compatibilidade e separação de fases segregativa entre proteínas do 

IPS e xantana.  

 De acordo com o segundo princípio da termodinâmica, a mistura de um ou 

mais componentes com um solvente é possível, se o resultado na energia livre de 

mistura, ∆Gmix é negativo  (Schimitt et al., 1998). 

MMM STHG ∆−∆=∆     (2.22) 

∆Gmix  <  0       

onde ∆HM e ∆SM são a entalpia e a entropia de mistura respectivamente, T é a 

temperatura absoluta em (K). 

 A estabilidade de sistemas poliméricos em solução é governada por três 

efeitos termodinâmicos: entropia de mistura, interações moleculares que são 

originadas de diferentes maneiras nas macromoléculas e os efeitos de volume 

excluído  (Schimitt et al., 1998). 

 Para soluções diluídas de proteínas e polissacarídeos o sistema é estável 

quando a entropia de mistura é elevada, pois a energia livre de mistura é 

negativamente favorecida conforme a equação (2.22). Com o aumento da 

concentração dos biopolímeros ou agregação de um deles, o sistema se torna 

instável, dependendo do tipo de interação entre os polímeros, pois as moléculas 

tendem a um estado mais organizado em solução, influenciando negativamente no 

termo de entropia de mistura e levando a valores positivos de energia livre de 

mistura. 

 A interação ou calor de mistura ∆HM está baseado na existência de 

interações repulsivas (hidratação, repulsão estérica) ou atrativas (eletrostáticas, 

hidrofóbicas, Van der Waals, London) que se distribuem pelos segmentos das 

moléculas envolvidas. Portanto, a ∆HM pode ser positiva e não favorável à mistura 

das dispersões moleculares ou negativa e favorável à mistura por interações 

específicas  (Schimitt et al., 1998). 
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 A coacervação é um exemplo de mistura em que o termo de entalpia de 

mistura é significativo no processo de separação de fase. Neste tipo de processo, 

os polímeros possuem uma maior interação entre si e menor com o solvente, 

sendo que a separação de fases se dá com os biopolímeros se concentrando em 

uma das fases enquanto que o solvente, com uma reduzida quantidade de 

polímeros é segregado na outra fase. Este processo ocorre quando em uma 

mistura, as proteínas e polissacarídeos possuem cargas opostas. A coacervação 

seria possível com a redução do pH a valores próximos ou inferiores ao pI das 

proteínas, ou ainda pelo aumento da força iônica do sistema através da adição de 

sais. Nestas condições as interações moleculares entre estes biopolímeros seriam 

favorecidas e, portanto o processo seria governado pela contribuição entálpica na 

energia livre de mistura  (De Kruif & Tuinier, 2001). 

2.10 - Efeitos termodinâmicos relacionados ao Volume excluído das 

moléculas. 

 Efeitos de volume de exclusão são baseados na limitação espacial entre as 

moléculas, pois as macromoléculas e seus segmentos não podem ocupar o 

mesmo espaço. Deste fato, resultam pequenas forças repulsivas intermoleculares, 

impossibilitando interações específicas entre segmentos das moléculas. Em 

soluções diluídas de biopolímeros, interações do tipo volume de exclusão 

impedem a interpenetração e a sobreposição das macromoléculas  (Tolstoguzov, 

1997). Uma molécula presente em solução expele uma segunda em uma razão de 

volume denotada por Ve, conforme pode ser observado na Figura 2.7. 
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Figura 2.7: Representação esquemática, (A) do volume excluído para moléculas 
esféricas e rígidas de proteínas globulares, (B) polissacarídeo rígido de elevado peso 
molecular. 

 A Figura 2.7 (A) exemplifica o volume excluído para o caso mais simples de 

proteínas globulares e a Figura 2.7 (B) o caso de polissacarídeos rígidos. Cada 

molécula ocupa um lugar na solução que não pode ser ocupada pela outra. Isso 

significa que à volta de cada molécula esférica existe um volume esférico (Ve) de 

onde o centro de qualquer outra molécula esférica é expelido. 
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RESUMO 

 Soluções de proteínas e polissacarídeos apresentam uma incompatibilidade 

natural quando em soluções. Soluções de IPS 5% e xantana entre 0,01% a 1% se 

mostram compatíveis nas condições experimentais estudadas enquanto que 

soluções com as mesmas concentrações de xantana e de IPS 5% termicamente 

desnaturada na temperatura de 80ºC por 30 minutos são termodinamicamente 

incompatíveis. Foi determinado um diagrama de fases capaz de descrever as 

condições de incompatibilidade termodinâmica de sistemas constituídos por 

proteínas do soro termicamente desnaturadas e xantana. Observa-se uma baixa 

correlação entre os dados que descrevem as composições das fases de equilíbrio 

e, portanto, não foi traçada uma binodal que claramente delineasse a fronteira de 

separação. Esta falta de ajuste de dados estaria correlacionada a limitações 

experimentais como a dificuldade de separação de sistemas viscosos, ainda em 

altas velocidades de centrifugação. O principal mecanismo termodinâmico 

envolvido nesta incompatibilidade termodinâmica seria a baixa entropia do sistema 

quando as proteínas do soro estão agregadas, porém efeitos de volume de 

exclusão entre os agregados e as grandes moléculas de xantana também 

poderiam estar envolvidos nesta incompatibilidade, principalmente quando as 

soluções são diluídas.  

3.1 - Introdução 
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 Proteínas e polissacarídeos são os biopolímeros mais utilizados na indústria 

de alimentos por suas propriedades funcionais de modificar textura e estabilizar 

soluções  (Dickinson, 1998). 

 As proteínas do soro do leite possuem excelente valor nutricional e são 

utilizadas como ingredientes funcionais devido as suas mais diversas habilidades, 

destacando entre outras a de aumentar a viscosidade de soluções e formar géis  

(Sgarbieri, 1998). Tradicionalmente, as soluções de proteínas do soro gelificam 

quando submetidas a aquecimento a temperaturas maiores que 60ºC, quando 

estas proteínas se desnaturam parcialmente e, em seguida, se agregam para 

formar uma estrutura tridimensional que é capaz de reter água  (Morr & Ha, 1993).  

 Recentemente muita atenção tem sido direcionada para o estudo de 

produtos capazes de gelificar em condições de menor temperatura através de um 

aquecimento prévio ao processamento  (Ju & Kilara, 1998a) ou por adição de sais  

(Hongsprabhas & Barbut, 1996) nas soluções de proteínas do soro. Estas 

proteínas, uma vez modificadas termicamente, poderiam ser adicionadas na 

formulação de alimentos levando à formação de géis em condições de menor 

temperatura, produzindo o que se chama de gelificação a frio ou, em inglês, “cold 

set gelation”  (Bryant & McClements, 1998). A aplicação de tratamento térmico em 

sistemas alimentícios que contém proteínas é uma condição de processo bastante 

comum, que afeta sensivelmente as características da proteína e sua interação 

com outros compostos, inclusive os polissacarídeos  (Syrbe et al., 1998). 

 A xantana é um polissacarídeo muito utilizado em alimentos pela sua 

capacidade de conferir aumento de viscosidade das soluções, modificando as 

características reológicas de textura e estabilidade  (Morris, 1995). 

 A incompatibilidade entre proteínas e polissacarídeos é um fenômeno 

natural  (Grinberg & Tolstoguzov, 1997), e em princípio existem três possibilidades 

de equilíbrio nos sistemas: (a) incompatibilidade, em que as interações mais 

repulsivas promovem a segregação entre os biopolímeros formando fases 

aquosas imiscíveis concentradas com somente um dos biopolímeros envolvidos; 

(b) coacervação complexa, em que a atração entre as moléculas dos biopolímeros 
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causam a formação de complexos imiscíveis e finalmente uma condição de (c) 

miscibilidade em que o sistema é homogêneo e os biopolímeros estão distribuídos 

no solvente (Syrbe et al., 1998). 

 O comportamento de fases de misturas de biopolímeros em soluções é 

quantitativamente caracterizado por um diagrama descrevendo as condições de 

fronteira da separação de fases e de partição dos componentes (entre água e os 

biopolímeros). Diagramas de fases também são usados para apresentar os efeitos 

de temperatura, pH, concentração de sais, e outras variáveis no comportamento 

de fases da mistura de biopolímeros (Tolstoguzov, 2000). Em condições de 

excesso de solvente se torna mais prática a construção de diagramas em 

coordenadas retangulares do que em coordenadas triangulares, o que simplifica a 

análise do efeito isolado dos biopolímeros envolvidos. Normalmente, as 

concentrações dos biopolímeros são apresentadas em porcentagem de massa 

nos eixos e o restante é assumido como solvente  (Tolstoguzov, 2000). 

 Apesar da relativa simplicidade em se determinar a composição destes 

sistemas através de análises especificas para proteínas e polissacarídeos, muitas 

limitações experimentais estão envolvidas como a dificuldade de separação entre 

as fases incompatíveis quando a viscosidade é elevada, sendo essa separação 

possível apenas através do uso de técnicas de ultracentrifugação. Alguns 

diagramas de fases determinados para sistemas proteína-polissacarídeo são 

encontrados na literatura, utilizando técnicas de ultracentrifugação na coleta das 

fases separadas, como sistemas gelatina-jataí  (Alves et al., 1999a e b), proteínas 

do leite e jataí em presença de sacarose  (Schorsch et al., 1999a e b) e caseinato 

e alginato  (Capron et al., 2001). 

 O tratamento térmico empregado sobre as proteínas do soro tem efeito 

marcante na compatibilidade destas proteínas com a xantana. O tratamento 

causaria uma modificação no equilíbrio dos sistemas soro/xantana, levando a uma 

separação de fases, que não é observada quando as proteínas estão em seu 

estado nativo (Bryant & McCllements 2000). Apesar da separação de fases ter 

sido correlacionada com as propriedades reológicas do sistema, Bryant & 
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McCllements (2000) não realizaram análises posteriores de composição para a 

determinação de diagramas de fases que descrevessem a região de 

incompatibilidade destas soluções. 

 O objetivo deste trabalho foi estabelecer um diagrama de fases para 

determinar a região de compatibilidade entre a xantana e as proteínas do soro 

nativas e termicamente desnaturadas a 80ºC durante trinta minutos. Técnicas de 

separação por ultracentrifugação foram utilizadas conforme apresentado no 

trabalho de Antonov et al. (1977), e condições da metodologia e sua eficácia na 

construção dos diagramas também foram verificadas. O efeito do tratamento 

térmico nas proteínas do soro foi avaliado através de análise de eletroforese em 

gel de poliacrilamida para correlacionar qualitativamente a agregação protéica 

com o equilíbrio termodinâmico do sistema. 

3.2 - Materiais e Métodos 

3.2.1 - Materiais 

 Isolado protéico de soro (IPS LACTOPRODAN DI-9224) foi gentilmente 

cedido pela Arla Foods Ingredients (Dinamarca). O teor de proteína determinado 

pelo método de Kjeldhal  (AOAC, 1996) foi de 81,64±1,33% e o teor de sólidos 

determinado após o aquecimento da amostra a 102ºC por 6 horas correspondeu a 

98,67% (teor de umidade de 1,33% em base úmida). O teor de cátions 

determinado por espectrofotometria de absorção atômica foi de Na 0,63 %, Ca 

0,05% e K 0,65%. Esta análise foi realizada pelo Instituto de Química da 

UNICAMP. A amostra continha 0,08±0,01% de lactose determinada pelo método 

de Fenol-Sulfúrico  (Hodge & Hofreiter, 1962). 

 A xantana foi adquirida da Sigma Aldrich-Corporation (St Louis-USA) 

Lot59H0718. A amostra continha 11,3% de umidade e o teor de cátions 

determinado por espectrofotometria de absorção atômica (Instituto de Química da 

UNICAMP), foi de Na 2,60 %, Ca 0,40% e K 4,00%. 

 Foram utilizados como marcador de peso molecular comercial BenchMarkTM 

Prestained Protein Ladder da Invitrogen-USA (Cat 10748-010 Lot 1125588) e 
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frações puras de β-Lactoglobulina (L2506), α-Lactoalbumina (L6010), α− 

caseína (C6780), β− caseína (C6905) e κ-caseína (C0406) todas adquiridas da 

Sigma Aldrich Co. (St Louis-USA). 

2.2 Soluções Estoque 

 Soluções-estoque com 10% de IPS (peso soluto/peso solvente) foram 

preparadas. Essa solução usada diretamente foi chamada de nativa (N) e a 

submetida a tratamento foi denominada de termicamente desnaturada (TD). O pó 

de IPS foi dissolvido em água deionizada a temperatura ambiente sob moderada 

agitação magnética, para evitar a formação de grumos e espuma durante um 

período de 1 a 2 horas. O pH da solução manteve-se entre 6,5 e 7,0. 

 A solução estoque-TD foi preparada pelo aquecimento da solução de IPS a 

80ºC por 30 minutos em tanque encamisado de aço inoxidável com circulação de 

água quente, com a solução também submetida a suave agitação mecânica. Após 

o aquecimento, a solução foi imediatamente resfriada a 10ºC em um banho de 

gelo, permanecendo armazenada nesta temperatura até a utilização no preparo 

das amostras (Schimdt et al., 1984; Morr & Ha, 1993). 

 A solução-estoque de xantana 2% (peso soluto/peso solvente) foi 

preparada, na temperatura de 20ºC, pela dissolução do pó de xantana em água 

deionizada com o auxílio de uma bomba de vácuo para aspergir o pó sobre a 

água, o que evitou a formação de grumos e promoveu uma dissolução uniforme. 

Após a completa dissolução, a amostra permaneceu sob agitação suave por trinta 

minutos, sendo imediatamente resfriada a 10ºC em um banho de gelo. 

3.2.3 - Preparo das amostras e tempo de equilíbrio 

 As amostras preparadas correspondiam a misturas de IPS-N e xantana, e 

misturas de IPS-TD e xantana. Essas misturas continham a mesma concentração 

de IPS, (5% p/p), porém as concentrações de xantana variaram entre 0,01 e 

1,00%. 

 As misturas foram preparadas adicionando-se diferentes quantidades da 

solução-estoque de xantana 2% e água deionizada na solução-estoque de IPS 
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nativa ou termicamente desnaturada. Estas amostras foram então misturadas em 

agitador mecânico e, posteriormente colocadas em tubos de policarbonato para 

ultracentrífuga, previamente tarados. Os tubos foram então armazenados a 10ºC, 

primeiramente por um tempo entre 72 e 120 horas, para a realização de testes 

prévios de ultracentrifugação onde foi determinada a condição de equilíbrio 

termodinâmico. 

 Como as amostras nativas não apresentaram separação de fases, somente 

as amostras de IPS-TD foram utilizadas para a determinação do tempo de 

equilíbrio e do diagrama de fases. 

 Uma vez que o tempo de equilíbrio determinado nos ensaios preliminares 

de equilíbrio foi de 72 horas, as amostras de IPS-TD e xantana foram 

armazenadas a 10ºC durante esse período. Após este tempo, as amostras foram 

centrifugadas em uma L8-80M BECKMAN ULTRACENTRIFUGE-USA a 45.000 

rpm (150.000 g) durante uma hora. As amostras foram separadas em duas fases 

distintas que foram analisadas para a composição dos diagramas de fases. 

 A elevada velocidade de centrifugação está relacionada à dificuldade de 

separação de sistemas viscosos, pois uma centrifugação em baixa velocidade 

pode não ser suficiente para a separação efetiva de sistemas com elevadas 

concentrações de proteínas e polissacarídeos  (Antonov et al., 1977). 

3.2.4 - Determinação do diagrama de fases 

 As duas fases separadas após a ultracentrifugação foram coletadas e 

pesadas. Em seguida, os teores de proteína pelo método de Kjeldhal  (AOAC, 

1996) e o de polissacarídeo pelo método fenol-sulfúrico   (Hodge & Hofreiter, 

1962) foram determinados. A leitura do método fenol sulfúrico foi realizada em um  

espectrofotômetro Du-70 BECKMAN-USA. Ensaios de varredura de comprimento 

de onda mostraram que o pico de absorbância ocorreu em 486 nm, sendo este o 

valor utilizado na leitura. Verificou-se ainda a necessidade de correção da 

interferência de turbidez de amostra em 550 nm. A curva-padrão utilizada na 

determinação de xantana é apresentada na Figura 3.1. 
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Figura 3.1. Curva-padrão para determinação de xantana pelo método fenol-

sulfúrico. 

 As concentrações de xantana e de proteínas do soro na solução original 

(ponto central), assim como as concentrações de proteína e polissacarídeo em 

ambas as fases coletadas após centrifugação (ponto de equilíbrio) foram 

analisadas e usadas para estabelecer o diagrama de fases. As análises foram 

conferidas a partir do balanço de massa do sistema. 

3.2.5 - Ensaios de Eletroforese em gel de poliacrilamida 

 A caracterização da amostra de isolado protéico de soro e da agregação 

das proteínas frente ao tratamento térmico empregado foi realizada através de 

eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). Para a construção do gel foram 

utilizadas lâminas verticais de vidro do sistema (Bio-Rad, Hercules-CA), em que a 

poliacrilamida ainda não polimerizada é adicionada. Após a polimerização, o gel é 

formado nas dimensões de 16x15 cm e 0,1mm de espessura. 

 As soluções de proteína nativa e desnaturada termicamente foram diluídas 

em água deionizada e foram aplicados 15 µg de amostra nos compartimentos 

formados no topo do sobregel de poliacrilamida. A amostra foi diluída na razão de 

1:2 em um tampão de amostra pH 8,0 que contém 0,01 M de Tris-HCl, 1% de 

SDS, 30% de glicerol(v/v) e 0,001M de β-mercaptoetanol para as análises de 
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SDS-PAGER (desnaturante e redutor). Nas análises em condições desnaturantes 

e não redutoras (SDS-PAGENR) foi utilizado o mesmo tampão descrito para o 

SDS-PAGER, exceto pela exclusão do β-mercaptoetanol. Nas análises em 

condições de gel nativo, as amostras de proteína foram diluídas em 1:2 com 

tampão de amostra nativo que consiste no mesmo tampão descrito anteriormente, 

exceto pela exclusão do SDS e do β-mercaptoetanol. 

 Todos os ensaios foram realizados em gel de poliacrilamida com 

concentrações de 15% para o gel de resolução e de 5% para o gel de 

empacotamento. O gel de resolução para SDS-PAGER e SDS-PAGENR era 

composto por 0,375 M de tampão Tris-HCl pH 8,8 e 0,1% de SDS. O tampão de 

corrida utilizado continha 0,025 M de tampão Tris-HCl, 0,192 M de glicina e 0,1% 

de SDS em pH 8,3. O gel de resolução nativo foi feito da mesma forma que 

descrito acima, exceto pela exclusão do SDS no tampão de corrida e no gel de 

resolução. 

 Após as corridas, todos os géis foram corados com 0,25% (p/v) Comassie 

Brilliant Blue em 40% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de ácido acético glacial e para 

o contraste estes foram descorados em solução de metanol-ácido acético. A 

intensidade relativa das bandas coradas foram determinadas e quantificadas por 

densitometria empregando o sistema de vídeo Eagle Eye (Strategene, USA). 

Nessa quantificação foram utilizados o marcador de peso molecular comercial 

Invitrogen (USA) e frações puras de β-Lactoglobulina, α-Lactoalbumina, α−, β− e 

κ-caseínas adquiridas da Sigma Aldrich Co. (St Louis-USA). 

3.3 - Resultados e discussão 

3.3.1 - Determinação do ponto de equilíbrio termodinâmico 

 Vários ensaios de centrifugação a 150.000 g, cujas amostras foram 

submetidas a armazenamento a 10ºC, foram realizados para verificar o tempo 

necessário para atingir a completa separação de fases do sistema. As amostras 

possuíam a mesma concentração inicial (ponto central) de 5% de IPS-TD e 0,5% 

de xantana. 
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 Nestes ensaios preliminares foi utilizado IPS–TD, pois trabalhos anteriores 

sugeriam que soluções nativas de IPS e xantana não apresentavam separação de 

fases  (Bryant & McClements, 2000), e a concentração de xantana de 0,5% foi 

utilizada, pois as soluções de xantana concentradas acima deste nível 

apresentaram maior dificuldade de separação devido à elevada viscosidade  

(Alves et al., 1999a). 

 As amostras foram ultracentrifugadas após um período de 72, 96 e 120 

horas de armazenamento a 10ºC. Os testes iniciaram-se em 72 horas, pois um 

trabalho prévio verificou o equilíbrio após esse intervalo de tempo  (Bryant & 

McClements, 2000). As fases coletadas após a ultracentrifugação foram 

analisadas quanto à composição de IPS e xantana. Em seguida os dados obtidos 

foram conferidos em termos de um balanço de massa e analisados com relação 

às linhas de amarração obtidas (Figura 3.2). As linhas de amarração 

correspondem ao melhor ajuste linear entre os três pontos. 

 

Figura 3.2: Linhas de amarração obtidas nos ensaios preliminares para a 

determinação do ponto de equilíbrio. 

 Observa-se a similaridade entre as linhas de amarração nos tempos de 

equilíbrio de 72, 96, e 120 horas, pois o coeficiente angular do ajuste linear para 

as três linhas estava em torno de –0,09. As variações de composição de IPS nas 

fases para os tempos de armazenamento estudados são apresentadas na Figura 

3.3, considerando a variação entre triplicatas. Verifica-se a tendência do aumento 

da concentração de IPS na fase inferior e a redução de IPS na fase superior. Esta 
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tendência se inverte quando se avalia a concentração de xantana nas fases 

superior e inferior (Figura 3.4). Observa-se uma diminuição da concentração de 

xantana na fase inferior e um aumento desta na fase superior. Considerando-se o 

desvio entre as amostras, observa-se que estas variações não são significativas 

estatisticamente, a partir da análise das médias das concentrações das fases 

usando o teste de Tukey para a determinação de diferenças significativas ao nível 

de confiança de 95%. A partir desses resultados e do ajuste linear das linhas de 

amarração, as análises subseqüentes foram realizadas após 72 horas de 

armazenamento a 10ºC. 

 

Figura 3.3: Variação de IPS na fase superior (A) e inferior (B) nos tempos de 

72, 96 e 120 horas.         ±±±± desvio padrão,          ±±±± erro padrão,     ����    ±±±±média 

 

Figura 3.4: Variação de xantana na fase superior (A) e inferior (B) nos tempos 

de 72, 96 e 120 horas..         ±±±± desvio padrão,          ±±±± erro padrão,     ����    ±±±±média 
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3.3.2 - Diagrama de Fases e dados de equilíbrio 

 Uma vez que soluções de IPS nativo não apresentaram separação de fases  

com a xantana mesmo após a ultracentrifugação, apenas as amostras de IPS-TD 

e xantana foram avaliadas quanto à separação de fases. A Figura 3.5 apresenta o 

diagrama de fases obtido nessas condições. Na abscissa se apresentam as 

concentrações de IPS termicamente desnaturado (IPS-TD) a 80ºC por 30 minutos 

e na ordenada se mostram as concentrações de xantana. 

 Os dados de composição das amostras iniciais e das fases separadas após 

a ultracentrifugação são apresentados na Tabela 3.1. As soluções iniciais foram 

analisadas na composição de proteína e xantana e estes dados foram utilizados 

na composição do diagrama para evitar a interferência de eventuais erros de 

preparação das soluções. 

 

 

Figura 3.5: Diagrama de fases para o sistema IPS termicamente desnaturado (IPS-

TD) (80ºC / 30 minutos) e xantana:               linhas de amarração para soluções 

concentradas (com separação após ultracentrifugação),               linhas de 

amarração para soluções diluídas (com separação espontânea). 



Capítulo 3 

 
 

54

 Cada linha do diagrama corresponde a uma linha de amarração (LA) e 

estas foram divididas em dois grupos correspondentes às soluções que 

apresentaram separação espontânea (linha contínua) e aquelas que apresentaram 

separação somente após a ultracentrifugação (linha pontilhada). Os sistemas 

representados pelas linhas contínuas, também foram ultracentrifugados, mas 

apresentaram separação de fases espontânea a partir de 6 horas de 

armazenamento. O fato da separação ser espontânea ou não espontânea 

dependeu da concentração de xantana na amostra. A separação de fases foi 

espontânea em concentrações de xantana inferiores a 0,3% e sendo assim, dois 

grupos de amostras foram identificados: soluções com concentração de xantana 

inferior a 0,3% e superior a 0,3%, que foram denominadas diluídas e concentradas 

respectivamente. Esta denominação foi utilizada para diferenciar os dois grupos 

de soluções observados e melhorar a compreensão do texto. 

 A Tabela 3.2 apresenta os valores de massa obtidos na pesagem da 

amostra inicial e das fases coletadas. A partir destes dados foram calculados os 

valores apresentados de frações mássicas das fases superior e inferior. 

 Os dados de frações mássicas de fase demonstram um maior peso na fase 

superior, portanto ocorreu uma maior migração de água para esta fase. Além 

disso, na fase superior se observa uma maior concentração de xantana e isso 

demonstra a maior afinidade do polissacarídeo com a água. 
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Tabela 3.1: Valores de composição das fases e ponto central obtidos após centrifugação das amostras. Xt = xantana 

 

Fase Superior Ponto Central Fase Inferior Linha de 

amarração % IPS % Xt % IPS % Xt % IPS % Xt 

Coeficiente 

Angular 
R2 

LA – 01 
2,61±0,08 1,01±0,02 4,14±0,06 1,04±0,02 9,12±0,27 0,45±0,12 -0,095 0,92 

LA – 02 
3,09±0,29 0,87±0,06 4,96±0,03 0,84±0,02 9,57±0,53 0,31±0,01 -0,091 0,94 

LA – 03 
3,05±0,12 0,63±0,02 4,00±0,10 0,54±0,00 7,97±0,36 0,17±0,01 -0,090 0,99 

LA – 04 
3,88±0,07 0,44±0,04 4,73±0,08 0,32±0,02 9,08±0,19 0,10±0,02 -0,060 0,96 

LA – 05 
3,65±0,27 0,29±0,01 4,79±0,06 0,17±0,02 7,34±0,11 0,06±0,01 -0,059 0,93 

LA – 06 
3,14±0,16 0,16±0,01 4,83±0,09 0,08±0,02 6,44±0,41 0,03±0,02 -0,049 0,98 

LA – 07 
3,11±0,13 0,13±0,01 5,06±0,08 0,07±0,01 6,19±0,15 0,03±0,01 -0,031 0,99 

LA – 08 
2,69±0,06 0,07±0,00 5,04±0,07 0,03±0,01 5,78±0,09 0,03±0,00 -0,013 0,91 
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Tabela 3.2: Massa das amostras referentes aos pares de tubos da ultracentrífuga 

e valores de fração mássica das fases inferior (φ1) e superior (φ2). 

L. A Tubo 

Massa 

Amostra 

(g) 

M1. (g) 

Fase 

SUP 

M2. (g) 

Fase 

INF 

ERRO 

(%) 

φ1 

(INF) 

φ2 

(SUP) 

A 25,70 18,64 6,14 3,57 0,25 0,75 
L. A.- 01 

B 25,75 18,81 6,08 3,28 0,24 0,75 

A 25,51 17,30 7,37 3,26 0,29 0,70 
L. A.- 02 

B 25,50 17,44 7,30 2,89 0,29 0,70 

A 25,73 20,13 4,70 3,48 0,18 0,81 
L. A.- 03 

B 25,76 19,88 5,10 3,01 0,20 0,79 

A 25,33 20,73 3,80 3,13 0,15 0,84 
L. A.- 04 

B 25,29 21,32 3,26 2,80 0,13 0,86 

A 25,41 18,53 6,35 2,03 0,25 0,74 
L. A.- 05 

B 25,60 16,56 8,55 1,89 0,34 0,65 

A 25,52 12,15 12,99 1,47 0,51 0,48 
L. A.- 06 

B 25,47 11,40 13,67 1,59 0,54 0,454 

A 26,05 7,70 17,80 2,09 0,70 0,30 
L. A.- 07 

B 26,00 8,34 17,11 2,09 0,67 0,32 

A 25,91 5,20 20,31 1,54 0,79 0,20 
L. A.- 08 

B 25,90 5,07 20,43 1,46 0,80 0,19 
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3.3.3 - Dificuldades na construção do diagrama de fases 

 No diagrama apresentado na Figura 3.5 é possível verificar alguns 

problemas, provavelmente associados às dificuldades experimentais de obtenção 

de diagramas de fases proteína-polissacarídeos  (Alves et al., 1999a, Clark, 2000). 

 O mais evidente é a falta de correlação entre os dados de equilíbrio. Na 

avaliação dos pontos correspondentes ao equilíbrio das fases superiores verifica-

se uma tendência de igual concentração de proteína apenas para as soluções 

concentradas (pontos superiores das linhas de amarração pontilhadas) e as mais 

diluídas. Quando observada as famílias de linhas de amarração referentes às 

misturas em que a concentração de xantana é menor, (linhas cheias) fica mais 

difícil estabelecer uma correlação entre os pontos da fase superior (a 

concentração de proteína não se mantém constante), porém a concentração de 

xantana tende a se manter constante na fase inferior. No entanto, o diagrama 

obtido demonstra que a incompatibilidade entre as proteínas do soro, quando 

termicamente desnaturadas, e a xantana, se dá em uma grande região de 

concentrações, sendo que pequenas quantidades de xantana são suficientes para 

promover a separação. 

 Os problemas observados poderiam ser atribuídos à alta viscosidade das 

amostras, especialmente das soluções concentradas, que impossibilitaria uma 

separação completa do sistema, mesmo nas condições de centrifugação drásticas 

empregadas nos experimentos. No estudo de sistemas compostos por gelatina e 

goma jataí Alves et al. (1999a), também obtiveram incompleta separação de fases 

das amostras, apesar de terem usado condições ainda mais drásticas de 

centrifugação (380.000g) que as utilizadas no presente trabalho (150.000g). 

 Em soluções de elevada viscosidade, o aumento da aceleração centrífuga 

poderia levar a uma separação mais eficiente das fases de equilíbrio, no entanto a 

eficiência desta operação ainda estaria condicionada à concentração dos 

polímeros do sistema, não sendo possível uma separação completa. Sistemas 

com polissacarídeos de conformação molecular com elevada rigidez e alto peso 
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molecular (como a xantana a 10ºC), muito cuidado deve ser dispensado na 

avaliação experimental, devido às discrepâncias observadas com a teoria do 

comportamento de fases. Tais discrepâncias normalmente estão relacionadas a 

uma incompleta separação entre os biopolímeros, que é atribuída à elevada 

viscosidade do sistema  (Clark, 2000). A esse problema também se soma a 

dificuldade da medição de volume nas soluções concentradas de xantana. 

 A falta de ajuste dos pontos referentes a soluções diluídas poderia ser 

atribuída à lactose presente no IPS (interferência na análise de polissacarídeo) ou 

a uma ineficiente correção de turbidez de amostra na leitura de absorbância 

durante a análise do polissacarídeo. Uma vez que a análise de fenol sulfúrico é 

um método colorimétrico e sensível, que mede açúcares totais, quaisquer 

interferências seriam mais importantes nas soluções que correspondiam a 

amostras diluídas de xantana. Sendo assim, os erros embutidos nas análises 

levariam a problemas de ajuste dos dados. 

 Nesse caso seriam necessárias várias repetições de ensaios para a 

composição das linhas de amarração, porém devido ao elevado volume de 

análises químicas necessárias para a composição do diagrama e a grande 

demanda de tempo principalmente na determinação de proteínas, não foi possível 

essa verificação neste trabalho. 

 A determinação qualitativa da binodal de equilíbrio pode ser feita por 

algumas técnicas como a análise de turbidimetria  (Antonov et al., 1977), ou pelo 

método conhecido como razão de volume de fases  (Schorsch et al., 1999a). Esse 

último método também mostra dificuldades experimentais, pois a determinação 

exata dos volumes das fases em sistemas de alta viscosidade é bastante difícil. 

3.3.4 - Agregação das proteínas do soro após o tratamento térmico 

 A caracterização dos polímeros de uma solução 5 % IPS formados após 

tratamento térmico de 80ºC por 30 minutos foi realizada por eletroforese em gel de 

poliacrilamida (Figura 3.6). 
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Figura 3.6: (A) Nativo PAGE, (B) Não redutor SDS-PAGE, (C) Redutor SDS-

PAGE,. Coluna (1) mistura de frações puras de proteínas utilizadas como 

marcadores de peso molecular. Coluna (2) marcador de peso molecular comercial, 

Coluna (3) solução de IPS 5% nativa. Coluna (4) solução de IPS 5% termicamente 

desnaturada em 80ºC por 30 minutos.  
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 Na Figura 3.6 a região demarcada com (I) corresponde ao gel de 

empacotamento e a inferior (II), ao gel de resolução. 

 Na análise do gel nativo-PAGE (Figura 3.6 A) observa-se que o tratamento 

térmico empregado levou à formação de um grande aglomerado protéico que não 

penetrou no gel 4% de poliacrilamida (região I, coluna 4), o que não ocorreu com a 

solução de IPS nativo (região I, coluna 3). A magnitude de peso molecular que é 

possível difundir em um gel de eletroforese depende do tamanho de poros 

formados pelo gel de acrilamida polimerizada, que é função da concentração de 

acrilamida usada na preparação. Sendo assim, para um gel de resolução com 4% 

de acrilamida, os agregados que não penetraram no gel nativo devem possuir um 

peso molecular superior a 200 kDa  (Copeland, 1990). 

 Duas bandas de intensidade forte são observadas apenas para a solução 

nativa e que quase não aparecem na coluna correspondente à solução TD, na 

região em que o peso molecular está entre 8,4 e 19,6 kDa. Estas bandas 

corresponderiam à β-Lg e α-La, pois esta faixa de peso molecular inclui os valores 

de peso molecular de 18 kDa para β-Lg e 14 kDa para α-La. 

 Na região demarcada entre os pesos moleculares de 26,0 a 176,5 kDa 

(região II) observa-se um grande número de bandas na coluna de solução nativa 

de IPS, podendo corresponder a aglomerados de menor peso molecular das 

frações protéicas de IPS formados durante o processo de isolamento, podendo 

ainda ser outras frações protéicas do IPS e caseínas remanescentes no soro. 

Nessa mesma região II, nada se observa na coluna 4 indicando que grande parte 

das proteínas presentes no IPS estariam envolvidas na formação dos grandes 

aglomerados observados para a solução TD. Sendo assim, a solução crua ou 

nativa de IPS apresenta as proteínas e agregados individuais com pesos 

moleculares muito menores e possivelmente melhor distribuídos em solução do 

que os agregados formados pelo tratamento térmico, o que facilitaria sua interação 

com a xantana. 
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 Em condições desnaturantes (SDS) e não redutoras (Figura 3.6 B), 

observa-se que apenas pequenas bandas referentes à β-Lg e α-La aparecem na 

amostra termicamente desnaturada (coluna 4). No topo do gel, observa-se uma 

grande banda de elevada intensidade para esta amostra e isso sugere que 

somente o SDS não foi suficiente para desestabilizar totalmente os agregados de 

IPS em unidades de menor tamanho, permanecendo ainda grande parte destes 

com peso molecular superior a 200 kDa como descrito no gel nativo. 

 Quando analisado sob condições desnaturantes (SDS) e redutoras (β-

mercaptoetanol) ainda se observa uma pequena quantidade de agregados que 

não penetraram no gel sendo ainda visualizadas bandas de menor intensidade no 

limite entre o gel de empacotamento e o de resolução (Figura 3.6 C). Nesse caso, 

a quantidade de agente redutor utilizado no tampão poderia não ter sido suficiente 

para reduzir totalmente estes grandes agregados em unidade de menor tamanho. 

 No entanto, pode-se dizer que nessas condições mais drásticas, as bandas 

das soluções de IPS nativo e termicamente desnaturado são mais parecidas. A 

análise comparativa entre os géis nativo, não redutor e redutor, possibilitou avaliar 

o papel das interações moleculares na formação e estabilização dos agregados de 

IPS formados pelo tratamento térmico, mostrando o importante papel das pontes 

dissulfídicas, sendo esse aspecto discutido no Capítulo 4. Os resultados obtidos 

nesse trabalho são semelhantes aos apresentados em outros estudos de 

desnaturação e agregação das proteínas do soro devido ao tratamento térmico 

empregado na solução  (Vardhanabhuti & Foegeding, 1999, Shimada & Cheftel, 

1989, Li-Chan, 1983, Zhu & Damodaran, 1994, Morr & Foegeding, 1990). 

 A Figura 3.7 mostra mais claramente como as proteínas do soro estariam 

agregadas após o tratamento térmico. As moléculas das proteínas do IPS se 

agregariam de maneira ordenada na forma de “colar de contas”  (Bryant & 

McClements, 1998). Através de microscopia eletrônica, Ju & Kilara (1998a), 

verificaram esta estrutura fina e filamentosa de agregados de proteínas do soro 

formados termicamente. Nesse caso, os agregados das proteínas do soro teriam 
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um volume efetivo muito maior que o volume inicial das proteínas individuais do 

sistema. Uma rede espacial poderia se formar com o aumento da concentração de 

IPS em solução, devido a um aumento na razão axial dos agregados em forma de 

filamentos, o que aumenta a viscosidade da solução podendo até levar à formação 

de géis  (Bryant & McClements, 1998, Ju & Kilara, 1998b). 

 No trabalho de  Vardhanabhuti & Foegeding (1999), em paralelo às 

eletroforeses também foram realizados ensaios de viscosidade intrínseca para a 

avaliação do volume hidrodinâmico de soluções 8% de IPS, mostrando que a 

viscosidade intrínseca aumentou de 5,04±0,2 mL/g para 54,7±3,00 mL/g em 

função da polimerização das proteínas decorrente do aquecimento das soluções. 

Estes resultados indicam que a polimerização térmica das proteínas do soro 

produz sistemas moleculares maiores e com forma menos esférica. Por outro lado, 

as moléculas de xantana possuem volume hidrodinâmico em torno de 7534 mL/g, 

que é muito superior ao dos agregados de IPS  (Vardhanabhuti & Foegeding, 

1999). 

 

 

 

Figura 3.7: Desenvolvimento de uma estrutura filamentosa de maior peso 

molecular, através do aquecimento das proteínas do soro. Fonte  (Bryant & 

McClements, 1998). 
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3.4 - Considerações termodinâmicas 

 A xantana e as proteínas do soro estão carregadas negativamente em pH 

7,0 e sendo assim, deve haver uma apreciável repulsão eletrostática e baixa 

interação entre estas moléculas nestas condições  (Bryant & McClements, 2000). 

Portanto, a energia livre de mistura entre o IPS e a xantana nas condições 

estudadas neste trabalho não estaria significativamente associada ao termo de 

contribuição entálpica. 

 O fato de não ter sido observada separação de fases entre misturas de IPS 

nativo e xantana, enquanto que uma separação de fases intensa se deu entre 

xantana e IPS-TD, sugere que a formação de agregados de IPS devido ao 

tratamento térmico, tem um impacto marcante na compatibilidade entre estes 

polímeros em solução. Assim, o mecanismo termodinâmico mais adequado para a 

descrição de uma mistura de IPS-TD e xantana no pH 7, seria um processo 

essencialmente entrópico definido como incompatibilidade termodinâmica ou 

segregação  (Doublier et al., 2000). 

 As proteínas do soro no estado nativo possuem menor tamanho, conforme 

observado nos ensaios de eletroforese e, portanto, teriam maior mobilidade em 

solução, distribuindo-se ao acaso e elevando o estado de desordem do sistema. 

Dessa maneira, o termo de entropia de mistura das soluções de IPS nativo e 

xantana seria elevado, o que contribuiria negativamente na energia livre de 

mistura levando a um sistema compatível. A segregação entre polímeros muito 

grandes, como a xantana, e esferas coloidais relativamente pequenas, como as 

proteínas do soro, em seu estado nativo, seria possível com o aumento da 

concentração destes polímeros em solução. Nessas condições, o termo de 

entropia seria diminuído devido a uma maior organização molecular do sistema, 

resultado da organização das moléculas individuais nos espaços disponíveis em 

solução  (De Kruif & Tuinier, 2001). 

 Os agregados de IPS, formados pelo tratamento térmico, possuem massa 

molecular e tamanho muito maiores levando a uma menor mobilidade destes 
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sistemas na solução que as proteínas nativas de IPS. Nesse caso, o termo de 

entropia de mistura fica sensivelmente reduzido devido a um aumento na 

organização molecular do sistema, levando à incompatibilidade entre IPS-TD e 

xantana. O aumento da concentração dos polímeros em solução também levaria a 

uma separação de fases, no entanto, a incompatibilidade entre os biopolímeros 

seria ainda maior quando as proteínas do soro estão desnaturadas e agregadas. 

No entanto, valores muito elevados de concentração de biopolímeros dificulta a 

separação de fases devido o aumento da viscosidade do sistema, ainda que 

sejam utilizadas altas velocidades de centrifugação a prolongados tempos. 

 As propriedades da xantana quando em solução também tem influência 

direta no comportamento de fases de misturas de xantana com proteínas. As 

propriedades da xantana em solução dependem de muitos fatores, como o lote de 

xantana utilizado, a concentração e a temperatura da solução. 

 Estudos físico-químicos demonstram a existência de uma transição 

“ordenada-desordenada“ na estrutura da molécula de xantana em função da 

temperatura, força iônica e pH das soluções  (Lee & Brant, 2002a, Lee & Brant, 

2002b). Diversos estudos têm sido realizados com o objetivo de monitorar e 

compreender a conformação estrutural, tamanho e forma da xantana, e sua 

influência sobre a agregação com outros biopolímeros. De forma geral, a baixas 

temperaturas e reduzida concentração de sais, que é o caso deste trabalho, a 

xantana adotaria uma estrutura mais ordenada em forma de hélice, que levaria a 

molécula a um elevado estado de rigidez  (Morris, 1995). Soluções de xantana 

também mostram uma transição isotrópica-anisotrópica dependendo da 

concentração, força iônica, peso molecular e temperatura da solução, mas de 

forma geral, apresentam uma distribuição molecular extremamente organizada. 

 Analisando um diagrama de fases que correlaciona a conformação da 

xantana com a temperatura e concentração em solução, verifica-se que a 10ºC e 

em concentrações inferiores a 1%, a xantana apresenta uma conformação 

isotrópica  (Lee & Brant, 2002c). Sendo assim, a distribuição da molécula de 
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xantana tende a ser extremamente ordenada e organizada uniformemente em 

solução. Desta forma, a elevada organização da xantana nas condições 

estudadas levaria a uma diminuição da entropia do sistema, contribuindo também 

para a separação de fases. 

 Estudos de propriedades reológicas demonstram que efeitos sinergísticos 

em géis de IPS e xantana são observados em baixas concentrações de xantana, 

enquanto o antagonismo é predominante a elevadas concentrações  (Bryant & 

McClements, 2000, Sanchez, 1997). Nestes estudos, tais efeitos estariam 

relacionados com o tamanho das partículas formadas na interação entre 

moléculas de IPS e xantana, que levariam a uma separação de fases no sistema. 

 O tratamento térmico e a desnaturação das proteínas globulares, além da 

incompatibilidade termodinâmica com as gigantescas moléculas de xantana, 

também pode influenciar na natureza das interações proteína - proteína e proteína 

- xantana  (Syrbe et al., 1998), porém estudos mais aprofundados seriam 

necessários para esclarecer esta hipótese. 

 Uma vez que no pH 7,0 as interações entre IPS e xantana seriam mais 

repulsivas, não havendo significativas interações eletrostáticas entre as moléculas, 

existe um efeito da competição por espaço em solução entre os agregados de IPS 

e as grandes moléculas de xantana relacionado com o volume de exclusão das 

moléculas. 

 O volume de exclusão tende a ser muito maior para moléculas grandes e 

não esféricas, como é o caso de polissacarídeos lineares e rígidos  (Tolstoguzov, 

2002). Deste modo pode-se dizer que a molécula de xantana possui um elevado 

volume de exclusão, considerando-se a sua forma rígida quando em solução a 

10ºC. A medida que a concentração dos biopolímeros aumenta, o volume de 

exclusão das moléculas tende ao seu volume real, levando a uma sobreposição 

do volumes de exclusão das moléculas individuais  (Tolstoguzov, 1997).  

 Algumas características observadas no diagrama de fases apresentado na 

Figura 3.5 podem ser correlacionadas aos efeitos de volume de exclusão  



Capítulo 3 
  

 
 

 
 

66

(Tolstoguzov, 2000). Nessa figura pode ser observada uma grande região de 

incompatibilidade pra o IPS-TD e a xantana, e que as concentrações de polímeros 

que levam à separação de fases são muito menores para a xantana do que para o 

IPS-TD. Fica claro que tivesse sido possível traçar uma binodal no diagrama 

apresentado na Figura 3.5, esta estaria mais próxima do eixo de IPS. Segundo  

Tolstoguzov (2000), a binodal fica mais próxima do polímero de menor volume de 

exclusão, assim como o ponto crítico possui maior concentração deste polímero 

menor. No sistema estudado este polímero é o IPS-TD. A diferença entre os 

volumes de exclusão também determina a distribuição de água no sistema, sendo 

que o polímero de maior volume de exclusão possui maior afinidade com a água  

(Tolstoguzov, 1997). Isso confirma os resultados obtidos nas Tabelas 3.1 e 3.2. 

3.5 - Conclusões 

 O tratamento térmico levou a uma agregação das proteínas do soro 

formando agregados de elevado peso molecular, o que foi determinante no 

comportamento de fases de soluções de IPS e xantana. As soluções de IPS-TD e 

xantana mostraram uma elevada incompatibilidade termodinâmica, cujo principal 

mecanismo seria a baixa entropia do sistema, devido à tendência de estado mais 

organizado quando as proteínas do soro são desnaturadas. 

 O tempo necessário para a separação de fases nos sistema xantana IPS-

TD se deu em 6 horas para soluções diluídas de xantana e de 72 horas paras as 

soluções concentradas. 

 O diagrama de fases mostrou a grande região de incompatibilidade entre o 

IPS-TD e xantana, sendo que pequenas quantidades do polissacarídeo promovem 

a separação de fases. No entanto, a falta de ajuste observada nos pontos que 

descrevem as fases de equilíbrio, estariam mais correlacionados a limitações 

experimentais na determinação de equilíbrio de fases para soluções altamente 

viscosas. Algumas propriedades do diagrama como a sua assimetria e a elevada 

afinidade da xantana com a água estariam correlacionados à diferença de volume 
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de exclusão entre as moléculas, sendo estes efeitos mais acentuados para as 

soluções diluídas. 

 Um estudo mais aprofundado seria necessário para determinar a influência 

do tamanho dos agregados na interação com a xantana através de ensaios de 

microscopia. Ensaios de “light scatering” ou de viscosidade intrínseca 

esclareceriam a conformação das moléculas no sistema principalmente com 

relação à xantana nas condições estudadas. 
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RESUMO 

 O processo de gelificação a frio de soluções de Isolado Protéico de Soro 

7% (peso soluto/ peso solvente) foi estudado pela técnica reológica conhecida 

como “Compressão Biaxial Imperfeita com Lubrificação” permitindo o cálculo dos 

parâmetros reológicos em regime de escoamento extensional. Os resultados 

mostraram que a técnica foi adequada na determinação de diferenças de 

consistência entre os géis estudados. Géis foram formados pelo aquecimento 

prévio das soluções a 80ºC por 30 minutos sendo as soluções acidificadas pela 

adição de GDL em diferentes razões a 10ºC. As soluções apresentaram 

estabilização de pH entre 3,36 e 5,63 a 48 horas de armazenamento a 10ºC e os 

índices de comportamento em regime extensional variaram entre 0,19 e 0,43 

enquanto que os índices de consistência extensional variaram entre 4127 e 131, 

indicando o caráter pseudoplástico destes géis. Os géis mais consistentes foram 

obtidos nos pHs 4,73 e 5,10. Interações dissulfídicas são responsáveis pela 

estabilização dos agregados no tratamento térmico e podem estar envolvidas no 

processo de gelificação, no entanto interações eletrostáticas seriam as principais 

envolvidas na interação entre os agregados protéicos durante a redução do pH. 

4.1 - Introdução: 

 Tradicionalmente considerado como um subproduto da fabricação de 

queijos, o soro do leite tem se tornado extremamente atrativo como fonte de 

proteínas de excelentes qualidades funcionais e nutricionais para a indústria de 

alimentos. Devido a este elevado valor agregado, o soro atualmente é considerado 

o produto de interesse principal, com produtos com uma ampla faixa de 
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aplicações, o que é o caso dos isolados e concentrados protéicos  (Bottomley et 

al., 1990). 

 As proteínas exercem papel fundamental na textura de muitos produtos 

alimentícios. O desempenho funcional das proteínas irá depender de suas 

características conformacionais, que podem ser alteradas com as condições de 

processo, como tratamento térmico empregado, pH do meio e alterações no 

ambiente iônico entre outros. Por outro lado, fatores intrínsecos também podem 

afetar as propriedades destes compostos como a composição de proteínas 

específicas, seqüência de aminoácidos, estruturas conformacionais nativas 

(secundárias e terciárias), caráter superficial das moléculas representado pelas 

interações hidrofílicas ou hidrofóbicas e distribuição de cargas (Sgarbieri, 1998). 

 As proteínas do soro formam géis quando submetidas a tratamento térmico 

e/ou modificações do pH em solução e inúmeros estudos tem sido realizados com 

o objetivo de avaliar as propriedades reológicas destes sistemas.(Verheul & Roefs, 

1998, Vahdhanahuti & Foegeding, 1999, Puyol et al., 2001, Sagis et al., 2002). 

 As principais frações das proteínas do soro correspondem à α-

Lactoalbumina e à β-Lactoglobulina sendo que a interação entre estas proteínas 

tem sido bastante estudada. Um efeito sinergístico entre estas duas proteínas 

sobre a consistência de géis de proteínas do soro foi observado quando estes 

foram induzidos por tratamento térmico em diferentes condições de força iônica e 

pH (3,0 a 7,5) (Rojas et al., 1997). As interações destas proteínas com alguns 

polissacarídeos utilizados em sistemas lácteos também têm recebido grande 

atenção  (Eleya & Turgeon, 2000a, Eleya & Turgeon 2000b). 

 A acidificação de sistemas lácteos tem sido objeto de muitos estudos, 

sendo que vários trabalhos recentes tem feito uso do éster glucona-δ-lactona 

(GDL) cuja hidrólise em ácido glucônico resulta na redução lenta do pH  (Lucey et 

al., 1997a; Lucey et al., 1997b) e nestas condições, o processo de acidificação é 

similar ao que ocorre com a utilização de culturas lácticas  (Lucey & Singh, 1997). 
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 O conhecimento da viscosidade extensional é essencial para o 

entendimento de algumas características de qualidade de produtos alimentícios  

(Steffe, 1996), como o grau de espalhabilidade e a percepção de textura na boca. 

Muitas operações unitárias da indústria de alimentos envolvem deformação 

extensional como, por exemplo, a saída de enchedeiras, agitação de produtos 

altamente viscoelásticos e extrusão. Além disso, a orientação molecular causada 

pelo estiramento devido ao escoamento extensional, juntamente com o 

cisalhamento, podem produzir comportamento e produtos únicos (Baroni et al., 

1999). Assim, a viscosidade extensional deve estar relacionada com a natureza 

polimérica dos constituintes alimentícios e este parâmetro pode ser aplicado no 

desenvolvimento de novas formulações, controle de qualidade e desenvolvimento 

e modelagem de processos (Padmanabhan, 1995). 

 A técnica reológica de compressão biaxial imperfeita com lubrificação 

(CBIL), ou “imperfect lubricated squeezing flow” permite a análise de amostras de 

alimentos praticamente intactas por permitir a formação da amostra em um 

recipiente largo ou coletar a amostra diretamente da linha de produção no 

recipiente de análise (Campanella & Peleg, 2002). Esta técnica tem sido aplicada 

na análise dos mais diferentes produtos alimentícios de caráter semilíquido como 

ketchup e pasta de tomate (Lorenzo et al., 1997), maionese e mostardas (Hoffner 

et al., 1997), e ainda tem sido utilizada para o estudo de produtos com 

consistência tendendo à de um sólido como queijos fundidos (Campanella et al., 

1987), doce de leite (Corradini & Peleg, 2000), e ricota (Suwonsichon & Peleg, 

1999d). 

 A técnica reológica de compressão biaxial imperfeita com lubrificação 

também foi utilizada com o objetivo de identificar diferenças de textura entre 

amostras de maionese, pasta de tomate, iogurte e geléia de morango (Corradini et 

al., 2001). Neste trabalho foi verificada a correlação entre os resultados obtidos 

pela avaliação experimental e por análise sensorial, sendo que as diferenças 

detectadas na avaliação reológica, nem sempre foram detectadas pela análise 

humana. 
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 A análise de produtos industrializados pela técnica de CBIL é relativamente 

vasta na literatura, porém não foram encontrados estudos que utilizam esta 

técnica para verificar as propriedades reológicas de sistemas modelo de proteínas, 

bem como a avaliação de suas interações específicas frente a tratamentos que 

levam a formação de estruturas complexas, como a desnaturação térmica e por 

pH. Em particular, sistemas modelo constituídos por proteínas do soro tem sido 

amplamente estudados por técnicas reológicas a baixas deformações em 

cisalhamento (Sagis et al., 2002, Puyol et al., 2001, Bryant & McClements, 2000, 

Verheul & Roefs, 1998). 

 Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento 

reológico de géis de isolado protéico de soro de leite, formados através da ação 

de tratamento térmico aplicado na solução anteriormente à acidificação induzida 

por GDL, utilizando a técnica de CBIL como ferramenta de análise. 

4.2 - Considerações Teóricas sobre a técnica de CBIL 

 O comportamento reológico da maior parte dos fluidos alimentícios pode ser 

descrito por uma equação do tipo lei da potência: 

n

k
•

= εσ  ou 
1−•

=
n

k εη      (4.1) 

onde σ é a tensão normal ou de cisalhamento, η é a viscosidade aparente, 
•

ε  é a 

taxa de deformação, n é o índice de comportamento do fluido e k é o índice de 

consistência. 

 A força exercida por um fluido do tipo lei de potência comprimido entre 

placas paralelas de mesmo diâmetro e a uma taxa constante de deslocamento é 

dada por  (Campanella & Peleg, 1987): 

[ ]( )nn
HVkRHF /3)( 2/)1(2 += π     (4.2) 

 

onde F é a força temporal de compressão, H é a altura temporal de amostra, R é o 

raio da placa, V é a velocidade de deslocamento da placa na direção longitudinal e 



Capítulo 4 
 
 

 
 

79

n e k são as constantes reológicas do fluido lei da potência conforme definição 

para a equação (4.1). Assim, quando a relação entre a força e a altura de amostra 

é analisada em coordenadas logarítmicas, o resultado esperado é uma reta com 

inclinação –n. Uma vez determinado n, o valor de k pode ser calculado pela 

equação (4.2) (Suwonsichon & Peleg, 1999a, Suwonsichon & Peleg, 1999b, 

Suwonsichon & Peleg, 1999c). 

 Neste caso, quando o escoamento é do tipo lubrificado e o componente da 

força é apenas normal o cálculo da viscosidade extensional biaxial, η, é dado pela 

equação (4.3) como uma função da taxa de deformação (equação 4.4)  

(Suwonsichon & Peleg, 1999a). 

( ) VRHHF 2/2 πη =       (4.3) 

( )HV 2/=
•

ε       (4.4) 

 Em um fluxo onde existe atrito, o que ocorre quando as placas utilizadas na 

compressão do fluido não são lubrificadas, a relação entre força e altura da 

amostra é dada pela equação de Scott sendo esta descrita pela equação (4.5)  

(Avila & Binding, 1982). 

( )

( )
( )

12

3
12

3

2
)(

+

+
+

+
=

n

nnn

H

V

n

n

n

Rk
HF

π
    (4.5) 

 Assim, esta relação força altura representada em coordenadas logarítmicas 

terá como resultado uma reta com coeficiente angular –(2n+1). 

 Quando não é possível estabelecer o comportamento reológico de uma 

amostra, a CBIL permite analisar a consistência do sistema em estudo 

estabelecendo-se uma comparação em termos de tensão aparente em uma 

deformação específica de 25, 50 ou 75% da altura inicial da amostra (equação 

4.6). 

2

%75%50%,25@
%75%50%,25@

R

F ou

ou
π

σ =     (4.6) 
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 Além disso, uma estimativa relativa da tensão residual também pode ser 

realizada em ensaios de compressão a uma taxa de deslocamento constante. 

Neste experimento a amostra é submetida a uma determinada deformação 

instantânea e posteriormente permite-se que a amostra relaxe a força de 

compressão durante um tempo de experimento. Um indicativo da tensão residual 

é a tensão residual aparente após um tempo de decaimento da força de 

compressão. 

2

300150@
300150@

R

F souap

souap
π

σ =     (4.7) 

 Na técnica CBIL, a força exercida por fluidos sem tensão residual decai até 

o valor da força de empuxo quase que instantaneamente. Quanto maior a tensão 

residual presente no fluido e quanto maior o “caráter” de sólido da estrutura, maior 

será a magnitude da força residual, ou tensão residual aparente após o tempo de 

relaxação. Este dado seria um parâmetro do “grau de rigidez” da amostra e seria 

um indicativo da tensão residual existente (Suwonsichon & Peleg, 1999a, 

Suwonsichon & Peleg, 1999b, Suwonsichon & Peleg, 1999c). 

 

4.3 - Materiais e Métodos 

4.3.1 - Materiais 

 O Isolado Protéico de Soro (IPS-LACTOPRODAN DI-9224) foi gentilmente 

cedido pela Arla Foods Ingredients (Dinamarca). O teor de proteína da amostra foi 

quantificado pelo método de Kjeldhal  (AOAC, 1996), correspondendo a 

81,64%±1,33 da amostra e o teor de lactose era de 0,08%±0,01 que foi 

determinado pelo método Fenol Sulfúrico  (Hodge & Hofreiter, 1962). O teor de 

sódio, cálcio e potássio do IPS foi obtido em Espectrometria de Emissão Óptica 

por Plasma com Acoplamento Induzido (ICP-OES) no Instituto de Química da 

UNICAMP. Os níveis de cálcio, sódio e potássio na amostra correspondem 

respectivamente à 541±49 mg/kg, 6343±251 mg/kg e 6530±2758 mg/kg. 
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 O éster glucona-δ-lactona (GDL) foi adquirido da Sigma Aldrich-Corporation 

(St Louis - USA) Lot 21K0108. 

4.3.2 - Tratamento térmico das proteínas do soro 

 Soluções de IPS 7% (peso soluto/peso solvente) foram preparadas pela 

dissolução do pó em água deionizada sob lenta agitação magnética por um 

período de 90 minutos. Em seguida a solução foi transferida para um tanque 

encamisado de aço inoxidável com circulação de água, onde foi feito o tratamento 

térmico. A solução foi aquecida a 80ºC e a temperatura mantida por 30 minutos, 

permanecendo a solução sob lenta agitação mecânica para evitar a formação de 

espuma. Imediatamente após o término do tratamento térmico a solução foi 

rapidamente resfriada a aproximadamente 10ºC com o auxílio de um banho de 

gelo. 

4.3.3 - Acidificação e formação dos géis de proteínas do soro 

 Após o tratamento térmico e resfriamento da solução de IPS a 10ºC, o éster 

glucona-δ-lactona (GDL) foi dissolvido imediatamente no sistema com o auxílio de 

um agitador mecânico, pois a hidrólise do GDL é sensível à temperatura. 

 Após a adição do GDL, as soluções foram cuidadosamente transferidas 

para placas de Petri de diâmetros correspondendo a 140 mm. Os géis foram 

formados com espessuras (altura de amostra) em torno de 5±1,5 mm em 

ambiente climatizado a 10ºC em um período de 48 horas. As placas foram 

vedadas com filme plástico para evitar efeitos de evaporação da amostra. 

 Na acidificação foram utilizadas diferentes razões de GDL em função da 

concentração de IPS em solução, [ IPSGDLRGDL %/%= ], e as razões necessárias 

para alcançar diferentes valores de pH de equilíbrio foram determinadas em 

ensaios prévios, correspondendo a: 0,05; 0,053; 0,084; 0,135; 0,186; 0,22; 0,35; 

0,115 e 0,764. Também foi estudada uma solução sem adição de GDL, sendo que 

o pH medido era igual a 6,7. As medidas de pH foram realizadas em pHmetro 

Sentron 2001, Sentron Inc. – EUA. 
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4.3.4 - Ensaios Reológicos 

 Os géis de IPS formados nas placas de Petri foram comprimidos por placas 

de acrílico com diâmetros de 100 mm e altura de 6 mm, lubrificadas com óleo de 

silicone de baixa viscosidade. Todas as medidas foram feitas em equipamento 

TA.XT2i Texture Analyser (Micro Stable Systems, UK) com célula de carga de 25 

kg. As amostras foram analisadas a 10ºC, sendo submetidas à velocidade de 

compressão de 0,2mm/s até 75% de sua altura inicial. Após a compressão ao 

nível de 75% de deformação da altura inicial, a sonda foi parada e o decaimento 

da força de compressão foi analisada por um período de 300 segundos antes da 

retirada da sonda da amostra. Todas as medidas experimentais foram feitas em 

triplicata e o tempo total de ensaio foi de aproximadamente de 320 segundos. Os 

dados de força momentânea, altura momentânea de amostra e tempo de 

compressão foram importados e analisados no software MICROSOFT EXCEL 

2000. 

4.3.5 - Tratamento dos resultados 

 Os dados de força e altura foram utilizados nos cálculos da taxa de 

deformação biaxial segundo a equação (4.4) e a viscosidade extensional de 

acordo com a equação (4.3). 

 A relação força momentânea e altura de amostra foram analisadas em 

coordenadas lineares e logarítmicas, assim como a relação entre a viscosidade 

extensional e a taxa de deformação biaxial. A parte linear da relação logarítmica 

de força e altura de amostra foi considerada como representativa da região de 

fluxo extensional lubrificado dominante  (Lorenzo et al., 1997, Hoffner et al., 1997), 

e sua inclinação foi determinada por regressão linear. A parte inicial da curva 

correspondente à região não linear da relação força-altura e o aumento da 

viscosidade extensional em função da taxa de deformação foram considerados 

como artefatos residuais referente aos efeitos de entrada e saída da sonda e, 

portanto foram descartados  (Lorenzo et al., 1997). 
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 As tensões aparentes a uma altura de amostra correspondente às 

deformações de 25, 50 e 75% foram calculadas de acordo com a equação (4.6) e 

foram utilizadas como uma medida semi-empírica de consistência dos géis. Os 

dados de decaimento da força foram utilizados para calcular a tensão residual 

aparente utilizando a equação (4.7) nos tempos de 25, 50, 150 e 300 segundos. 

4.4 - Resultados e discussão 

4.4.1 - Resultados 

 Dez grupos de amostras de soluções 7% de IPS (p/p) termicamente 

desnaturadas e gelificadas pela adição de GDL foram analisadas por CBIL. A 

amostra em que não foi adicionado GDL apresentou pH no valor de 6,7, 

correspondendo ao pH natural da amostra. As outras amostras apresentaram 

variação de pH entre 3,36 a 5,63, e quanto maior a quantidade de GDL 

adicionado, menor foi o valor de pH de equilíbrio. 

 Os dados típicos da relação entre a força de compressão e altura de 

amostra obtidos por CBIL são apresentados na Figura 4.1 para todas as soluções 

estudadas. As relações foram bastante reprodutíveis considerando a variação 

entre as amostras da mesma triplicata. A partir destes dados foi possível o cálculo 

dos parâmetros reológicos e seus respectivos desvios, que estão apresentados na 

Tabela 4.1. 

 A Figura 4.2 apresenta os valores da viscosidade extensional em relação à 

taxa de deformação, quando analisados em escala logarítmica, para a mesma 

região de escoamento. 
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Figura 4.1: Relação entre a Força de compressão (N) a altura momentânea de 

amostra (m) durante ensaio de CBIL para géis ácidos de IPS obtidos em 

diferentes pHs. 

 

Figura 4.2: Relação entre a viscosidade extensional (kPa*s) e a taxa de 

deformação (s-1) dos géis ácidos de IPS. 
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 Nas Figuras 4.1 e 4.2 são visualizados dois grupos distintos de amostras, 

sendo que o primeiro grupo corresponde às amostras de pH 3,36, 3,86 e 6,7 com 

os menores valores de viscosidade extensional (entre 100 e 1000 kPa.s) e que, 

portanto, apresentam menor consistência. Isso pode ser atribuído à repulsão 

eletrostática entre as proteínas devido ao distanciamento do ponto isoelétrico. O 

outro grupo de amostras apresenta valores maiores de viscosidade extensional 

(entre 1000 e 30000 kPa.s) e correspondem às soluções com pHs entre 5,63 e 

4,31. Estas amostras possuíam uma consistência firme semelhante a um gel, não 

se soltando do recipiente quando este era invertido. Na Tabela 4.1, estes dois 

grupos podem ser visualizados a partir do valor do índice de consistência, k. É 

interessante observar que, para todas as soluções, o aumento da taxa de 

deformação levou a uma diminuição nos valores de viscosidade extensional 

(valores de n inferiores a 1), o que é característico de comportamento 

pseudoplástico. 

 A Tabela 4.2 apresenta os valores de tensão residual calculados a partir da 

equação (4.7), após a compressão das amostras até a deformação de 75% da 

altura inicial. Pode ser observado que após 150 segundos de relaxação da força 

de compressão todas as amostras chegam a um equilíbrio na tensão residual, 

exceto para a amostra no pH 4,43 que ainda apresenta uma pequena diminuição 

de tensão no tempo de 300 segundos. Os valores de tensão residual foram 

bastante baixos em todos os casos, estando por volta de 0,1 kPa e não sendo 

influenciado pelo valor de pH. 

 A Tabela 4.3 apresenta os valores de tensão aparente instantânea para as 

amostras analisadas nas deformações de 25, 50 e 75% da altura inicial da 

amostra (equação 4.6). Em geral, o gel com maior tensão aparente foi o obtido a 

pH 4,73, sendo significativamente diferente dos demais sistemas estudados. 

 A viscosidade extensional dos géis estudados foi calculada pela equação 

(4.3) para as deformações de 25, 50 e 75% da altura inicial da amostra e estes 

dados são apresentados na Tabela 4.4, onde se observa os maiores valores de 

viscosidade para as amostras que tiveram consistência mais firme com a redução 
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do pH nos valores entre 5,63 e 4,31, enquanto que menores valores de 

viscosidade são observados para as amostras que não gelificaram, no pH 6,7 e 

abaixo de 4. 

Tabela 4.1: Parâmetros reológicos de géis ácidos de IPS determinados por 

CBIL. 

Amostra 

(RGDL) 

PH 
Coef. angular 

da Eq (2)1* 
R2 n 2* k 2* R2 

0,764 3,36 -0,23±0,01 0,91 0,23±0,01 134,72±10,95 0,99 

0,35 3,89 -0,33±0,05 0,95 0,33±0,05 131,68±22,22 0,99 

0,220 4,31 -0,30±0,01 0,98 0,33±0,06 2041,70±414,98 0,99 

0,186 4,43 -0,33±0,11 0,96 0,33±0,11 4081,07±1877,08 0,99 

0,135 4,73 -0,22±0,14 0,98 0,22±0,14 4127,24±1600,95 0,99 

0,115 4,90 -0,19±0,07 0,98 0,19±0,07 1565,82±314,63 0,99 

0,084 5,10 -0,27±0,11 0,97 0,27±0,11 4101,43±1708,49 0,99 

0,053 5,49 -0,30±0,14 0,98 0,30±0,14 2390,33±276,06 0,99 

0,05 5,63 -0,20±0,10 0,98 0,20±0,10 1259,49±240,65 0,99 

0 6,70 -0,43±0,09 0,95 0,43±0,09 241,32±132,19 0,96 

 

1* – Inclinação referente à parte linear da relação força de compressão (N) pela 

altura de amostra (m) em escala logarítmica (Figura 4.1). Estes dados 

correspondem aos valores de n obtidos a partir da equação (4.2). 

 

2* - Os valores de n e k apresentados correspondem aos dados calculados a partir 

da equação (4.1). 
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Tabela 4.2: Tensões residuais (kPa) de géis ácidos de IPS após relaxação da 

força de compressão aplicada no sistema à velocidade de compressão 

0,2mm/s. 

 

Amostra 

(RGDL) 

pH. 
25 seg. 

(kPa) 

50 seg. 

(kPa) 

150 seg. 

(kPa) 

300 seg. 

(kPa) 

0,764 3,36 0,09± 0,01 0,08±0,00 0,08±0,00 0,08±0,00 

0,35 3,89 0,08±0,01 0,08±0,01 0,08±0,01 0,08±0,01 

0,220 4,31 0,94±0,12 0,29±0,01 0,10±0,00 0,10±0,01 

0,186 4,43 1,75±0,10 0,31±0,01 0,13±0,00 0,11±0,00 

0,135 4,73 3,00±0,55 0,25±0,01 0,08±0,01 0,07±0,01 

0,115 4,90 0,20±0,00 0,07±0,00 0,06±0,00 0,06±0,00 

0,084 5,10 1,21±0,04 0,26±0,03 0,07±0,00 0,08±0,00 

0,053 5,49 1,01±0,18 0,26±0,02 0,08±0,00 0,08±0,00 

0,05 5,63 0,75±0,03 0,26±0,02 0,12±0,01 0,11±0,00 

0 6,70 0,09±0,00 0,08±0,00 0,08±0,00 0,08±0,00 

 

 

 



Capítulo 4 
 
 

 
 

88

 

Tabela 4.3: Tensões Aparentes (kPa) de géis ácidos de IPS para velocidade 

de compressão de 0,2mm/s. 

 

 

Amostra 

(RGDL) 

pH 

Tensão Aparente 

25% H0 

(kPa) 

Tensão Aparente 

50 % H0 

(kPa) 

Tensão Aparente 

75% H0 

(kPa) 

0,764 3,36 
0,03±0,00

a* 
0,06±0,00

a
 0,10±0,00

a
 

0,35 3,89 
0,03±0,00

a 
0,06±0,00

a
 0,08±0,00

a
 

0,220 4,31 
0,58±0,01

b 
0,74±0,01

b
 1,62±0,07

b
 

0,186 4,43 
0,58±0,01

b
 1,34±0,10

c 
1,65±0,11

b
 

0,135 4,73 
1,08±0,11

c
 1,89±0,00

d 
2,68±0,02

c
 

0,115 4,90 
0,83±0,10

bc
 0,92±0,03

b
 1,26±0,12

d
 

0,084 5,10 
1,26±0,19

dc
 1,68±0,05

e 
2,25±0,17

e
 

0,053 5,49 
0,90±0,02

bc
 0,87±0,08

bf
 1,68±0,01

b
 

0,05 5,63 
0,61±0,01

b
 0,71±0,00

bf
 1,06±0,00

d
 

0 6,70 
0,03±0,00

a
 0,06±0,00

a
 0,08±0,00

a
 

 

 

* - ANOVA - Teste de Tukey para diferenças significativas ao nível de 95% de 

confiança. 
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Tabela 4.4: Viscosidade Extensional Aparentes (kPa*s) de géis ácidos de IPS 

para velocidade de compressão 0,2mm/s. 

Amostra 

(RGDL) 

pH. 

 

25% (H0) 

(kPa*s) 

 

50 % (H0) 

(kPa*s) 

 

75% (H0) 

(kPa*s) 

0,764 3,36 
1,15±0,14 1,02±0,20 0,005±0,00 

0,35 3,89 
0,90±0,02 0,78±0,05 0,006±0,00 

0,220 4,31 
24,64±0,56 14,32±1,33 0,06±0,01 

0,186 4,43 
21,80±5,21 26,48±0,09 0,07±0,01 

0,135 4,73 
34,39±0,73 32,17±0,39 0,13±0,00 

0,115 4,90 
14,60±1,94 10,57±1,04 0,12±0,01 

0,084 5,10 
30,03±4,46 24,44±1,36 0,05±0,01 

0,053 5,49 
30,17±0,28 14,56±1,84 0,08±0,00 

0,05 5,63 
23,33±1,80 12,30±0,67 0,08±0,00 

0 6,70 
0,93±0,19 0,80±0,14 0,008±0,00 

 

 A análise de consistência das amostras foi feita comparando-se os valores 

de tensão aparente em 25, 50 e 75% de deformação (Tabela 4.3). A diferença 

entre os valores obtidos foi verificada através do teste de Tukey aplicando-se uma 

análise de variância ANOVA, ao nível de confiança de 95%. 

 Na deformação de 25% da altura inicial de amostra verifica-se um grupo de 

géis semelhantes entre os pHs 4,73 e 5,49 com a consistência mais firme, seguido 

por um segundo grupo nos pHs estabilizados a 4,31, 4,43 e 5,63. Em seguida 

observa-se um terceiro grupo que correspondem às amostras líquidas nos pHs 

3,36, 3,89 e 6,7. 
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 A 50% de deformação visualiza-se uma maior distinção na consistência dos 

géis formados. A amostra mais firme correspondeu ao pH 4,73, seguido pelo pH 

5,1 e logo após pelo pH 4,43. Em seguida observa-se um grupo de amostras com 

consistência similar correspondendo a 4,31, 4,9, 5,63 e 5,49 que é seguido pelas 

amostras líquidas(pH 3,36, 3,89 e 6,7). 

 A 75% de deformação, os géis nos pHs 4,73 e 5,1 são os mais firmes 

seguidos por 2 grupos distintos, sendo que o primeiro corresponde às amostras de 

pH 4,31, 4,43 e 5,63 e o segundo às amostras de pH 4,9 e 5,49. Posteriormente, 

como sistemas de menor consistência apresentam-se as amostras líquidas com o 

pH próximo ao neutro e abaixo de 4. 

 De maneira geral, fica evidente a semelhança de consistência entre as 

amostras de pH 3,36 3,89 e 6,7 que não gelificaram. A semelhança entre elas 

também se demonstrou na Figura 2 e Tabela 4 conforme discutido anteriormente. 

Os géis mais fortes se formaram nos pH 4,73 e em seguida no pH 5,10. 

4.4.2 - Discussão de resultados 

4.4.2.1 - Caracterização dos géis e estimativa dos índices de comportamento 

e consistência por CBIL 

 Os dados apresentados na Figura 4.1 referem-se à região de escoamento 

em que se obteve o melhor ajuste linear e, portanto quando o escoamento é do 

tipo extensional. Esta região do escoamento corresponde aproximadamente às 

alturas de gel nas placas de Petri entre 0,4 e 0,1 mm para todas as amostras 

analisadas. Os dados descartados correspondem à região transiente em que se 

apresentam os efeitos de entrada e saída da sonda. 

 Os valores da inclinação das curvas apresentadas na Figura 4.1 são 

mostrados na Tabela 4.1 variando entre -0,43 e -0,19, sendo que os valores de R2 

relativos ao ajuste se apresentaram superiores a 0,91. Estes valores de 

coeficiente angular correspondem a índice de comportamento do fluido n entre 

0,19 e 0,43 conforme equação (4.2), o que indica o caráter pseudoplástico dos 

fluidos analisados. Uma vez que o valor de n para um fluido pseudoplástico deve 
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ser menor que 1, (0 < n < 1), o coeficiente angular da relação log(F) x log (H) deve 

estar entre –1 e 0 para que o escoamento observado seja considerado do tipo 

lubrificado, o que se evidenciou nos resultados apresentados. 

 No entanto, se o valor de coeficiente angular obtido estivesse entre –3 e –1, 

os valores de n indicados estariam entre 1 e 3. Este fato poderia ser uma 

conseqüência de um possível atrito entre a superfície de compressão e a amostra 

e neste caso a equação (4.3) deveria ser utilizada para o cálculo de n. Em se 

tratando de um fluido certamente não Newtoniano, um coeficiente angular na 

relação log(F) x log (H) da ordem de –1 poderia ser o indício de um fluido com 

elevado grau de plasticidade ou que as equações (4.2) e (4.3) não seriam 

adequadas para o cálculo das propriedades reológicas devido a uma possível 

elevada tensão residual do sistema  (Suwonsichon & Peleg, 1999b). Sendo assim, 

a análise da tensão residual aparente do sistema se tornaria muito importante 

antes de se traçar considerações finais sobre os parâmetros reológicos do 

sistema. 

 Os resultados das inclinações de reta na relação log(F) x log (H) para os 

géis de IPS não apresentaram a limitação descrita anteriormente, porém a 

validade do índice de consistência, k, se confirma com a análise dos valores de 

tensão residual do sistema. 

 Analisando os dados das tensões residuais obtidas para os diferentes géis 

a 300 segundos de relaxação da força de compressão (Tabela 4.2), verifica-se 

que o maior valor de tensão residual corresponde a 0,11 kPa para os géis 

estabilizados nos pHs 4,43 e 5,63. Suwonsichon & Peleg (1999a) observaram 

para iogurte a 120 segundos de relaxação da força o equivalente a 2,09 kPa de 

tensão residual. Nas mesmas condições de experimento foi verificada tensão 

residual aparente de 11,3 kPa para creme de feijão  (Suwonsichon & Peleg, 

1999c), e 3,6 kPa para ricota  (Suwonsichon & Peleg, 1999d). Portanto a tensão 

residual para os géis estudados é muito baixa e pode ser desconsiderada no 

comportamento reológico desses sistemas. Isso indica a validade da utilização da 
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equação (4.2) na análise dos parâmetros reológicos e o cálculo do índice de 

consistência k, os quais se encontram apresentados na Tabela 4.1. 

 Os valores de n e k apresentados na Tabela 4.1 foram obtidos a partir da 

regressão linear dos dados de viscosidade extensional em relação à taxa de 

deformação em coordenadas logarítmicas, conforme apresentado na Figura 4.2 e 

ajustando os dados à relação de lei de potência da equação (4.1). Observa-se a 

concordância dos dados de n calculados desta maneira com a inclinação das retas 

apresentadas na Figura 4.1 e calculados pela equação (4.2). 

4.4.2.2 - Viscosidade extensional e consistência dos géis de IPS 

 Em contraste ao índice de consistência k e índice de comportamento n, a 

viscosidade extensional ou elongacional é obtida diretamente da parte relevante 

da curva de escoamento experimental (Figura 4.1) sem a necessidade de ajuste 

de um modelo reológico constitutivo. Também deve ser ressaltado que a análise 

da viscosidade extensional é particularmente valiosa na avaliação da 

espalhabilidade de produtos de consistência intermediária como o requeijão  

(Baroni et al., 1999).  

 Além da viscosidade extensional, a Tabela 4.4 juntamente com os dados de 

tensão aparente da Tabela 4.3 também representam uma medida empírica da 

consistência dos diferentes géis analisados, sendo estes valores úteis na 

comparação entre as diferentes amostras. 

 Uma comparação entre os valores de viscosidade extensional a 50% de 

deformação e os valores do índice de consistência k, demonstram que estes 

parâmetros estão linearmente relacionados (Figura 4.3). A melhor correlação 

obtida se deu na deformação de 50% (R2 = 0,95) visto que nesta faixa os valores 

obtidos foram calculados com os dados de força de compressão e altura de 

amostra dentro do intervalo no qual o escoamento extensional estava 

completamente desenvolvido (Figura 4.1). 
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Figura 4.3: Correlação entre os valores de índice de consistência (k) e a 

viscosidade extensional determinada a 50% de deformação da altura de 

amostra para os géis ácidos de IPS. 

 Uma vez que o cálculo da viscosidade extensional, ao contrário do valor de 

k, não é baseado na validade de um modelo reológico, esta deve ser considerada 

como uma medida mais representativa da consistência das amostras a taxas de 

deformação específicas. No entanto, para garantir sua validade, as superfícies do 

sensor de medida foram adequadamente lubrificadas por um óleo de baixa 

viscosidade e a geometria de compressão era constituída por um material leve 

(acrílico) para garantir o escoamento do tipo lubrificado  (Lorenzo et al., 1997). 

4.4.2.3 - Agregação das proteínas do soro – Interações induzidas pelo pré-

tratamento térmico e redução do pH. 

 As principais frações do soro, β-Lg e a α-La, são pequenas proteínas 

globulares, sendo as principais responsáveis pelas propriedades de soluções de 

IPS frente a diferentes tratamentos empregados nas soluções. Diversos estudos 

tem sido realizados para descrever os processos de interação envolvidos quando 

soluções isoladas destas proteínas, ou de isolados protéicos de soro são 
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aquecidas ou submetidas a processos de gelificação (Rojas et el., 1997, 

Vardhanabhuti, 1999).  

 O aquecimento rompe várias ligações intermoleculares que estabilizam a 

estrutura nativa destas proteínas. Acima de 60-65ºC a β-Lg atravessa um 

processo de desnaturação, expondo seu grupo sulfidrila (SH) livre que permanece 

incluso na estrutura globular da proteína, possibilitando interações dissulfídicas 

intermoleculares levando a processos de polimerização protéica  (Prabakaran & 

Damodaram, 1997). O tamanho dos agregados formados por interações 

dissulfídicas de β-Lg frente ao tratamento térmico empregado, torna-se maior com 

o aumento da concentração desta proteína em solução quando aquecidas em pH 

neutro em temperaturas superiores a 65ºC  (Hoffmann & Van Mil, 1997), que foi o 

caso deste trabalho. Interações desta proteína com outros constituintes do soro 

tem sido constantemente investigadas e de maneira geral a α-La, apesar de se 

mostrar mais estável a tratamentos térmicos, tem papel fundamental na 

estabilização dos agregados formados  (Gezimati et al., 1997, Havea et al., 2000). 

 Neste trabalho, após o resfriamento a 10ºC da solução de IPS 7% (peso 

IPS/ peso água) não ocorreu a gelificação do sistema, e este permaneceu líquido 

mesmo em períodos superiores a 48 horas. O processo de gelificação ocorreu 

somente pela adição do GDL ao sistema. As interações entre as proteínas do soro 

e a caracterização dos polímeros frente ao tratamento térmico de 80ºC por 30 

minutos na solução de IPS na concentração de 7% foi realizada por eletroforese 

em gel de poliacrilamida. A metodologia empregada nesta análise e as fotografias 

dos géis de eletroforese estão apresentadas na Figura 3.6 no capítulo 3. 

 Comparando o perfil de percolação das proteínas no gel nativo ou não 

dissociativo das soluções não aquecida com a aquecida, observa-se que as 

principais frações de proteína do soro (β-Lg, α-La e albumina sérica) praticamente 

desaparecem após o tratamento térmico e grandes agregados são visualizados no 

topo do gel (Figura 3.6 A). Isso indica que todas estas frações estão envolvidas na 

formação dos polímeros de IPS. 
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 No gel SDS não-redutor (Figura 3.6B), em que as amostras são diluídas em 

tampão contendo SDS 10%, pequenas bandas de β-Lg e α-La entram no gel de 

resolução, mas agregados de elevado peso molecular ainda são visualizados no 

topo do gel. Este resultado indica que estes agregados seriam mantidos por 

interações hidrofóbicas. 

 Géis SDS-redutor (Figura 3.6 C) ou desnaturantes são preparados pela 

dissolução da amostras em tampão contendo SDS 10% e o agente redutor β-

mercaptoetanol e sob estas condições é possível avaliar o papel das pontes 

dissulfídicas na estabilização dos agregados. Quando a amostra foi diluída neste 

tampão, o padrão de bandas para as soluções aquecidas e não aquecidas a 80ºC 

por 30 minutos se tornou idêntico indicando que as pontes dissulfídicas foram 

quebradas pela ação do agente redutor. Estes resultados sugerem que as pontes 

dissulfídicas são as grandes responsáveis pela formação dos agregados de 

elevado peso molecular, devido ao tratamento térmico, e este resultado está de 

acordo ao estudo realizado por  Vardhanabhuti & Foegeding (1999). 

 A concentração de proteínas do soro na solução pré-aquecida tem efeito 

direto na dureza e consistência dos géis formados pela posterior adição de GDL, 

assim como o tempo e a temperatura de aquecimento  (Ju & Kilara, 1998a). Em 

soluções de IPS na concentração de 7%, pré-aquecidas a 80ºC por 30 minutos, 

90% das proteínas constituintes do IPS estariam envolvidas na formação dos 

agregados  (Ju & Kilara, 1998a). 

 Sob condições lentas de acidificação, promovidas por pequenas 

quantidades de GDL e baixas temperaturas, pontes dissulfídicas entre os 

agregados poderiam estar sendo formadas por grupos SH ainda reativos na 

superfície dos agregados  (Alting et al., 2000).  

 Em soluções de IPS contendo agregados protéicos formados termicamente, 

a formação de géis pode ocorrer pela adição de sais  (Hongsprabhas & Barbut, 

1996, Hongsprabhas & Barbut, 1997), ou pela acidificação do sistema 

posteriormente ao tratamento térmico. Neste caso, o processo é denominado de 
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“gelificação a frio”  (Bryant & Mcclements, 1998). Os géis formados a frio possuem 

significativa diferença de textura quando comparados com os géis formados 

exclusivamente pelo tratamento térmico, mostrando textura do tipo homogênea e 

transparente. São mais fortes em valores de pH entre 4,0 e 6,0 e quebradiços em 

pHs mais baixos  (Errington & Foegeding, 1998). 

 Os resultados deste trabalho mostraram que a aparência da solução de IPS 

após o tratamento térmico e resfriamento a 10ºC correspondeu a uma solução 

amarelo escuro e transparente. Com a adição de GDL a redução do pH ocorreu 

pela hidrólise do GDL em ácido glucônico e a solução apresentou um aumento de 

turbidez à medida que maiores razões de GDL eram empregadas no sistema, 

correspondendo aos valores de pH entre 4,0 e 5,5. Visualmente os géis obtidos 

apresentaram-se opacos e amarelados na faixa de pH entre 6,7 a 5,5. Entre 5,5 e 

4,5 mostraram-se opacos e esbranquiçados voltando a opacos e amarelados, 

retornando ao estado líquido no pH em torno de 3,5. Como descrito anteriormente, 

na faixa de pH entre 4,0 e 5,5, os géis apresentaram consistência firme, não se 

soltando do recipiente quando este era invertido. 

 O aumento de turbidez durante a acidificação de soluções de IPS está 

relacionado a uma maior agregação das proteínas no ponto isoelétrico da β-Lg, 

correspondendo ao pH 5,2 (Ju & Kilara, 1998b). A β-Lg corresponde a maior 

fração protéica do IPS e interações eletrostáticas entre as proteínas individuais ou 

agregados protéicos formados termicamente seriam mais fortes neste pH. 

 A avaliação dos resultados obtidos na análise dos géis ácidos de IPS por 

CBIL indica que os géis mais fortes, com maiores valores de tensão aparente, 

foram obtidos no pH de 4,73 e em seguida no pH de 5,1. No entanto um 

comportamento anômalo foi verificado no pH 4,9, onde ocorreu uma brusca 

redução na consistência do gel. Para uma maior compreensão deste fenômeno, 

estudos mais aprofundados seriam necessários utilizando outras técnicas. 

 Os géis de IPS formados pela ação de GDL e mais fortes no pH a 4,7 

também foram observados por  Ju & Kilara (1998b). Este resultado poderia ser 
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atribuído à proximidade do ponto isoelétrico da α-La no pH 4,73 gerando 

interações entre a α-La e os agregados formados no tratamento térmico, levando 

a formação de agregados mais fortes e estáveis. Maiores evidências deste 

resultado não foram encontradas em outros trabalhos científicos e, portanto, um 

estudo do perfil de solubilidade do IPS utilizado neste estudo em diferentes 

valores de pH seria necessário para uma maior compreensão deste fenômeno 

observado pelos resultados de CBIL. 

 Enquanto que o aumento da turbidez a partir do pH 5,5 reflete uma 

agregação contínua, a diminuição do pH a valores inferiores a 4,0 indicaria uma 

gradual desintegração dos agregados formados. 

 Alting et al., (2000) observaram um colapso nos géis de IPS quando altas 

quantidades de GDL são adicionados ao sistema. A medida que o pH era reduzido 

a valores menores que 4,0, o gel que havia se formado nos valores de pH entre 

4,0 e 6,0 se solubilizava adquirindo o mesmo aspecto líquido anterior à 

acidificação. A resolubilização foi atribuída à repulsão entre os agregados 

protéicos de elevado peso molecular formados no tratamento térmico preliminar 

devido ao abaixamento do pH. 

 Ju & Kilara (1998b) e Alting et al. (2000) apresentam um esquema para 

explicar a gelificação a frio de IPS como um processo de duas etapas conforme 

apresentado na Figura 4.4. Primeiramente, o tratamento térmico levaria à 

formação de agregados de maior tamanho e massa do que as frações nativas de 

proteínas do soro. Estas frações seriam unidades reativas que poderiam reagir via 

interações eletrostáticas ou por pontes dissulfídicas formadas por grupos ainda 

reativos presentes na superfície dos agregados, levando a géis mais fortes   

(Alting et al., 2000). 
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Figura 4.4: Representação esquemática do processo de gelificação a frio de 

proteínas do soro. 

4.5 - Conclusão 

 A análise de compressão biaxial Imperfeita com lubrificação (CBIL) se 

mostrou adequada na determinação de diferenças de consistência entre os géis 

de isolado protéico de soro obtidos pelo tratamento térmico prévio de uma solução 

de IPS 7% (p/p) e subseqüente adição de GDL. Os resultados obtidos 

demonstram que os géis estudados apresentam comportamento pseudoplástico 

quando submetidos a compressão uniaxial, sendo possível o cálculo de 

parâmetros reológicos extensionais. Também foi observado que a tensão residual 

mostrou valores praticamente desprezíveis. 

 A principal vantagem na utilização da técnica se refere principalmente à 

relativa simplicidade do experimento, à formação de um sistema intacto na própria 

geometria de análise, e devido a esta característica, as medidas experimentais 

podem ser mais representativas da consistência dos géis de IPS. 

 A lenta redução do pH, promovida por pequenas quantidades de GDL, 

poderia estar relacionada aos géis mais fortes e consistentes observados nos pHs 

de 4,7 e 5,1, onde interações específicas mais atrativas entre os agregados 

protéicos formados durante o tratamento térmico prévio levariam a formação de 
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uma estrutura mais forte. Interações dissulfídicas estariam envolvidas na 

estabilização destes agregados protéicos formados quando a solução de IPS 7% 

(p/p) foi aquecida a 80ºC por 30 minutos (análise de eletroforese em gel de 

poliacrilamida - capítulo 3). 
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 Os resultados obtidos na análise de eletroforese demonstram que o 

aquecimento de soluções de isolado protéico de soro na temperatura de 80ºC 

durante o tempo de 30 minutos levaram a uma desnaturação das proteínas com a 

agregação das unidades protéicas, produzindo polímeros com massa molecular 

muito superior à massa das unidades individuais quando a proteína se encontra 

em seu estado nativo. Estes polímeros possuiriam massa molecular maior que 

200 kDa e interações dissulfídicas estão envolvidas na estabilização destes 

agregados protéicos. 

 Nossos resultados mostraram uma elevada incompatibilidade 

termodinâmica entre as soluções de proteínas do soro termicamente desnaturadas 

e a xantana com a separação ocorrendo após 72 horas, enquanto que soluções 

nativas de proteínas do soro e xantana são completamente compatíveis e 

homogêneas. Este fato leva a crer que o principal mecanismo envolvido nesta 

incompatibilidade seria a baixa entropia do sistema quando os agregados 

protéicos são produzidos pelo tratamento térmico e a conformação da xantana a 

baixas temperaturas. 

 O diagrama de fase obtido permitiu verificar a região de incompatibilidade, 

sendo necessárias pequenas quantidades de xantana para promover a separação 

de fases. Foi observada uma falta de correlação entre os dados de composição 

das fases de equilíbrio e sendo assim não foi possível determinar uma binodal que 

representasse a fronteira de separação destes sistemas, sendo este fato atribuído 

a limitações na técnica de ultracentrifugação para a separação das fases quando a 

viscosidade era muito elevada. Com relação às soluções diluídas, a falta de 

correlação entre os pontos de equilíbrio poderia ser atribuída a uma interferência 

da lactose na determinação de xantana ou a uma ineficiente correção de turbidez 

na leitura do espectrofotômetro. 

 A análise de compressão biaxial imperfeita com lubrificação (CBIL) se 

mostrou adequada na determinação de diferenças no comportamento reológico 

entre os géis de isolado protéico de soro obtidos pelo tratamento térmico prévio de 

uma solução de IPS 7% (p/p) e subseqüente adição de glucona-δ-lactona (GDL). 
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Os géis de consistência mais firme foram obtidos nos sistemas em que os valores 

de pH se equilibraram em torno de 4,7 e 5,1 e isto poderia ser atribuído a 

interações específicas entre os agregados formados pelo tratamento térmico 

durante a redução lenta de pH. Neste intervalo de pH, estão os pontos isoelétricos 

da β-lactoglobulina e da α-lactoalbumina, as maiores frações protéicas do isolado 

protéico de soro do leite. 

Sugestões para trabalhos futuros: 

 Para uma melhor compreensão dos processos discutidos neste trabalho, 

alguns aspectos devem ser considerados: 

A) Capítulo 3: 

 - Análises em diferentes velocidades de rotação seriam adequadas para 

verificar a interferência da velocidade de centrifugação na separação de fases em 

sistemas de proteínas do soro e xantana, principalmente nas condições de 

elevada viscosidade das soluções. 

 - Uma vez que o tamanho dos agregados de proteínas do soro e o tamanho 

das moléculas de xantana têm fundamental importância nas características 

termodinâmicas destes sistemas, análises de viscosidade intrínseca e de 

conformação molecular por “light sactering” para a determinação do peso 

molecular da xantana e dos agregados de proteínas do soro seriam de 

fundamental importância na explicação dos resultados. 

B) Capítulo 4: 

 - Análises mais detalhadas das características de solubilidade das proteínas 

do soro frente às modificações de pH, seriam necessárias para assim estabelecer 

uma correlação efetiva entre as propriedades reológicas medidas e a agregação 

destas proteínas. 

 - Análises reológicas em cisalhamento seriam interessantes para 

estabelecer um paralelo com as propriedades medidas em fluxo extensional. 
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 - O efeito da taxa de acidificação nas propriedades dos géis formados 

poderia ser verificado com a utilização de outros agentes para promover uma 

acidificação mais rápida do sistema e assim estabelecer um paralelo com os 

resultados obtidos com a utilização de GDL. 

 - Estudos semelhantes com apenas frações isoladas dos constituintes do 

soro de leite poderiam ser realizados em paralelo, mantendo-se as mesmas 

condições experimentais, para melhor esclarecer a influência de cada constituinte 

no comportamento reológico das soluções de isolado protéico de soro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


