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RESUMO GERAL

Proteinas e polissacarideos correspondem a biopolimeros muito utilizados pela
industria de alimentos devido as suas caracteristicas funcionais, porém
apresentam uma incompatibilidade natural quando em solugbes. Sistemas
compostos por proteinas do soro e xantana foram avaliados neste trabalho em
diferentes condicbes de pH, com as proteinas nativas e desnaturadas
termicamente. Andlises de eletroforese em gel de poliacrilamida foram realizadas
para verificar o efeito do tratamento térmico nas proteinas do soro, mostrando que
0 aquecimento de solucdes de proteinas do soro a 80°C por trinta minutos causou
a formacdo de grandes agregados protéicos estabilizados principalmente por
interacdes dissulfidicas. Estes agregados tiveram influéncia marcante no
comportamento de fases destas proteinas com a xantana. Solugdes nativas de
isolado protéico de soro 5% (p/p) e xantana entre 0,01% a 1% se revelaram
compativeis, porém quando as proteinas foram termicamente desnaturadas, estes
sistemas se mostraram termodinamicamente incompativeis, separando em duas
fases. Um diagrama de fases capaz de descrever a regidao de incompatibilidade
termodindmica desses sistemas foi determinado, porém limitagdes experimentais
atribuidas principalmente a ineficiéncia da ultracentrifugacdo na separacao das
fases incompativeis quando as solugdes possuem elevada viscosidade impediu a
determinacdo da binodal de equilibrio. O principal mecanismo termodinamico
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envolvido na incompatibilidade termodinamica seria a baixa entropia quando as
proteinas do soro estdo agregadas, porém efeitos de volume excluido entre os
agregados e as grandes moléculas de xantana também poderiam estar envolvidos
nesta incompatibilidade, principalmente quando as solugbes sao diluidas. A
técnica reoldgica conhecida como compressao biaxial imperfeita com lubrificagao
foi adequada na determinacdo de diferencas de consisténcia de géis acidos de
isolado protéico de soro 7% (p/p). As solugdes (48h armazenamento/10°C)
apresentaram estabilizacdo de pH entre 3,36 e 5,63 e os indices de
comportamento do fluido em regime extensional variaram entre 0,19 e 0,43,
enquanto que os indices de consisténcia extensional variaram entre 131 e 4127
kPa.s", indicando o carater pseudoplastico destes géis. Os géis mais consistentes
foram obtidos nos pHs 4,73 e 5,10. Interagbes dissulfidicas foram responsaveis
pela estabilizagdo dos agregados no tratamento térmico e podem estar envolvidas
no processo de gelificacdo, enquanto que interacdes eletrostaticas seriam as

principais envolvidas na agregacao das proteinas durante a reducao do pH.

Palavras chave: Proteinas do soro, xantana, glucona-delta-lactona, separagéao 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 (80°C
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
xviii



storage/10°C) 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.s", 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.

Xix



CAPITULO 1

Introducao Geral e Objetivos






A preferéncia dos consumidores por produtos industrializados que
apresentam reduzido teor de gordura, porém com caracteristicas de melhor
textura, aparéncia mais firme e sabor agradavel tem crescido ao longo dos ultimos
anos. A industria de laticinios tem vivenciado esta demanda, levando a uma
intensificacdo e diversificagdo das linhas de producdo e desenvolvimento de
ingredientes aptos a conferir tais atributos aos alimentos formulados. Alimentos
processados sao estruturados e estabilizados por um complexo arranjo de varios
constituintes alimenticios e dentre estes, proteinas e polissacarideos
desempenham um papel chave devido as suas propriedades funcionais individuais
ou de interacao (sinergisticas ou antagbnicas).

As proteinas do soro, que no passado foram reconhecidas como um
subproduto da fabricacdo de queijos e caseina, atualmente sdo consideradas
como produto principal de elevado valor agregado devido as suas caracteristicas
funcionais Unicas e elevado valor nutricional. Estas proteinas podem ser
encontradas em um grande numero de produtos com diferentes conteddos
protéicos e perfis de funcionalidade, como 0s concentrados e isolados protéicos

de soro, que tem uma intensa aplicagdo como ingredientes de produtos lacteos.

Entre os compostos utilizados como ingredientes, também sao encontrados
alguns polissacarideos como a xantana, muito utilizada em produtos lacteos pela
sua capacidade de conferir aumento de viscosidade de solugdes e formacao de
géis devido a sua elevada habilidade de ligacdo com a agua (Morris, 1995),
levando a uma melhoria das caracteristicas reoldgicas de textura e estabilidade
dos alimentos (Syrbe et al., 1998).

Proteinas e polissacarideos também sédo chamados de biopolimeros, e um
estudo qualitativo para a explicacdo de suas propriedades em sistemas aquosos é
de extrema importancia. Estes biopolimeros sdo complexos, com uma extensa
faixa de interagbes moleculares, afetando sensivelmente as caracteristicas
reolégicas e de equilibrio de fases dos alimentos que os contém (Syrbe et al.,
1998).



A determinacao de diagramas de equilibrio dos sistemas de proteinas do
soro e xantana sdo importantes no conhecimento das fronteiras de separacao de
fases. Esta informacdo € importante no desenvolvimento de projetos de
formulagdo de produtos, uma vez que produtos que apresentam fases separadas
nao sao bem aceitos pelos consumidores, que associam separagao de fases a um

produto degradado e que perdeu qualidade.

As propriedades reoldgicas obtidas a altas deformacgdes séo relevantes no
desenvolvimento de processos como, por exemplo, 0 bombeamento ou agitacao
de solucdes. As altas taxas de deformacdes também estdo relacionadas com a
percepcao sensorial dos alimentos durante a ingestdo. Neste caso, a viscosidade
obtida em fluxo extensional é um importante pardmetro que esta associado a
textura, mostrando uma boa correlagdo com a percepc¢ao da textura do alimento

no ato de deglutir.

O objetivo geral deste trabalho foi estudar as interacdes entre os
componentes dos sistemas-modelo de proteinas do soro e xantana, verificando o
impacto da desnaturagdo térmica das proteinas no equilibrio termodinamico do
sistema. Além disso foram determinadas as propriedades reologicas em
escoamento extensional de solugdes de proteinas do soro acidificadas com o

éster glucona-d-lactona.
Os objetivos especificos foram:

1. Estudar o efeito do tratamento térmico de 80°C por um tempo de 30
minutos nas proteinas do soro do leite através de analise de eletroforese
em gel de poliacrilamida.

2. Estudar o equilibrio termodindmico de misturas de xantana e proteinas do
soro, nativa e desnaturada termicamente, no pH 7,0. Avaliar as interacoes
envolvidas nesse tipo de sistema e analisar a regido de incompatibilidade
termodindmica. Verificar a eficacia de técnicas de ultracentrifugacdo na
separacdo destes sistemas principalmente em condicbes de elevada

viscosidade das solucdes.



3. Determinar os parametros reolégicos em escoamento extensional de géis
obtidos a partir da acidificacdo de solugdes de proteinas do soro com o
éster glucona-d-lactona, utilizando a técnica reoldgica conhecida como

compressao biaxial imperfeita com lubrificaco.

Organizacao do trabalho

A apresentagédo deste trabalho se encontra dividida em uma introdugao
(capitulo 1); uma reviséo bibliografica geral sobre as proteinas do soro do leite e a
xantana, sobre a técnica de compressao biaxial imperfeita com lubrificacéo e
alguns topicos sobre equilibrio termodinamico entre proteinas e polissacarideos

(capitulo 2).

No capitulo 3 é realizada uma discussao sobre o efeito da agregacao das
proteinas do soro apdés um tratamento térmico de 80°C por 30 minutos no
equilibrio termodindmico destas proteinas com a xantana. Foram realizadas
analises de ultracentrifugagdo com o objetivo de separar as fases destes sistemas
e em seguida foram determinadas as composi¢cdes das fases separadas com o
objetivo de construir um diagrama de fases que fosse representativo do equilibrio

deste sistema.

O capitulo 4 apresenta uma analise dos parametros reoldgicos obtidos em
fluxo extensional de géis de proteinas do soro acidificados com glucona-d-lactona,
estabilizados em diferentes valores de pH apds um periodo de armazenamento de
48 horas a 10°C. Na realizacdo deste trabalho foi utilizada a técnica de
compressao biaxial imperfeita com lubrificacao.

No capitulo 5 sdo apresentadas algumas conclusdes gerais e sugestdes
para trabalhos futuros.

Referéncias Bibliograficas

MORRIS, V. J. Bacterial polysaccharides. In: STEPHEN, A. M. Food
polysaccharides and their applications. New York: Marcel Dekker, 1995.
p.341-375.
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CAPITULO 2

Revisao Bibliografica Geral






Revisao Bibliografica Capitulo 2

2.1 - Proteinas do leite

As proteinas correspondem em média a 3,5% da composicao do leite,
sendo que as caseinas, as albuminas e as globulinas sdo de excelente valor
nutricional. As caseinas estdo presentes no leite na forma coloidal,
correspondendo a cerca de 78% do total de proteinas, enquanto que as globulinas
sao cerca de 18% e as albuminas 4% (Usdec, 2002). A albumina esta presente na
pelicula que se forma no leite logo apdés o seu cozimento, ou ainda, na espuma
que se observa durante a fervura ou o desnatamento. A albumina e a globulina do
leite também sdo conhecidas como lactoalbumina e lactoglobulina, séo
completamente solUveis em 4gua e ndo se coagulam pela agdo de coalho sendo,
portanto encontradas no soro resultante da fabricacdo de queijos. Decorre dai a
denominacao de proteinas do soro, de onde podem ser extraidas por floculacao
em meio acido 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 proteinas funcionais para a industria
mundial de alimentos. Produzido principalmente através da fabricagdo de queijos e
caseina, os concentrados e isolados protéicos de soro em p6 sdo encontrados em
um amplo perfil de concentracbes de proteina que variam entre 25 e 95%. No
preparo destes produtos sao utilizadas técnicas diferentes — incluindo
ultrafiltragao, cristalizacao, precipitacao, osmose reversa e outros métodos de
separacoes fisicas para criar produtos a base de soro de leite, de acordo com
especificacdes fornecidas pelo usuario final (Usdec, 2002).

As proteinas do soro sdo utilizadas no desenvolvimento de novos produtos
por possuirem vantagens intrinsecas tais como sabor suave e capacidade de
formacao de gel, que acaba por conferir textura atrativa aos produtos formulados.
Em produtos como pudins e iogurte, 0 aumento da capacidade de retencdo de
agua ajuda a produzir uma consisténcia mais viscosa e a controlar a separagao de
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Revisao Bibliografica Capitulo 2

fases. As proteinas do soro tém desempenho funcional semelhante aos
emulsificantes tradicionais (gema de ovo) em molhos do tipo maionese, porém seu
teor de colesterol € mais baixo. A estabilidade de sistemas com proteinas de soro
pode ser aumentada com a adicdo de gomas ou por meio de aquecimento do

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

As proteinas do soro sao soluveis em uma ampla faixa de pH, exceto na
faixa de pH correspondente ao ponto isoelétrico. A desnaturacao e pequena perda
de solubilidade ocorre quando as proteinas sao submetidas a temperaturas
superiores a 60° C e/ou modificagdo do pH da solucdo. As caracteristicas das

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

Tabela 2.1: Composicao do soro do leite e algumas propriedades dos
componentes (Bottomley et al., 1990).

Quantidade
Massa Pont Concentracao | aproximada do
onto
Proteinas molecular o aproximada total de
Isoelétrico i
(Da) no soro (g/l) proteinas do
soro (%)
B-lactoglobulina 18.363 5,35-5,49 3,0 50
a-lactoalbumina 14.175 4,2-4,5 0,7 12
) (1,61a
Imunoglobulinas 5 5,5-8,3 0,6 10
10)x10
Albuminas
. 66.267 5,13 0,3 5
séricas
Proteases-
Peptonas e 4.100 a
, 353'357 1 54 23
proteinas 40.800
menores
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2.2.1 - Beta Lactoglobulina (B-Lg)

A B-lactoglobulina é uma proteina globular, que possui duas pontes
dissulfidicas e um grupo tiol livre incluso na estrutura da proteina, existindo
principalmente como um dimero no pH neutro (Schokker et al., 2000). No seu
estado natural, a B-lactoglobulina aparece como um complexo globular protéico
enovelado em estruturas tridimensionais com o lado hidrofébico da cadeia de
aminoacidos voltados para o interior, enquanto o lado polar est4 exposto ao
exterior. O aquecimento das solugdes de B-lactoglobulina acima de uma certa
temperatura causa uma abertura parcial destes complexos globulares, expondo os
aminodcidos localizados no interior, e levando a agregacao parcial ou completa da
proteina desnaturada (Eleya & Turgeon, 2000). Esta fracdo € considerada como o

principal agente gelificante do soro.

Em pHs entre 5,1 e 6,7 a B-lactoglobulina se apresenta como um dimero
estavel consistindo de duas unidades esféricas. Em pHs menores que 3,0 ou
maiores que 8,0 os dimeros se dissociam em mondmeros. Na faixa de pH entre
5,1 e 3,8 (abaixo do pl) a B-lactoglobulina tende a formar octameros, quando em
baixa temperatura e elevadas concentracdes de proteina. Da mesma forma que as
demais proteinas do soro do leite, a B-lactoglobulina se desnatura termicamente
quando aquecida por 30 minutos a temperaturas superiores a 60°C. A 95°C se
verifica completa desnaturacdo, com extensa transformacao conformacional e a
exposicao de areas hidrofébicas e grupos nucleofilicos (-SH: e-NH"3) altamente

reativos (Sgarbieri, 1996).

2.2.2 - Alfa-Lactoalbumina (a-La)

O segundo maior componente das proteinas do soro é a a-lactoalbumina,
uma pequena e compacta proteina globular que é estabilizada por quatro pontes
dissulfidicas e que nao contém grupo tiol livre (Schokker et al., 2000).

A propriedade caracteristica da o-lactoalbumina € a tendéncia de formar

associacbes em pHs abaixo de seu ponto isoelétrico. No pH natural do leite (pH
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6,6), e acima deste valor, a a-lactoalbumina aparece como um mondémero
(Sgarbieri, 1996).

A o-lactoalbumina possui peso molecular em torno de 14 kDa e esta
presente no soro em torno de 1 a 1,5 g/L, e representa 20% do total de proteinas
do leite. Apresenta forma esférica e possui estrutura globular compacta com
quatro pontes dissulfidicas. Por muito tempo foi considerada a proteina do soro
mais estavel a temperatura, mas evidencias indicam que é susceptivel a
desnaturacdo térmica, em temperaturas a partir de 65°C em pH 6,7, com 80 a
90% da desnaturacao sendo reversivel apdés o resfriamento. Esta elevada
capacidade de renaturacao tem sido atribuida a sua aparente resisténcia térmica
(Morr & Ha, 1993).

2.2.3 - Albumina Sérica (BSA)

A albumina sérica esta presente no leite de vaca com concentracdo em
torno de 0,4 g/L sendo idéntica a forma isolada do soro sangulineo, possuindo
peso molecular em torno de 69 kDa. Esta proteina possui 17 pontes dissulfidicas
intermoleculares e um grupo tiol livre. E mais conhecida por sua funcdo de
transporte de acidos graxos no sistema circulatério sendo sollvel em agua em
niveis acima de 35%, passando por extensa precipitacao na faixa de temperatura
de 40 a 45°C. A maior parte de seus residuos hidrofobicos é exposto e sujeito a
interagdes intermoleculares em temperaturas superiores a 40°C (Morr & Ha,
1993).

2.2.4 - Imunoglobulinas

O termo Imunoglobulinas é aplicado para uma familia de proteinas
presentes no soro, de elevado peso molecular, com propriedades fisicas, quimicas
e imunoldgicas semelhantes. Possuem peso molecular variando de 15 a 1000kDa.
Estas proteinas exibem temperatura de desnaturacdo mais elevada que a o-

lactoalbumina e a B-lactoglobulina, porém na presenca destas proteinas do soro,
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as imunoglobulinas sdo extremamente termolabeis, sendo a interagdo entre elas

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

2.3 - Xantana

A goma xantana € a primeira de uma nova geracado de polissacarideos
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 primaria da molécula de xantana € composta de
uma cadeia central de 1,4-B-D-glucose (como a celulose) com substituicbes
laterais contendo duas manoses e um &cido glucurdnico. Verifica-se que metade
dos terminais de unidades de manose apresenta uma ligacdo com acido piravico.
Este lado da cadeia representa uma grande fracdo da molécula (em torno de 60%)
e confere a goma xantana muitas de suas propriedades caracteristicas, como a
facil hidratacao, inclusive a baixas temperaturas. A xantana possui elevado peso
molecular na ordem de 2.500.000 Da e uma polidispersao baixa (Urlacher &
Noble, 1997).

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

As estruturas secundarias e tercidrias da xantana ndo sdo tdo bem
caracterizadas como a primaria. Na conformacao da molécula, é possivel que sua
estrutura seja estabilizada por pontes de hidrogénio favorecendo que estas se
organizem na forma de hélices duplas ou triplas. Estudos de microscopia sao
necessarios para a melhor compreensdo dessa estrutura bem como de sua

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

Em solugdo, a xantana passa por uma transicdo conformacional que é
influenciada pela temperatura. Isto indica que a goma xantana passa de um
estado rigido e organizado para um estado mais flexivel e desordenado. Neste
caso, a xantana pode possuir duas conformacdes, uma nativa e uma de
renaturacdo. No estado renaturado, a xantana possui 0 mesmo peso molecular
que em seu estado nativo, porém nas mesmas condi¢gdes de solugcéo, o estado
renaturado apresenta maior viscosidade. A temperatura que leva a modificagdo da
molécula entre estes estados depende de diferentes fatores como a concentragéo
de xantana na solucdo e a forga i6nica do meio, variando ainda com o teor de
acido piruvico e aceético na macromolécula de xantana. Na presenga de pequenas
quantidades de sais, nos niveis geralmente observados em alimentos, a transicao
entre os diferentes estados da xantana ocorre a temperatura mais elevadas,
geralmente acima de 90°C (Urlacher & Noble, 1997).

2.4 - Glucona-é-lactona (GDL)

O leite pode ser acidificado pela agdo de culturas bacterianas através da
fermentacao da lactose em &cido lactico, pela adicdo de acidos inorganicos como
HCI (acidificacdo direta), ou ainda pelo uso de GDL, cuja hidrélise em acido
glucénico (Figura 2.2), resulta na redugdo lenta do pH. Muitos estudos sobre a
formacao de géis acidos tém sido realizados com GDL, pois a lenta diminuigao do
pH é similar ao que ocorre com culturas lacticas. No entanto, a taxa de
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acidificacao é diferente entre o leite acidificado com GDL e por culturas lacticas;
pois o GDL é rapidamente hidrolisado em acido glucénico (especialmente em
temperaturas mais elevadas), enquanto que com o uso de bactérias lacticas o pH
nao muda muito nos primeiros instantes. O pH final em géis induzidos por GDL é
funcédo 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 fisicas e reoldgicas de géis lacteos induzidos por GDL
diferem dos induzidos por culturas bacterianas, em especial a temperaturas
elevadas. (Lucey & Singh, 1997).

o}
o
H-(;.:- OH H-?- OH
HO -?- H o m HO -?- H
H-(;.:- OH H-?- OH
H-(;.: H-?-OH
CH,OH CH.,OH
GDL Acido Glucénico

Figura 2.2: Hidrélise do GDL a acido gluconico (IUPAC, 2002).

2.5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida

Métodos de eletroforese sdo intensamente usados na ciéncia de proteinas
para determinar a pureza de amostras, peso molecular e o ponto isoelétrico. Géis
nativos e desnaturados sao utilizados para esse fim, em condigcdes que podem
permitir ou ndo a dissociacao das proteinas 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 irdo
migrar em um campo elétrico a uma velocidade que é determinada pela carga e

tamanho das particulas. Este campo elétrico € aplicado através de um ambiente
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constituido por um polimero, poliacrilamida, que age como uma barreira a

movimenta¢ao molecular.

No caso de géis nao nativos, antes de serem expostas ao campo elétrico,
as proteinas sao desnaturadas por exposicdo a condigdes drasticas, como por
exemplo, calor, agentes desnaturantes, detergentes, redutores dissulfidicos e
algumas vezes a uréia, sendo em seguida aglomerados em detergentes como o
dodecil sulfato de sodio (SDS) (Garfin, 1990). O agente redutor empregado no
solvente das amostras reduz as ligacdes dissulfidicas intermoleculares e assim
destréi a estrutura quaternaria da proteina e separa as subunidades, podendo
ainda destruir pontes dissulfidicas intramoleculares. No estado desnaturado,
muitas proteinas ligam-se ao SDS a uma razao constante em massa, terminando
assim por possuir densidades de cargas similares. Sob estas condicbes, a taxa de
migragcao destas proteinas no campo elétrico é dependente da carga inerente das
moléculas, mas preferencialmente condicionadas ao tamanho da base molecular.
Sendo assim proteinas maiores serdo severamente retardadas na migracao pela
base do gel polimérico ao passo que proteinas menores migrardo com maior
facilidade (Smith, 1994).

Existem casos em que se deseja avaliar a pureza e a massa molecular de
proteinas em condi¢cdes em que estas ndo sejam desnaturadas, ou seja, estejam
em seu estado nativo. Neste caso, a auséncia de SDS na base do gel de
poliacrilamida promovera a dependéncia de migragcdo ndao somente devido a
massa molecular das moléculas, mas também de suas cargas especificas.
Observa-se assim o potencial das analises de eletroforese na determinagao
qualitativa e quantitativa de proteinas, sendo ainda uma ferramenta valiosa na
determinagdo dos mecanismos de interacdo entre as moléculas protéicas
possibilitando o estudo dos meios de agregacdo molecular sob diferentes

condi¢des indutoras, como pH e tratamento térmico (Garfin, 1990).

Vardhanabhuti e Foegeding (1999) estudaram padrdes eletroforéticos de
solucdes de isolado protéico de soro em diferentes concentracdes e sob diferentes
condicdes 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 polimeros de proteinas formados sob tratamento térmico
formavam agregados que poderiam possuir massas moleculares da ordem de
1x10° Da. No entanto, os resultados de SDS-PAGE indicaram o papel
fundamental das pontes dissulfidicas na estabilizacdo dos agregados de proteinas
do soro apds o tratamento térmico. Em outro estudo, Lupano e colaboradores
(1996) verificaram a gelificagdo de concentrados protéicos de soro (CPS) em
condicbes 4acidas e mostraram que as ligacbes nao-covalentes sao as
responsaveis pela estrutura de géis de CPS em valores de pH entre 3,5 e 4,0.

2.6 - Viscosidade Extensional

A faixa de deformacgédo aplicada durante os estudos reolégicos € um
parametro muito importante, pois se a deformacdo ou taxa de deformacgao é
pequena, as respostas obtidas refletem a estrutura molecular, como por exemplo,
0s arranjos envolvidos nos processo de gelificacao.

No entanto, quando as deformacdes sao altas, os parametros obtidos séo
relevantes no desenvolvimento de processos ou na avaliagdo sensorial. A
viscosidade obtida em cisalhamento ou em fluxo extensional sdo importantes
parametros que estdo associados a textura, porém o ultimo mostra uma melhor

correlagdo com o ato de deglutir.

Além disso, a orientacdo molecular causada pelo estiramento devido ao
escoamento extensional, juntamente com o cisalhamento, podem produzir
comportamento e produtos Unicos (Baroni et al., 1999). Assim, a viscosidade
extensional pode estar relacionada com a natureza polimérica dos constituintes
alimenticios e este parametro pode ser aplicado no desenvolvimento de novas
formulagdes, controle de qualidade e desenvolvimento e modelagem de processos
(Padmanabhan, 1995).

A determinacao da viscosidade extensional (n,) de semi-sélidos e alguns
sélidos estd bem estabelecida e pode-se encontrar na literatura dados de varios

alimentos como queijos, géis € manteiga (Steffe, 1996). No caso de produtos
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fluidos ha uma escassez de dados de viscosidade extensional, devido a
dificuldade de se produzir fluxos extensionais bem controlados. Varias técnicas
vem sendo utilizadas na obtencao destes dados, como: elongacao de fibras (“fiber
wind up”), jatos opostos (“opposed jets”) e perda de carga na entrada de orificios
(“Orifice die”) (Padmanabhan, 1995), porém a técnica mais amplamente
empregada em alimentos é a denominada compressao biaxial imperfeita com

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

A consisténcia dos alimentos pode variar de um “estado” liquido (bebidas),
a solido (paes, queijos), podendo ainda se mostrar como um semiliquido, ou
mesmo um semi-sélido (manteigas, iogurtes, sorvete). A consisténcia dos
alimentos pode ser verificada através de diversas técnicas, sendo que a grande
maioria destas, bem como o0s modelos matematicos utilizados para a
representacdo dos resultados obtidos foram inicialmente formulados para a
descricdo de comportamento de produtos ndo alimenticios como tintas e
polimeros sintéticos. A aplicacao destes modelos e técnicas para alimentos possui
algumas limitagdes que devem ser consideradas, uma vez que estes séo
formados por estruturas frageis como as redes de proteinas.

Em trabalho recente, Campanella e Peleg (2002), apresentam um
importante levantamento te6rico e de aplicacdo da técnica reolégica conhecida
como “Squeezing flow viscosimetry” que permite a obtencdo da viscosidade
extensional, descrevendo as suas vantagens em relacao as técnicas tradicionais

no estudo reoldgico de alimentos.

O método consiste na compressao 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 compressao
quando as placas estdo 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 lubrificagdo das placas de medidas é

intencional, o escorregamento é produzido intencionalmente, e uma vez que esta
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€ uma condicao 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
condi¢cdes de volume ou area de compressao constante, aplicacdo de forca de
deslocamento ou taxas de deslocamentos constantes no monitoramento da
relagdo forca momentdnea de compressdo e altura de amostra em andlise
(Campanella & Peleg, 2002).

Volume Constante

V = Constante F = Constante

Area Constante

V = Constante F = Constante

Figura 2.3 Configuracao dos testes de viscosimetria de compressao biaxial
com geometria e placa de compressao paralelos (Campanella & Peleg, 2002)

O denominado “efeito de escorregamento” € observado quando a amostra é
submetida a tensdes de cisalhamento ocorrendo uma migracao de particulas para

0 centro da regido de escoamento e a camada de liquido em contato com a
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geometria do sensor passa a se comportar como uma camada de lubrificante.
Este fenbmeno leva a formagdo de um fluxo empistonado e ndo um perfil de
escoamento perfeitamente desenvolvido, afetando consideravelmente as medidas

realizadas.

Os autores também consideram que nos procedimentos reologicos usuais,
a manipulacdo da amostra para ser levada ao reémetro promove uma ruptura
parcial da estrutura do alimento o que modifica suas propriedades reoldgicas.
Como néo é possivel quantificar o grau de destruicdo no manuseio das amostras,
existe sempre um elemento de incerteza nas medidas realizadas no que se refere
a completa caracterizacdao do comportamento reoldgico do produto. Este problema
€ agravado quando este rompimento estrutural é irreversivel como no caso do
iogurte, e uma solugao seria a formacdo da amostra na propria geometria de

medida, o que em muitos casos € uma limitagéo pratica.

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

O “Imperfect Lubricated Squeezing Flow” (Compressao Biaxial Imperfeita
com Lubrificacdo) esta baseado na compressdo de um produto entre duas placas
que devem estar lubrificadas com o objetivo de diminuir a0 maximo o
cisalhamento no produto, que neste caso é a superficie do alimento. Sem
lubrificacéo, este experimento resulta no conhecido escoamento de Stefan, que é

uma combinagdo de cisalhamento e compressao (Bird et al., 1987).

No caso de alimentos sélidos ou semi-sélidos, a mesma area ou volume de
produto durante o teste pode ser mantida (Figura 2.3). Porém, no caso de semi-
liguidos deve-se fazer uma adaptacdo da geometria, visto que durante a
compressao existe o escoamento do mesmo pelas bordas (Figura 2.4). Esta
adaptacao foi apresentada por Lee e Peleg (1992), e otimizada por Damrau e
Peleg (1997).

Na compressao imperfeita, a amostra é colocada em recipientes de grande
didmetro 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 produgcdo sem passar por condicdes que possam
perturbar a estrutura da amostra. Com o intuito de evitar os efeitos de borda é

necessario o uso de sondas de diametro superior a 10 vezes a altura da amostra

lF(t)

na placa (Damrau & Peleg, 1997).

H(t)

7

Figura 2.4: Esquema de uma geometria Imperfeita onde a placa de fundo é
substituida por um recipiente largo. (Campanella & Peleg, 2002)

A forca resultante do escoamento realizado sob compressado biaxial com
lubrificagdo de um fluido Newtoniano pode ser descrito pela equagdo 2.1
(Campanella & Peleg, 1987a):

_ 37R2u(dH(t)
=25 () e

onde u € a viscosidade newtoniana, R € o raio da geometria de compressao e H(t)
€ a altura da amostra em funcao do tempo. No caso de um fluido que segue a lei

de poténcia, tem-se a equacéao 2.2:

n,+1 n,
F(t)=3 2 kbnRz(—i(t)j (2.2)

H(t)dt

onde ny, é o indice de comportamento do fluido em escoamento extensional, sendo
1 para fluidos newtonianos e menor que 1 quando o fluido possui comportamento

pseudoplastico. O indice de consisténcia extensional € denominado de k.
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Os experimentos em equipamentos tipo Universal Testing Machine sao

realizados a uma velocidade —% =constante =V, e portanto:

n,+1
3 2 k,mR2V™
F(t)= o= (2.3)
H(t)™
Linearizando a equagao 2.3:
logF(t) = C —n, logH(t) (2.4)
onde:
C
kp = T (2.5)
nR23 2 V™

A deformacéo utilizada nos célculos do escoamento extensional considera a
variagao na altura da amostra com o tempo (deformacéo de Hencky). Assumindo-
se deformacdo homogénea e material incompressivel pode-se definir esta

deformacéo na direcao vertical como:

ey =—1In # (2.6)

em que Hop € a altura inicial da amostra. Entdo, neste caso a taxa de deformacao

é:
* . 1 dH
dr  H(t) dr
Os componentes de velocidade durante o escoamento extensional séo
dados por:
v, = g.H H(r) direcéo axial (2.8)
Vrze;,é direcao radial (2.9)
Vg =0 diregéo angular (2.10)
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Como nestes ensaios a velocidade V7 é constante, a taxa de deformacéao
de Hencky é calculada como:

£, =% —_ = (2.11)

No caso de compresséao biaxial imperfeita com lubrificagéo, a equagéo para
o calculo da taxa de deformacgao biaxial de Hencky fica:
— dgb 8H VZ

gb _— = =

T a2 2H()

(2.12)

Idealmente quando as placas estdo completamente lubrificadas, o
escoamento pode ser considerado empistonado na dire¢ao radial e 0 escoamento
biaxial é governado pela viscosidade extensional (n,) (Campanella & Peleg,
1987a), (Lorenzo et al., 1997).

tensdo _F (t)/ 7R’

(2.13)

" taxa-de- deformacao e
b

Considerando-se um escoamento no qual existam componentes de atrito,
que é o que ocorre quando as placas utilizadas no experimento nao estao
suficientemente lubrificadas, a relacao entre a forga e a altura da amostra é dada
pela equacgéo (2.14) de Scott que é descrita por Avila e Binding (1982).

27k, R" | 2n, +1) " v™
(, +3) H(@®)™"!

F(t) { (2.14)

n,

Quando os dados de forca e altura de amostra sdo avaliados em
coordenadas logaritmicas, o resultado obtido € uma reta com coeficiente angular
-n, se 0 escoamento ocorre em condicbes de lubrificacdo (equacdo 2.4). No
entanto, quando o escoamento ndo ocorre em condi¢des de lubrificagdo, os dados
de forca e altura em coordenadas logaritmicas correspondem a uma reta de
coeficiente angular —(2n,+1), de acordo com a equagéo de Scott (Suwonsichon &
Peleg, 1999Db).
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No caso de um fluido pseudoplastico cujo indice de comportamento np,
varia entre 0 e 1, o valor da relagéo log(F(H)) versus log(H) em um escoamento
com atrito deve ser maior que 1. Assim, um coeficiente angular observado nesta
relagdo com valor menor que 1 é uma evidéncia muito forte de que o escoamento
ocorre na auséncia de atrito (Suwonsichon & Peleg, 1999b). Segundo
Campanella e Peleg (2002), este efeito é observado experimentalmente pela
forma do fluido deformado durante a realizacdo de um experimento em condi¢des
de geometria perfeita (Figura 2.5):

A forma retangular do escoamento desenvolvido sob lubrificagdo € uma
caracteristica de um fluxo empistonado o0 que se observa em condicbes de
escorregamento (Figura 2.5-b). No entanto, quando este escoamento é dominado
por forcas de atrito observa-se um perfil parabdlico, caracteristico do perfil de

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

No caso de fluidos ndo newtonianos, um coeficiente angular na relagéo
logaritmica F(t) versus H(t) na ordem de —1 pode indicar um elevado grau de
plasticidade ou que as equagdes descritas anteriormente ndo sao adequadas na
descricdo do material podendo este fato ser atribuido a uma elevada tensao
residual do fluido em estudo (Suwonsichon & Peleg, 1999b).

F(t) F(t)

(a) (b)

Figura 2.5 — Vista esquematica do perfil dos possiveis fluxos extensionais (a)
Escoamento com atrito, (b) Escoamento sob lubrificacao (Campanella &
Peleg, 2002).
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No caso da técnica de compressao biaxial imperfeita, os resultados de forca
momentanea obtida podem ser fortemente influenciados pelas for¢cas de empuxo
durante a entrada da geometria de compressao na amostra, pelo escoamento
anular entre a geometria de compressao e a placa de acondicionamento da
amostra e efeitos de entrada e saida da geometria. No entanto, se a placa de
compressao for suficientemente grande, apresentando um diametro de pelo
menos 10 vezes a altura inicial de amostra, estes efeitos sdo minimizados e
podem ser desconsiderados (Damrau & Peleg, 1997). Além disso estes efeitos
também podem ser minimizados com o aumento do didmetro do sensor de
compressdo. Considera-se que a utilizagdo de geometrias de compressado na
ordem de 100 mm e um anulo entre a geometria e a placa de acondicionamento
na ordem de 10 mm, uma condicdo adequada de experimento (Hoffner et al.,
1997).

No caso das equagdes anteriormente apresentadas serem invélidas na
descricdo do comportamento reologico dos fluidos estudados, Suwonsichon e
Peleg (1999b) sugerem avaliar a consisténcia das amostras, podendo ainda
estabelecer uma comparagdo em termos de tensdo aparente em uma altura ou

deformacéao especifica de amostra .

_ F@O,Soume
O-@O,Soume - 7ZR2 (2.15)

A desvantagem na realizacdo deste procedimento estd no fato de que a
magnitude da tenséo aparente verificada depende da velocidade de compressao

em que o teste é realizado e da deformagdo maxima estipulada.

A tensao residual de alimentos semi-liquidos dificilmente é determinada em
andlises de “squeezing flow” realizadas em taxas de deslocamento constantes.
(Campanella & Peleg, 1987b). No entanto, uma estimativa da tensao residual pode
ser obtida se sao realizados ensaios em que € permitido que a amostra relaxe até

uma forga constante (Suwonsichon & Peleg, 1999b).
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__ 7 constante

o
ap TR>

(2.16)

Na técnica de compressdo biaxial imperfeita com lubrificacdo, a forca
exercida por fluidos sem tensao residual decai ao valor da forca de empuxo quase
que instantaneamente. Quanto maior a tensao residual presente no fluido e quanto

maior o carater solido da estrutura, maior serd a magnitude da tensao residual.

A técnica de compressao biaxial imperfeita com lubrificagdo (CBIL) foi
utilizada na caracterizacao 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 compressao.
Esta técnica foi utilizada para as amostras de iogurte com o objetivo de avaliar a
modificacdo de textura decorrente da agitagdo manual ou com um agitador
mecanico. No caso da mostarda, a finalidade era avaliar a consisténcia das
amostras por uma analise reoldégica em que os efeitos indesejaveis de
escorregamento fossem minimizados. Em estudos semelhantes, Campanella e
Peleg (1987a) determinaram caracteristicas reolégicas de creme de amendoim e
Lorenzo e colaboradores (1997) verificaram as propriedades reoldgicas 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 sao empregadas as técnicas de reologia em

cisalhamento.

No estudo de requeijao cremoso comercial tradicional e com teor reduzido
de gordura, Baroni e colaboradores (1999) realizaram um estudo de
caracterizacdo reolégica determinando as viscosidades extensional e em
cisalhamento utilizando CBIL e reometria rotacional convencional,
respectivamente. Os resultados indicaram que o requeijao apresenta
comportamento pseudoplastico 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 Biopolimeros

Uma crescente atengao tem sido dada a gelificagdo de misturas aquosas de
proteinas e polissacarideos durante as Ultimas décadas. Esta tendéncia reflete (i)
o papel chave dos hidrocoldides na formacao de estruturas em alimentos, (ii) um
aumento no uso de polissacarideos e proteinas como aditivos e (iii) ao
desenvolvimento de novos métodos de processamento. No entanto, apesar da
ampla praticidade do uso de hidrocoldides como aditivos alimenticios, muitos dos
aspectos fundamentais da relacdo estrutura-propriedade destas misturas
formadoras de géis sdo desconhecidas (Zasypkin et al., 1997).

Em principio existem trés possibilidades de equilibrio nestes sistemas
(Syrbe et al., 1998):

(i) Incompatibilidade: interacbes sao repulsivas, ocorrendo a
segregacdo entre os biopolimeros e formando fases aquosas
imisciveis concentradas com somente um dos biopolimeros

envolvidos.

(i) Coacervacao complexa: atragdo entre as moléculas dos
biopolimeros causando a formagcdo de complexos. Neste caso
também ocorre a formacao de duas fases distintas, sendo que uma
delas esta concentrada com os biopolimeros enquanto a outra fase

contém somente o solvente.

(i)  Miscibilidade ou coacervacao simples: o sistema € homogéneo e

0s biopolimeros estao distribuidos no solvente.

A compatibilidade termodindmica entre os hidrocoléides de estrutura
semelhante, sob certas condi¢cdes (valores de pH e forga idnica), inibe atracdes
entre biopolimeros nao idénticos levando a separacao destes componentes da
mistura. Geralmente, a separagdo de fases ocorre quando a concentracdo total
dos componentes macromoleculares excede um certo valor critico (Tolstoguzov,
2000). Desta maneira, o comportamento de fases destes sistemas é de

importancia chave para a formulagcao de produtos alimenticios 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 biopolimeros em solucbes €
quantitativamente caracterizado por um diagrama descrevendo as condi¢cdes de
fronteira da separacao de fases e de particdo dos componentes (entre agua e os
biopolimeros). Diagramas de fases também sdo usados para apresentar
graficamente os efeitos de temperatura, pH, concentracdo de sais, e outras
variaveis no comportamento de fases da mistura de biopolimeros (Tolstoguzov,
2000).

A Figura 2.6 mostra um diagrama de fases para um caso tipico de
incompatibilidade  termodindmica de  sistema  proteina-polissacarideo,
gelatina/goma jatai (Alves et al., 1999a). A linha em negrito € a binodal ou curva
de equilibrio. Quando as concentragdes de proteina/polissacarideo do sistema se
apresentam abaixo desta linha, o sistema permanece monofasico. Todavia, se for
preparada uma solucdo na qual as concentracdes de proteina e polissacarideo
estejam acima desta binodal (por exemplo, na mistura de solugbes concentradas
destes dois polimeros), a mistura final ira espontaneamente separar em duas
fases liquidas, uma enriquecida em proteina e esgotada em polissacarideo, e a

outra enriquecida em polissacarideo e esgotada em proteina.
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Figura 2.6. Diagrama de fases isotérmico de sistema agua-gelatina-goma
jatai. pH=5; T=313 K. == binodal; - linhas de amarracao; ® - composicao
das fases coexistentes; B -outros pontos no diagrama de fases; O - ponto
critico (Alves et al., 1999a).

Os pontos que descrevem a composicdo de cada fase situam-se sobre a
binodal, e as linhas de amarracao entre estes pontos também passam pelo ponto
que descreve a composicao inicial da mistura (isto é, as concentragdes globais de
proteina e polissacarideo). Todas as misturas cujas composi¢des iniciais
permanecam sobre a mesma linha de amarragédo irdo separar em fases com a
mesma composi¢do, porém os volumes relativos das duas fases irdo variar. Em
cada sistema, o comportamento de separacao de fases pode ser definido por uma
familia de linhas de amarracdo (experimentalmente determinadas) que, com o

decréscimo da concentracéo, finalmente convergirdo a um unico ponto critico.

A fracao volumétrica (¢) em cada fase é inversamente proporcional ao grau
de enriquecimento do polimero dominante (Morris, 1990). Quantitativamente,
denotando a fragdo volumétrica, concentracdo de polissacarideo e proteina na
fase enriquecida em proteina (fase 1) como ¢¢, Ay e C4, respectivamente, e os
parametros correspondentes na fase enriquecida em polissacarideo como ¢z, Az e

C,, entao,
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01A1+02A, = Ag (2.17)
01C1 +9,C, =Cy (2.18)

onde, Ay e Co sdo as concentragdes globais do sistema de polissacarideo e
proteina, respectivamente. Desde que ¢, +¢, =1, pode-se demonstrar que (Morris,

1990):

(2.19)

0o = = (2.20)

01 _(Ay—Aq)_(Co-Cy) (2.21)

0o (Ag—Ay) (Ci-Cy)

Uma forma equivalente, e talvez mais simples, de expressar estas relagdes
€ dizer que o comprimento da linha de juncdo entre a composicdo global do
sistema e cada uma das fases é diretamente proporcional a fragao volumétrica da
outra fase (Morris, 1990).

Alves e colaboradores (2000) sugerem que as propriedades mecanicas de
sistemas proteinas/polissacarideo podem ser preditas através do conhecimento de
seu diagrama de fases. Neste trabalho foi investigada a possibilidade de
diagramas de fases determinados para agua-gelatina-goma jatai serem um
modelo apropriado para avaliar a composicao de fases em géis formados com
estes componentes. Através de analises reoldgicas concluiu-se que nos géis em
questdo as propriedades mecéanicas sao influenciadas pela concentragdo de
polissacarideo e pela concentracdo de gelatina, e a medida que se aumenta a
concentracao de polissacarideo ocorre a diminuicao da densidade da rede do gel

levando a separacao dos componentes.
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Em outro trabalho, Alves e colaboradores (1999b) investigaram a
compatibilidade termodinamica de sistemas jatai e gelatinas 4cida ou alcalina, que
possuem diferentes pontos isoelétricos. O efeito da degradacao das moléculas de
gelatina na compatibilidade termodindmica foi investigado e verificou-se que a
medida que esta degradacdo aumenta, a assimetria dos diagramas de fases

também aumenta.

No estudo do equilibrio de fases de sistemas agua-gelatina-pectina-
dextrana, na auséncia de sais e em valores de pH maiores que o do ponto
isoibnico foi observado que este sistema quaternario € bifasico, contrariamente ao
comportamento monofasico dos sistemas agua-gelatina-pectina e agua-gelatina-
dextrana, sob as mesmas condicbes (Alves et al., 2000). A elevada
compatibilidade termodinamica entre a gelatina e os dois polissacarideos, em
separado, foi atribuida a formacdo de ligagcbes intermoleculares fracas. No
entanto, a incompatibilidade termodindmica verificada entre a gelatina e os dois
polissacarideos em conjunto deve-se ao rearranjo dos grupos reativos da gelatina,

em consequéncia de interacdes competitivas na presenca de dextrana.

Schorsch e colaboradores (1999) verificaram o equilibrio de fases entre
proteinas do leite/jatai/sacarose, e constataram que na temperatura de 5°C
(empregada no armazenamento refrigerado de produtos lacteos), pH de 6,8 e
forga ibnica de 0,08 M, estas misturas tendem a separar fases, devido a uma
elevada incompatibilidade termodinamica entre os biopolimeros.

Alguns aspectos interessantes da incompatibilidade termodinamica entre
polimeros, como a forca de gel ou diminuicdo do tempo de gelificacado, tém sido
observados em faixas de concentragcdo nos quais polimeros coexistem em uma
Unica fase, e a ocorréncia da separacao de fases tem sido associada com a
reversao destes efeitos desejados. Todavia, a separacdo destes sistemas em
duas fases liquidas pode ser considerada em algumas aplicagdes, por prover

formacao de produtos com textura mista (Morris, 1990).
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2.9 - Compatibilidade e separacao de fases segregativa entre proteinas do

IPS e xantana.

De acordo com o segundo principio da termodindmica, a mistura de um ou
mais componentes com um solvente € possivel, se o resultado na energia livre de

mistura, AGmix € negativo (Schimitt et al., 1998).
AG,, = AH,, —TAS,, (2.22)

AGmix < 0

onde AHy e ASy sédo a entalpia e a entropia de mistura respectivamente, T é a

temperatura absoluta em (K).

A estabilidade de sistemas poliméricos em solucdo € governada por trés
efeitos termodinamicos: entropia de mistura, interagdes moleculares que sao
originadas de diferentes maneiras nas macromoléculas e os efeitos de volume
excluido (Schimitt et al., 1998).

Para solugdes diluidas de proteinas e polissacarideos o sistema é estavel
quando a entropia de mistura é elevada, pois a energia livre de mistura é
negativamente favorecida conforme a equacao (2.22). Com o aumento da
concentracao dos biopolimeros ou agregacdo de um deles, o sistema se torna
instavel, dependendo do tipo de interagdo entre os polimeros, pois as moléculas
tendem a um estado mais organizado em solugéo, influenciando negativamente no
termo de entropia de mistura e levando a valores positivos de energia livre de

mistura.

A interacdo ou calor de mistura AHy esta baseado na existéncia de
interagdes repulsivas (hidratacdo, repulsdo estérica) ou atrativas (eletrostaticas,
hidrofébicas, Van der Waals, London) que se distribuem pelos segmentos das
moléculas envolvidas. Portanto, a AHy pode ser positiva e ndo favoravel a mistura
das dispersdes moleculares ou negativa e favoravel a mistura por interacdes

especificas (Schimitt et al., 1998).
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A coacervacao é um exemplo de mistura em que o termo de entalpia de
mistura € significativo no processo de separacao de fase. Neste tipo de processo,
os polimeros possuem uma maior interagdo entre si e menor com o solvente,
sendo que a separacao de fases se da com os biopolimeros se concentrando em
uma das fases enquanto que o solvente, com uma reduzida quantidade de
polimeros é segregado na outra fase. Este processo ocorre quando em uma
mistura, as proteinas e polissacarideos possuem cargas opostas. A coacervagao
seria possivel com a redugdo do pH a valores préximos ou inferiores ao pl das
proteinas, ou ainda pelo aumento da forca i6nica do sistema através da adi¢éo de
sais. Nestas condicdes as interagdes moleculares entre estes biopolimeros seriam
favorecidas e, portanto o processo seria governado pela contribuicdo entalpica na

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

2.10 - Efeitos termodinamicos relacionados ao Volume excluido das

moléculas.

Efeitos de volume de exclusdo sao baseados na limitagdo espacial entre as
moléculas, pois as macromoléculas e seus segmentos ndo podem ocupar 0
mesmo espacgo. Deste fato, resultam pequenas forgas repulsivas intermoleculares,
impossibilitando interagdes especificas entre segmentos das moléculas. Em
solucdes diluidas de biopolimeros, interagdes do tipo volume de exclusao
impedem a interpenetracao e a sobreposicao das macromoléculas (Tolstoguzov,
1997). Uma molécula presente em solugao expele uma segunda em uma razao de
volume denotada por Ve, conforme pode ser observado na Figura 2.7.
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Figura 2.7: Representacao esquematica, (A) do volume excluido para moléculas
esféricas e rigidas de proteinas globulares, (B) polissacarideo rigido de elevado peso
molecular.

A Figura 2.7 (A) exemplifica o volume excluido para o caso mais simples de
proteinas globulares e a Figura 2.7 (B) o caso de polissacarideos rigidos. Cada
molécula ocupa um lugar na solu¢do que nao pode ser ocupada pela outra. Isso
significa que a 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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Relacao entre a agregacao das proteinas do soro e
sua incompatibilidade termodinamica com a

xantana a 102C
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RESUMO

Solucdes de proteinas e polissacarideos apresentam uma incompatibilidade
natural quando em solugdes. Solugdes de IPS 5% e xantana entre 0,01% a 1% se
mostram compativeis nas condigcbes experimentais estudadas enquanto que
solugcdes com as mesmas concentracdes de xantana e de IPS 5% termicamente
desnaturada na temperatura de 80°C por 30 minutos sdo termodinamicamente
incompativeis. Foi determinado um diagrama de fases capaz de descrever as
condi¢cdes de incompatibilidade termodindmica de sistemas constituidos por
proteinas do soro termicamente desnaturadas e xantana. Observa-se uma baixa
correlacédo entre os dados que descrevem as composi¢coes das fases de equilibrio
e, portanto, nao foi tragcada uma binodal que claramente delineasse a fronteira de
separacdo. Esta falta de ajuste de dados estaria correlacionada a limitagdes
experimentais como a dificuldade de separacédo de sistemas viscosos, ainda em
altas velocidades de centrifugagdo. O principal mecanismo termodinamico
envolvido nesta incompatibilidade termodinémica seria a baixa entropia do sistema
quando as proteinas do soro estdo agregadas, porém efeitos de volume de
exclusdo entre os agregados e as grandes moléculas de xantana também
poderiam estar envolvidos nesta incompatibilidade, principalmente quando as

solucdes sao diluidas.

3.1 - Introducao
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Proteinas e polissacarideos sao os biopolimeros mais utilizados na industria
de alimentos por suas propriedades funcionais de modificar textura e estabilizar

solucdes (Dickinson, 1998).

As proteinas do soro do leite possuem excelente valor nutricional e séo
utilizadas como ingredientes funcionais devido as suas mais diversas habilidades,
destacando entre outras a de aumentar a viscosidade de solugdes e formar géis
(Sgarbieri, 1998). Tradicionalmente, as solugdes de proteinas do soro gelificam
quando submetidas a aquecimento a temperaturas maiores que 60°C, quando
estas proteinas se desnaturam parcialmente e, em seguida, se agregam para
formar uma estrutura tridimensional que é capaz de reter agua (Morr & Ha, 1993).

Recentemente muita atencdo tem sido direcionada para o estudo de
produtos capazes de gelificar em condigcdes de menor temperatura através de um
aquecimento prévio ao processamento (Ju & Kilara, 1998a) ou por adicao de sais
(Hongsprabhas & Barbut, 1996) nas solu¢cbes de proteinas do soro. Estas
proteinas, uma vez modificadas termicamente, poderiam ser adicionadas na
formulacdo de alimentos levando a formagdo de géis em condicbes de menor
temperatura, produzindo o que se chama de gelificacao a frio ou, em inglés, “cold
set gelation” (Bryant & McClements, 1998). A aplicagao de tratamento térmico em
sistemas alimenticios que contém proteinas é uma condicao de processo bastante
comum, que afeta sensivelmente as caracteristicas da proteina e sua interacao

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

A xantana é um polissacarideo muito utilizado em alimentos pela sua
capacidade de conferir aumento de viscosidade das solugbes, modificando as

caracteristicas reoldgicas de textura e estabilidade (Morris, 1995).

A incompatibilidade entre proteinas e polissacarideos € um fenémeno
natural (Grinberg & Tolstoguzov, 1997), e em principio existem trés possibilidades
de equilibrio nos sistemas: (a) incompatibilidade, em que as interacées mais
repulsivas promovem a segregagao entre os biopolimeros formando fases
aquosas imisciveis concentradas com somente um dos biopolimeros envolvidos;

(b) coacervacdo complexa, em que a atragao entre as moléculas dos biopolimeros
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causam a formacao de complexos imisciveis e finalmente uma condicdo de (c)
miscibilidade em que o sistema é homogéneo e os biopolimeros estao distribuidos

no solvente (Syrbe et al., 1998).

O comportamento de fases de misturas de biopolimeros em solucdes é
quantitativamente caracterizado por um diagrama descrevendo as condi¢cdes de
fronteira da separacao de fases e de particdo dos componentes (entre 4gua e 0s
biopolimeros). Diagramas de fases também sdo usados para apresentar os efeitos
de temperatura, pH, concentracado de sais, e outras variaveis no comportamento
de fases da mistura de biopolimeros (Tolstoguzov, 2000). Em condicées de
excesso de solvente se torna mais pratica a construcdo de diagramas em
coordenadas retangulares do que em coordenadas triangulares, o que simplifica a
andlise do efeito isolado dos biopolimeros envolvidos. Normalmente, as
concentragcbes dos biopolimeros sdo apresentadas em porcentagem de massa

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

Apesar da relativa simplicidade em se determinar a composigdo destes
sistemas através de analises especificas para proteinas e polissacarideos, muitas
limitagdes experimentais estdo envolvidas como a dificuldade de separagao entre
as fases incompativeis quando a viscosidade é elevada, sendo essa separagao
possivel apenas através do uso de técnicas de ultracentrifugagéo. Alguns
diagramas de fases determinados para sistemas proteina-polissacarideo sao
encontrados na literatura, utilizando técnicas de ultracentrifugacédo na coleta das
fases separadas, como sistemas gelatina-jatai (Alves et al., 1999a e b), proteinas
do leite e jatai em presenca de sacarose (Schorsch et al., 1999a e b) e caseinato

e alginato (Capron et al., 2001).

O tratamento térmico empregado sobre as proteinas do soro tem efeito
marcante na compatibilidade destas proteinas com a xantana. O tratamento
causaria uma modificacdo no equilibrio dos sistemas soro/xantana, levando a uma
separacdo de fases, que ndo é observada quando as proteinas estdo em seu
estado nativo (Bryant & McCllements 2000). Apesar da separacdo de fases ter

sido correlacionada com as propriedades reologicas do sistema, Bryant &
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McCllements (2000) nao realizaram andlises posteriores de composicdo para a
determinagcdo de diagramas de fases que descrevessem a regido de
incompatibilidade destas solugdes.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um diagrama de fases para
determinar a regido de compatibilidade entre a xantana e as proteinas do soro
nativas e termicamente desnaturadas a 80°C durante trinta minutos. Técnicas de
separacao por ultracentrifugacdo foram utilizadas conforme apresentado no
trabalho de Antonov et al. (1977), e condigcdes da metodologia e sua eficacia na
construcdo dos diagramas também foram verificadas. O efeito do tratamento
térmico nas proteinas do soro foi avaliado através de analise de eletroforese em
gel de poliacrilamida para correlacionar qualitativamente a agregacao protéica

com o equilibrio termodinamico 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 proteina determinado
pelo método de Kjeldhal (AOAC, 1996) foi de 81,64+1,33% e o teor de sdlidos
determinado ap6s o aquecimento da amostra a 102°C por 6 horas correspondeu a
98,67% (teor de umidade de 1,33% em base Umida). O teor de cations
determinado por espectrofotometria de absorcado atémica foi de Na 0,63 %, Ca
0,05% e K 0,65%. Esta anadlise foi realizada pelo Instituto de Quimica da
UNICAMP. A amostra continha 0,08+0,01% de lactose determinada pelo método
de Fenol-Sulfurico (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 cations
determinado por espectrofotometria de absorcdo atdomica (Instituto de Quimica da
UNICAMP), foi de Na 2,60 %, Ca 0,40% e K 4,00%.

Foram utilizados como marcador de peso molecular comercial BenchMark™
Prestained Protein Ladder da Invitrogen-USA (Cat 10748-010 Lot 1125588) e
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fracbes puras de P-Lactoglobulina (L2506), o-Lactoalbumina (L6010), o—
caseina (C6780), B— caseina (C6905) e x-caseina (C0406) todas adquiridas da
Sigma Aldrich Co. (St Louis-USA).

2.2 Solucoes Estoque

Solugdes-estoque com 10% de IPS (peso soluto/peso solvente) foram
preparadas. Essa solucdo usada diretamente foi chamada de nativa (N) e a
submetida a tratamento foi denominada de termicamente desnaturada (TD). O p6
de IPS foi dissolvido em agua deionizada a temperatura ambiente sob moderada
agitacdo magnética, para evitar a formacdo de grumos e espuma durante um

periodo de 1 a 2 horas. O pH da solu¢cao manteve-se entre 6,5 e 7,0.

A solucao estoque-TD foi preparada pelo aquecimento da solucao de IPS a
80°C por 30 minutos em tanque encamisado de ago inoxidavel com circulacao de
agua quente, com a solugcao também submetida a suave agitagdo mecanica. Apos
0 aquecimento, a solugédo foi imediatamente resfriada a 10°C em um banho de
gelo, permanecendo armazenada nesta temperatura até a utilizacdo no preparo
das amostras (Schimdt et al., 1984; Morr & Ha, 1993).

A solucdo-estoque de xantana 2% (peso soluto/peso solvente) foi
preparada, na temperatura de 20°C, pela dissolucdo do p6 de xantana em agua
deionizada com o auxilio de uma bomba de vacuo para aspergir o pd sobre a
agua, o que evitou a formacao de grumos e promoveu uma dissolugao uniforme.
Apbs a completa dissolugdo, a amostra permaneceu sob agitacao suave por trinta

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

3.2.3 - Preparo das amostras e tempo de equilibrio

As amostras preparadas correspondiam a misturas de IPS-N e xantana, e
misturas de IPS-TD e xantana. Essas misturas continham a mesma concentragao
de IPS, (5% p/p), porém as concentracdes de xantana variaram entre 0,01 e
1,00%.

As misturas foram preparadas adicionando-se diferentes quantidades da
solucdo-estoque de xantana 2% e agua deionizada na solucao-estoque de IPS
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nativa ou termicamente desnaturada. Estas amostras foram entdo misturadas em
agitador mecanico e, posteriormente colocadas em tubos de policarbonato para
ultracentrifuga, previamente tarados. Os tubos foram entdo armazenados a 10°C,
primeiramente por um tempo entre 72 e 120 horas, para a realizagdo de testes
prévios de ultracentrifugacdo onde foi determinada a condicdo de equilibrio

termodinamico.

Como as amostras nativas nao apresentaram separacao de fases, somente
as amostras de IPS-TD foram utilizadas para a determinacdo do tempo de

equilibrio e do diagrama de fases.

Uma vez que o tempo de equilibrio determinado nos ensaios preliminares
de equilibrio foi de 72 horas, as amostras de IPS-TD e xantana foram
armazenadas a 10°C durante esse periodo. Apds este tempo, as amostras foram
centrifugadas em uma L8-80M BECKMAN ULTRACENTRIFUGE-USA a 45.000
rom (150.000 g) durante uma hora. As amostras foram separadas em duas fases

distintas que foram analisadas para a composi¢cao dos diagramas de fases.

A elevada velocidade de centrifugacao esta relacionada a dificuldade de
separacao de sistemas viscosos, pois uma centrifugacdo em baixa velocidade
pode nao ser suficiente para a separagcao efetiva de sistemas com elevadas

concentracdes de proteinas e polissacarideos (Antonov et al., 1977).

3.2.4 - Determinacao do diagrama de fases

As duas fases separadas apos a ultracentrifugacdo foram coletadas e
pesadas. Em seguida, os teores de proteina pelo método de Kjeldhal (AOAC,
1996) e o de polissacarideo pelo método fenol-sulfurico  (Hodge & Hofreiter,
1962) foram determinados. A leitura do método fenol sulfurico foi realizada em um
espectrofotémetro Du-70 BECKMAN-USA. Ensaios de varredura de comprimento
de onda mostraram que o pico de absorbancia ocorreu em 486 nm, sendo este o
valor utilizado na leitura. Verificou-se ainda a necessidade de correcao da
interferéncia de turbidez de amostra em 550 nm. A curva-padrdo utilizada na
determinacao de xantana é apresentada na Figura 3.1.
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Figura 3.1. Curva-padrao para determinacao de xantana pelo método fenol-

sulfdrico.

As concentracbes de xantana e de proteinas do soro na solugéo original
(ponto central), assim como as concentragbes de proteina e polissacarideo em
ambas as fases coletadas apds centrifugacdo (ponto de equilibrio) foram
analisadas e usadas para estabelecer o diagrama de fases. As analises foram

conferidas a partir do balanco de massa do sistema.

3.2.5 - Ensaios de Eletroforese em gel de poliacrilamida

A caracterizacao da amostra de isolado protéico de soro e da agregacao
das proteinas frente ao tratamento térmico empregado foi realizada através de
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). Para a construgdo do gel foram
utilizadas laminas verticais de vidro do sistema (Bio-Rad, Hercules-CA), em que a
poliacrilamida ainda n&o polimerizada € adicionada. Apo6s a polimerizagéo, o gel é

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

As solugbes de proteina nativa e desnaturada termicamente foram diluidas
em agua deionizada e foram aplicados 15 ug de amostra nos compartimentos
formados no topo do sobregel de poliacrilamida. A amostra foi diluida na razdo de
1:2 em um tampao de amostra pH 8,0 que contém 0,01 M de Tris-HCI, 1% de

SDS, 30% de glicerol(v/v) e 0,001M de B-mercaptoetanol para as analises de
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SDS-PAGER (desnaturante e redutor). Nas analises em condi¢cées desnaturantes
e nao redutoras (SDS-PAGEng) foi utilizado o mesmo tampao descrito para o
SDS-PAGER, exceto pela exclusdo do [B-mercaptoetanol. Nas analises em
condicdes de gel nativo, as amostras de proteina foram diluidas em 1:2 com
tampé&o de amostra nativo que consiste no mesmo tampao descrito anteriormente,

exceto pela exclusdo do SDS e do B-mercaptoetanol.

Todos os ensaios foram realizados em gel de poliacrilamida com
concentracoes de 15% para o gel de resolucdo e de 5% para o gel de
empacotamento. O gel de resolucdo para SDS-PAGEgr e SDS-PAGEng era
composto por 0,375 M de tampao Tris-HCI pH 8,8 e 0,1% de SDS. O tampao de
corrida utilizado continha 0,025 M de tampéao Tris-HCI, 0,192 M de glicina e 0,1%
de SDS em pH 8,3. O gel de resolucao nativo foi feito da mesma forma que
descrito acima, exceto pela exclusdo do SDS no tampao de corrida e no gel de

resolugao.

Apés 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 acido acético glacial e para
0 contraste estes foram descorados em solucdo de metanol-acido acético. A
intensidade relativa das bandas coradas foram determinadas e quantificadas por
densitometria empregando o sistema de video Eagle Eye (Strategene, USA).
Nessa quantificacdo foram utilizados o marcador de peso molecular comercial
Invitrogen (USA) e fragdes puras de B-Lactoglobulina, a-Lactoalbumina, o—, p—e

k-caseinas adquiridas da Sigma Aldrich Co. (St Louis-USA).

3.3 - Resultados e discussao
3.3.1 - Determinacao do ponto de equilibrio termodinamico

Varios ensaios de centrifugacdo a 150.000 g, cujas amostras foram
submetidas a armazenamento a 10°C, foram realizados para verificar o tempo
necessario para atingir a completa separacao de fases do sistema. As amostras
possuiam a mesma concentracao 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 solugdes nativas de IPS e xantana ndo apresentavam separacao de
fases (Bryant & McClements, 2000), e a concentragdo de xantana de 0,5% foi
utilizada, pois as solugbes de xantana concentradas acima deste nivel
apresentaram maior dificuldade de separagdo devido a elevada viscosidade
(Alves et al., 1999a).

As amostras foram ultracentrifugadas ap6s um periodo de 72, 96 e 120
horas de armazenamento a 10°C. Os testes iniciaram-se em 72 horas, pois um
trabalho prévio verificou o equilibrio apés esse intervalo de tempo (Bryant &
McClements, 2000). As fases coletadas apdés a ultracentrifugacdo foram
analisadas quanto a composicao de IPS e xantana. Em seguida os dados obtidos
foram conferidos em termos de um balanco de massa e analisados com relagcao
as linhas de amarragcdo obtidas (Figura 3.2). As linhas de amarragao
correspondem ao melhor ajuste linear entre os trés pontos.
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Figura 3.2: Linhas de amarracao obtidas nos ensaios preliminares para a
determinacao do ponto de equilibrio.

Observa-se a similaridade entre as linhas de amarracao nos tempos de
equilibrio de 72, 96, e 120 horas, pois o coeficiente angular do ajuste linear para
as trés linhas estava em torno de —0,09. As variagdes de composicdo de IPS nas
fases para os tempos de armazenamento estudados sdo apresentadas na Figura
3.3, considerando a variacao entre triplicatas. Verifica-se a tendéncia do aumento
da concentracao de IPS na fase inferior e a reducao de IPS na fase superior. Esta
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tendéncia se inverte quando se avalia a concentracdo de xantana nas fases
superior e inferior (Figura 3.4). Observa-se uma diminuicdo da concentracdo de
xantana na fase inferior e um aumento desta na fase superior. Considerando-se o
desvio entre as amostras, observa-se que estas variagbes ndo sao significativas
estatisticamente, a partir da andlise das médias das concentragdes das fases
usando o teste de Tukey para a determinagao de diferencas significativas ao nivel
de confianca de 95%. A partir desses resultados e do ajuste linear das linhas de
amarracdo, as analises subsequientes foram realizadas apds 72 horas de

armazenamento a 10°C.

(A) (B)

28
315 af
[=
£ 308 B
g 2 I g —_ i
E g
= 8.2
= 295 £
£ ¥
75 o P 2.0 re e
R o i ;
= =
= T8
275
T T
265 T4 .
n % 12 : 72 % 17
Tempo thorash Tempo thoras)

Figura 3.3: Variacao de IPS na fase superior (A) e inferior (B) nos tempos de
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Figura 3.4: Variacao de xantana na fase superior (A) e inferior (B) nos tempos

de 72,96 e 120 horas.. T + desvio padrao, D + erro padrao, +média
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3.3.2 - Diagrama de Fases e dados de equilibrio

Uma vez que solucdes de IPS nativo ndo apresentaram separacao de fases
com a xantana mesmo apoés a ultracentrifugagao, apenas as amostras de IPS-TD
e xantana foram avaliadas quanto a separacao de fases. A Figura 3.5 apresenta o
diagrama de fases obtido nessas condi¢coes. Na abscissa se apresentam as
concentracoes de IPS termicamente desnaturado (IPS-TD) a 80°C por 30 minutos

e na ordenada se mostram as concentracdes de xantana.

Os dados de composicdo das amostras iniciais e das fases separadas apos
a ultracentrifugacdo sédo apresentados na Tabela 3.1. As solugdes iniciais foram
analisadas na composi¢éo de proteina e xantana e estes dados foram utilizados
na composicao do diagrama para evitar a interferéncia de eventuais erros de

preparacao das solugdes.
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Figura 3.5: Diagrama de fases para o sistema IPS termicamente desnaturado (IPS-
TD) (80°C / 30 minutos) e xantana: - —--- linhas de amarracao para solucoes
concentradas (com separacao apos ultracentrifugacao), _ linhas de

amarracao para solucoes diluidas (com separacao espontanea).
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Cada linha do diagrama corresponde a uma linha de amarragcado (LA) e
estas foram divididas em dois grupos correspondentes as solugdes que
apresentaram separacao espontanea (linha continua) e aquelas que apresentaram
separacdo somente apds a ultracentrifugacdo (linha pontilhada). Os sistemas
representados pelas linhas continuas, também foram ultracentrifugados, mas
apresentaram separacdo de fases espontdnea a partir de 6 horas de
armazenamento. O fato da separacdo ser espontdnea ou nao espontanea
dependeu da concentracdo de xantana na amostra. A separacao de fases foi
espontanea em concentragdes de xantana inferiores a 0,3% e sendo assim, dois
grupos de amostras foram identificados: solugbes com concentragcado de xantana
inferior a 0,3% e superior a 0,3%, que foram denominadas diluidas e concentradas
respectivamente. Esta denominacao foi utilizada para diferenciar os dois grupos

de solucdes observados e melhorar a compreensao 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 fracbes massicas das fases superior e inferior.

Os dados de fracbes massicas de fase demonstram um maior peso na fase
superior, portanto ocorreu uma maior migragdo de agua para esta fase. Além
disso, na fase superior se observa uma maior concentragdo de xantana e isso

demonstra a maior afinidade do polissacarideo com a agua.
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Tabela 3.1: Valores de composicao das fases e ponto central obtidos apds centrifugacdo das amostras.

Xt = xantana

Linha de Fase Superior Ponto Central Fase Inferior Coeficiente »
amarracao % IPS % Xt % IPS % Xt % IPS % Xt Angular

LA -0 2,611£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 4,9610,03 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 4,7310,08 0,32+0,02 9,08+0,19 0,1040,02 -0,060 0,96
LA =05 3,6510,27 0,29+0,01 4,79+0,06 0,17+0,02 7,3410,11 0,06x0,01 -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 ultracentrifuga

e valores de fracdo massica das fases inferior (¢1) e superior (¢z).

Massa | M1. (g) | M2. (g)
ERRO 01 02
L. A Tubo |Amostra| Fase Fase
(%) (INF) | (SUP)
(9) SUP INF
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 construcao do diagrama de fases

No diagrama apresentado na Figura 3.5 é possivel verificar alguns
problemas, provavelmente associados as dificuldades experimentais de obtencao

de diagramas de fases proteina-polissacarideos (Alves et al., 1999a, Clark, 2000).

O mais evidente é a falta de correlagdo entre os dados de equilibrio. Na
avaliacao dos pontos correspondentes ao equilibrio das fases superiores verifica-
se uma tendéncia de igual concentragdo de proteina apenas para as solugcdes
concentradas (pontos superiores das linhas de amarracao pontilhadas) e as mais
diluidas. Quando observada as familias de linhas de amarracao referentes as
misturas em que a concentracdo de xantana € menor, (linhas cheias) fica mais
dificil estabelecer uma correlacdo entre os pontos da fase superior (a
concentracao de proteina ndo se mantém constante), porém a concentracdo de
xantana tende a se manter constante na fase inferior. No entanto, o diagrama
obtido demonstra que a incompatibilidade entre as proteinas do soro, quando
termicamente desnaturadas, € a xantana, se da em uma grande regidao de
concentracdes, sendo que pequenas quantidades de xantana séo suficientes para

promover a separagao.

Os problemas observados poderiam ser atribuidos a alta viscosidade das
amostras, especialmente das solugbes concentradas, que impossibilitaria uma
separacao completa do sistema, mesmo nas condi¢cdes de centrifugacao drasticas
empregadas nos experimentos. No estudo de sistemas compostos por gelatina e
goma jatai Alves et al. (1999a), também obtiveram incompleta separacao de fases
das amostras, apesar de terem usado condigdes ainda mais drasticas de
centrifugacao (380.000g) que as utilizadas no presente trabalho (150.0009).

Em solugbes de elevada viscosidade, o aumento da aceleragdo centrifuga
poderia levar a uma separagao mais eficiente das fases de equilibrio, no entanto a
eficiéncia desta operacdo ainda estaria condicionada a concentracdo dos
polimeros do sistema, ndo sendo possivel uma separagdo completa. Sistemas
com polissacarideos de conformacao molecular com elevada rigidez e alto peso
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molecular (como a xantana a 10°C), muito cuidado deve ser dispensado na
avaliacdo experimental, devido as discrepancias observadas com a teoria do
comportamento de fases. Tais discrepancias normalmente estdo relacionadas a
uma incompleta separacao entre os biopolimeros, que é atribuida a elevada
viscosidade do sistema (Clark, 2000). A esse problema também se soma a
dificuldade da medigcao de volume nas solugdes concentradas de xantana.

A falta de ajuste dos pontos referentes a solucbes diluidas poderia ser
atribuida a lactose presente no IPS (interferéncia na analise de polissacarideo) ou
a uma ineficiente corregdo de turbidez de amostra na leitura de absorbancia
durante a andlise do polissacarideo. Uma vez que a analise de fenol sulfarico é
um método colorimétrico e sensivel, que mede acgucares totais, quaisquer
interferéncias seriam mais importantes nas solugbes que correspondiam a
amostras diluidas de xantana. Sendo assim, os erros embutidos nas analises

levariam a problemas de ajuste dos dados.

Nesse caso seriam necessarias varias repeticbes de ensaios para a
composi¢cao das linhas de amarragdo, porém devido ao elevado volume de
andlises quimicas necesséarias para a composicao do diagrama e a grande
demanda de tempo principalmente na determinagao de proteinas, nao foi possivel

essa verificacdo neste trabalho.

A determinacdo qualitativa da binodal de equilibrio pode ser feita por
algumas técnicas como a analise de turbidimetria (Antonov et al., 1977), ou pelo
método conhecido como razao de volume de fases (Schorsch et al., 1999a). Esse
ultimo método também mostra dificuldades experimentais, pois a determinagao

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

3.3.4 - Agregacao das proteinas do soro apods o tratamento térmico

A caracterizacao dos polimeros de uma solucao 5 % IPS formados apds
tratamento térmico de 80°C por 30 minutos foi realizada por eletroforese em gel de
poliacrilamida (Figura 3.6).
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;P-I__a.-ﬂ --..‘........__ B — B3

Figura 3.6: (A) Nativo PAGE, (B) Nao redutor SDS-PAGE, (C) Redutor SDS-
PAGE,. Coluna (1) mistura de fragcdes puras de proteinas utilizadas como
marcadores de peso molecular. Coluna (2) marcador de peso molecular comercial,
Coluna (3) solugao de IPS 5% nativa. Coluna (4) solucdo de IPS 5% termicamente

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

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

Na analise do gel nativo-PAGE (Figura 3.6 A) observa-se que o tratamento
térmico empregado levou a formacédo de um grande aglomerado protéico que nao
penetrou no gel 4% de poliacrilamida (regi&o I, coluna 4), 0 que ndo ocorreu com a
solucao de IPS nativo (regido I, coluna 3). A magnitude de peso molecular que é
possivel difundir em um gel de eletroforese depende do tamanho de poros
formados pelo gel de acrilamida polimerizada, que é funcao da concentracao de
acrilamida usada na preparacao. Sendo assim, para um gel de resolugdo com 4%
de acrilamida, os agregados que nao penetraram no gel nativo devem possuir um

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

Duas bandas de intensidade forte sdo observadas apenas para a solugéo
nativa e que quase nao aparecem na coluna correspondente a solucdo TD, na
regido em que o0 peso molecular esta entre 8,4 e 19,6 kDa. Estas bandas
corresponderiam a B-Lg e a-La, pois esta faixa de peso molecular inclui os valores

de peso molecular de 18 kDa para B-Lg e 14 kDa para a-La.

Na regidao demarcada entre os pesos moleculares de 26,0 a 176,5 kDa
(regiao 1I) observa-se um grande numero de bandas na coluna de solugéao nativa
de IPS, podendo corresponder a aglomerados de menor peso molecular das
fracdes protéicas de IPS formados durante o processo de isolamento, podendo
ainda ser outras fracdes protéicas do IPS e caseinas remanescentes no soro.
Nessa mesma regiao II, nada se observa na coluna 4 indicando que grande parte
das proteinas presentes no IPS estariam envolvidas na formagédo dos grandes
aglomerados observados para a solucao TD. Sendo assim, a solugcao crua ou
nativa de IPS apresenta as proteinas e agregados individuais com pesos
moleculares muito menores e possivelmente melhor distribuidos em solucédo do
gue os agregados formados pelo tratamento térmico, o que facilitaria sua interagao

com a xantana.
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Em condigdes desnaturantes (SDS) e nado redutoras (Figura 3.6 B),
observa-se que apenas pequenas bandas referentes a B-Lg e a-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 nao 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 condicées desnaturantes (SDS) e redutoras (j-
mercaptoetanol) ainda se observa uma pequena quantidade de agregados que
nao penetraram no gel sendo ainda visualizadas bandas de menor intensidade no
limite entre o gel de empacotamento e o de resolucao (Figura 3.6 C). Nesse caso,
a quantidade de agente redutor utilizado no tampéao poderia ndo ter sido suficiente

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

No entanto, pode-se dizer que nessas condi¢des mais drasticas, as bandas
das solugdes de IPS nativo e termicamente desnaturado sdo mais parecidas. A
analise comparativa entre os géis nativo, ndo redutor e redutor, possibilitou avaliar
0 papel das interagdes moleculares na formacgao e estabilizacdo dos agregados de
IPS formados pelo tratamento térmico, mostrando o importante papel das pontes
dissulfidicas, sendo esse aspecto discutido no Capitulo 4. Os resultados obtidos
nesse trabalho sdo semelhantes aos apresentados em outros estudos de
desnaturacdo e agregacao das proteinas do soro devido ao tratamento térmico
empregado na solugdo (Vardhanabhuti & Foegeding, 1999, Shimada & Cheftel,
1989, Li-Chan, 1983, Zhu & Damodaran, 1994, Morr & Foegeding, 1990).

A Figura 3.7 mostra mais claramente como as proteinas do soro estariam
agregadas apo6s o tratamento térmico. As moléculas das proteinas do IPS se
agregariam de maneira ordenada na forma de “colar de contas” (Bryant &
McClements, 1998). Através de microscopia eletrbnica, Ju & Kilara (1998a),
verificaram esta estrutura fina e filamentosa de agregados de proteinas do soro

formados termicamente. Nesse caso, os agregados das proteinas do soro teriam
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um volume efetivo muito maior que o volume inicial das proteinas individuais do
sistema. Uma rede espacial poderia se formar com o aumento da concentragao de
IPS em solucéo, devido a um aumento na raz&o axial dos agregados em forma de
filamentos, 0 que aumenta a viscosidade da solucao podendo até levar a formacao
de géis (Bryant & McClements, 1998, Ju & Kilara, 1998b).

No trabalho de Vardhanabhuti & Foegeding (1999), em paralelo as
eletroforeses também foram realizados ensaios de viscosidade intrinseca para a
avaliacao do volume hidrodinamico de solucbes 8% de IPS, mostrando que a
viscosidade intrinseca aumentou de 5,04+0,2 mL/g para 54,7t3,00 mL/g em
funcao da polimerizacao das proteinas decorrente do aquecimento das solugdes.
Estes resultados indicam que a polimerizacdo térmica das proteinas do soro
produz sistemas moleculares maiores e com forma menos esférica. Por outro lado,
as moléculas de xantana possuem volume hidrodindmico em torno de 7534 mL/g,
que € muito superior ao dos agregados de IPS (Vardhanabhuti & Foegeding,
1999).
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Figura 3.7: Desenvolvimento de uma estrutura filamentosa de maior peso
molecular, através do aquecimento das proteinas do soro. Fonte (Bryant &
McClements, 1998).
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3.4 - Consideracoes termodinamicas

A xantana e as proteinas do soro estado carregadas negativamente em pH
7,0 e sendo assim, deve haver uma apreciavel repulsdo eletrostatica e baixa
interacdo entre estas moléculas nestas condicdes (Bryant & McClements, 2000).
Portanto, a energia livre de mistura entre o IPS e a xantana nas condicdes
estudadas neste trabalho ndo estaria significativamente associada ao termo de

contribui¢cdo entélpica.

O fato de nao ter sido observada separacao de fases entre misturas de IPS
nativo e xantana, enquanto que uma separacao de fases intensa se deu entre
xantana e IPS-TD, sugere que a formacdo de agregados de IPS devido ao
tratamento térmico, tem um impacto marcante na compatibilidade entre estes
polimeros em solugdo. Assim, o mecanismo termodindmico mais adequado para a
descricdo de uma mistura de IPS-TD e xantana no pH 7, seria um processo
essencialmente entropico definido como incompatibilidade termodindmica ou

segregacao (Doublier et al., 2000).

As proteinas do soro no estado nativo possuem menor tamanho, conforme
observado nos ensaios de eletroforese e, portanto, teriam maior mobilidade em
solucéao, distribuindo-se ao acaso e elevando o estado de desordem do sistema.
Dessa maneira, o termo de entropia de mistura das solucées de IPS nativo e
xantana seria elevado, o que contribuiria negativamente na energia livre de
mistura levando a um sistema compativel. A segregacado entre polimeros muito
grandes, como a xantana, e esferas coloidais relativamente pequenas, como as
proteinas do soro, em seu estado nativo, seria possivel com o aumento da
concentracdo destes polimeros em solucdo. Nessas condicdes, o termo de
entropia seria diminuido devido a uma maior organizacdo molecular do sistema,
resultado da organizagdo das moléculas individuais nos espagos disponiveis em
solucao (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 solugdo que as proteinas nativas de IPS. Nesse caso, o termo de
entropia de mistura fica sensivelmente reduzido devido a um aumento na
organizacdo molecular do sistema, levando a incompatibilidade entre IPS-TD e
xantana. O aumento da concentracdo dos polimeros em solucao também levaria a
uma separagao de fases, no entanto, a incompatibilidade entre os biopolimeros
seria ainda maior quando as proteinas do soro estdo desnaturadas e agregadas.
No entanto, valores muito elevados de concentragdo de biopolimeros dificulta a
separacao de fases devido o aumento da viscosidade do sistema, ainda que

sejam utilizadas altas velocidades de centrifugagéo a prolongados tempos.

As propriedades da xantana quando em solugao também tem influéncia
direta no comportamento de fases de misturas de xantana com proteinas. As
propriedades da xantana em solu¢do dependem de muitos fatores, como o lote de

xantana utilizado, a concentracao e a temperatura da solugao.

Estudos fisico-quimicos demonstram a existéncia de uma transigéo
“ordenada-desordenada“ na estrutura da molécula de xantana em funcédo da
temperatura, forca ibnica e pH das solucbes (Lee & Brant, 2002a, Lee & Brant,
2002b). Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de monitorar e
compreender a conformacao estrutural, tamanho e forma da xantana, e sua
influéncia sobre a agregagdo com outros biopolimeros. De forma geral, a baixas
temperaturas e reduzida concentracdo 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). Solucbes de xantana
também mostram uma transicdo isotropica-anisotrépica dependendo da
concentracao, forca ibnica, peso molecular e temperatura da solucdo, mas de

forma geral, apresentam uma distribuicdo molecular extremamente organizada.

Analisando um diagrama de fases que correlaciona a conformacao da
xantana com a temperatura e concentracao em solucao, verifica-se que a 10°C e
em concentragdes inferiores a 1%, a xantana apresenta uma conformacgao

isotrépica (Lee & Brant, 2002c). Sendo assim, a distribuicdo da molécula de
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xantana tende a ser extremamente ordenada e organizada uniformemente em
solucdo. Desta forma, a elevada organizacdo da xantana nas condi¢des
estudadas levaria a uma diminuigao da entropia do sistema, contribuindo também
para a separacao de fases.

Estudos de propriedades reoldgicas demonstram que efeitos sinergisticos
em géis de IPS e xantana sdo observados em baixas concentragdes de xantana,
enquanto o antagonismo é predominante a elevadas concentragcdes (Bryant &
McClements, 2000, Sanchez, 1997). Nestes estudos, tais efeitos estariam
relacionados com o tamanho das particulas formadas na interagcdo entre

moléculas de IPS e xantana, que levariam a uma separacgao de fases no sistema.

O tratamento térmico e a desnaturacdo das proteinas globulares, além da
incompatibilidade termodinamica com as gigantescas moléculas de xantana,
também pode influenciar na natureza das interagdes proteina - proteina e proteina
- xantana (Syrbe et al., 1998), porém estudos mais aprofundados seriam

necessarios para esclarecer esta hipotese.

Uma vez que no pH 7,0 as interagdes entre IPS e xantana seriam mais
repulsivas, ndo havendo significativas interacdes eletrostaticas entre as moléculas,
existe um efeito da competicao por espaco em solucao entre os agregados de IPS
e as grandes moléculas de xantana relacionado com o volume de exclusdo das

moléculas.

O volume de exclusao tende a ser muito maior para moléculas grandes e
nao esféricas, como é o caso de polissacarideos lineares e rigidos (Tolstoguzov,
2002). Deste modo pode-se dizer que a molécula de xantana possui um elevado
volume de exclusado, considerando-se a sua forma rigida quando em solugédo a
10°C. A medida que a concentragdo dos biopolimeros aumenta, o volume de
exclusdo das moléculas tende ao seu volume real, levando a uma sobreposi¢ao

do volumes de exclusdo das moléculas individuais (Tolstoguzov, 1997).

Algumas caracteristicas observadas no diagrama de fases apresentado na
Figura 3.5 podem ser correlacionadas aos efeitos de volume de exclusédo
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(Tolstoguzov, 2000). Nessa figura pode ser observada uma grande regido de
incompatibilidade pra o IPS-TD e a xantana, e que as concentracdes de polimeros
que levam a separacao de fases sao muito menores para a xantana do que para o
IPS-TD. Fica claro que tivesse sido possivel tracar uma binodal no diagrama
apresentado na Figura 3.5, esta estaria mais proxima do eixo de IPS. Segundo
Tolstoguzov (2000), a binodal fica mais proxima do polimero de menor volume de
exclusdo, assim como o ponto critico possui maior concentragéo deste polimero
menor. No sistema estudado este polimero é o IPS-TD. A diferengca entre os
volumes de exclusdo também determina a distribuicdo de agua no sistema, sendo
que o polimero de maior volume de exclusdo possui maior afinidade com a agua

(Tolstoguzov, 1997). Isso confirma os resultados obtidos nas Tabelas 3.1 e 3.2.

3.5 - Conclusoes

O tratamento térmico levou a uma agregacao das proteinas do soro
formando agregados de elevado peso molecular, o que foi determinante no
comportamento de fases de solugdes de IPS e xantana. As solugdes de IPS-TD e
xantana mostraram uma elevada incompatibilidade termodinamica, cujo principal
mecanismo seria a baixa entropia do sistema, devido a tendéncia de estado mais
organizado quando as proteinas do soro sao desnaturadas.

O tempo necessario para a separacao de fases nos sistema xantana IPS-
TD se deu em 6 horas para solugdes diluidas de xantana e de 72 horas paras as
solucdes concentradas.

O diagrama de fases mostrou a grande regido de incompatibilidade entre o
IPS-TD e xantana, sendo que pequenas quantidades do polissacarideo promovem
a separacao de fases. No entanto, a falta de ajuste observada nos pontos que
descrevem as fases de equilibrio, estariam mais correlacionados a limitagdes
experimentais na determinacdo de equilibrio de fases para solugdes altamente
viscosas. Algumas propriedades do diagrama como a sua assimetria e a elevada

afinidade da xantana com a agua estariam correlacionados a diferenca de volume
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de exclusao entre as moléculas, sendo estes efeitos mais acentuados para as

solucdes diluidas.

Um estudo mais aprofundado seria necessério para determinar a influéncia
do tamanho dos agregados na interacdo com a xantana através de ensaios de
microscopia. Ensaios de “light scatering” ou de viscosidade intrinseca
esclareceriam a conformagdo das moléculas no sistema principalmente com

relagdo a xantana nas condigdes estudadas.

3.6 - Referéncias Bibliograficas:

ALVES, M. M.; ANTONOV, Y. A.; GONCALVES, M. P. On the incompatibility of
alkaline gelatin and locust bean gum in aqueous solution. Food Hydrocolloids,
Oxford, v.13, p.77-80, 1999a.

ALVES, M. M.; ANTONOV, Y. A.; GONGCALVES, M. P. The effect of structural
features of gelatin on its thermodynamic compatibility with locust bean gum in
aqueous media. Food Hydrocolloids, Oxford, v.13, p.157-166, 1999b.

ANTONOV, Y. A.; GRINBERG, V. Y.; TOLSTOGUZOV, V. B. Phase-equilibria in
water-protein  polysaccharide systems. Water-casein-neutral polysaccharide
systems. Colloid and Polymer Science, Berlin, v.255, n.10, p.937-947, 1977.

AOAC Official methods of analysis of AOAC International- 16 th ed. Arlington,
1996. v.2

BRYANT, C. M.; McCLEMENTS, D. J. Influence of xanthan gum on physical

characteristics of heat-denatured whey protein solutions and gels. Food
Hydrocolloids, Oxford, v.14, n.4, p.383-390, 2000.

67



Capitulo 3

BRYANT, C. M.; McCLEMENTS, D. J. Molecular basis of protein functionality with
special consideration of cold-set gels derived from heat denatured whey. Trends
in Food Science and Technlogy, Amsterdam, v.9, p.143-151, 1998.

CAPRON, |.; COSTEUX, S.; DJABOUROV, M. Water in emulsions: Phase
separation and rheology of biopolymer solutions. Rheologica Acta, New York
v.40, p.441-456, 2001.

CLARK, A. H. Direct analysis of experimental tie line data (two polymer-one
solvent systems) using flory-huggins theory. Carbohydrate Polymers, Oxford
v.42, n. 4, p.337-351, 2000.

COPELAND, R. A. Eletrophoretic and chromatographic methods for assessing
protein purity. In: COPELAND R. A. Methods for protein analysis: A practical
guide to laboratory protocols. New York: Chapman & Hall, 1990. p.59-91.

DE KRUIF, C. G.; TUINIER, R. Polysaccharide protein interactions. Food
Hydrocolloids, Oxford, v.15, n.4/6, p.555-563, 2001.

DICKINSON, E. Stability and reological implications of eletrostatic milk protein-
polysaccharides interactions. Food Science and Technology International,
Frederick, v.9, p.347-354, 1998.

DOUBLIER, J. L.; GARNIER, C.; RENARD, D.; SANCHEZ, C. Protein-
polysaccharide interactions. Current Opinion in Colloid & Interface Science,
London, v.5, p.202-214, 2000.

GRINBERG, V. Y.; TOLSTOGUZOV, V. B. Thermodynamic incompatibility of
proteins and polysaccharides in solutions. Food Hydrocolloids, Oxford, v.11,
n.2, p.145-158, 1997.

68



Capitulo 3

HODGE, J. R.; HOFREITER, B. T. Determination of reducing sugars and
carbohydrates. In: WISTLER, R. L., WOLFMOM, M. L. Methods in
Carbohydrate Chemistry. New York: Academic Press, 1962. v. 1, p.380-394.

HONGSPRABHAS, P.; BARBUT, S. Ca?*-induced gelation of whey protein isolate:
Effects of pre-heating. Food Research International, Amsterdam, v.29, n.2,
p.135-139, 1996.

JU, Z. Y.; KILARA, A. Effects of preheating on properties of aggregates and cold -
set gels of whey protein isolate. Jounal of Agricultural and Food Chemistry,
Washington, v.46, p.3604-3608, 1998a.

JU, Z. Y.; KILARA, A. Gelation of pH-aggregated whey protein isolate solutions
induced by heat, protease, calcium salt, and acidulant. Jounal of Agricultural and
Food Chemistry, Washington, v.46, p.1830-1835, 1998b.

LEE, H. C.; BRANT, D. A. Rheology of concentrated isotropic and anisotropic
xanthan solutions.1 - a rodlike low molecular weight sample. Macromolecules,
Washington, v.35 n.6, p.2212-2222, 2002a.

LEE, H. C.; BRANT, D. A. Rheology of concentrated isotropic and anisotropic
xanthan solutions. 2 - a semiflexible wormlike intermediate molecular weight
sample. Macromolecules, Washington, v.35 n.6, p.2223-2234, 2002b.

LEE, H. C.; BRANT, D. A. Rheology of concentrated isotropic and anisotropic
xanthan solutions. 3 - temperature dependence. Biomacromolecules,
Washington, v.3 n.4, p.742-753, 2002c.

LI-CHAN, E. Heat induced changes in the proteins of whey protein concentrate.
Journal of Food Science, Chicago, v.48, p.47-56, 1983.

69



Capitulo 3

MORR, C. V.; FOEGEDING, E. A. Composition and functionality of commercial
whey and milk protein concentrates and isolates: A status report. Food
Technology, Washington, v.44, p.100-112, 1990.

MORR, C. V.; HA, E. Y. W. Whey protein concentrates and isolates: Processing
and functional properties. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, Boca
Raton, v.33, n.6, p.431-476, 1993.

MORRIS, V. J. Bacterial polysaccharides. In: STEPHEN, A. M. Food
polysaccharides and their applications. New York: Marcel Dekker, 1995.
p.341-375.

SANCHEZ, C.; SCHMITT. C.; BABAK. V. G.; HARDY. J. Rheology of whey
protein isolate-xanthan mixed solutions and gels. Effect of pH and xanthan

concentration. Nahrung-Food, Berlin, v.41, n.6, 1997.

SCHIMIDT, R. H.; PACKARD, V. P.; MORRIS, H. D. Effect of processing on whey
protein functionality. Journal of Dairy Science, Savoy, v. 67, p.2723-2733, 1984.

SCHORSCH, C.; CLARK, A. H.; JONES, M. G.; NORTON, I. T. Behavior of milk
protein/polysaccharide systems in high sucrose. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, Oxford v.12, p.317-329, 1999a.

SCHORSCH, C.; JONES, M. G.; NORTON, I. T. Thermodynamic incompatibility
and microstructure of milk protein/locust bean gum/sucrose systems. Food
Hydrocolloids, Oxford, v.13, p.89-99, 1999b.

SGARBIERI, V. C. Propriedades funcionais de proteinas em alimentos. Boletim
da Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas,
v.32, n.1, p.105-126, 1998.

70



Capitulo 3

SHIMADA, K.; CHEFTEL, J. C. Sulfhydryl group/dissulfide bond interchange
reactions during heat induced gelation of whey protein isolate. Jounal of
Agricultural and Food Chemistry, Washington, v.37, p.161-168, 1989.

SYRBE, A.; BAUER, W. J.; KLOSTERMEYER, N. Polymer science concepts in
dairy systems - an overview of milk protein and food hydrocolloid interaction.
International Dairy Journal, Oxford, v.8, n.3, p.179-193, 1998.

TOLSTOGUZOV, V. Some thermodynamics considerations in food formulation.
Food Hydrocolloids, Oxford, 2002, in press.

TOLSTOGUZOV, V. Compositions and phase diagrams for aqueous systems
based on proteins and polysaccharides. International Review of Cytology - A
Survey of Cell Biology, San Diego, v. 192, p.3-31, 2000.

TOLSTOGUZOV, V. Thermodynamics aspects of dough formation and
functionality. Food Hydrocolloids, Oxford, v.11, n.2, p.181-193, 1997.

VARDHANABHUTI, B.; FOEGEDING, E. A. Rheological properties and
characterization of polymerized whey protein isolates. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, Washington, v.47, p.3649-3655, 1999.

ZHU, H.; DAMODARAN, S. Heat induced conformation changes in whey protein

isolate and its relation to foaming properties. Jounal of Agricultural and Food
Chemistry, Washington, v.42, p.846-855, 1994.

71



Capitulo 3

72



Capitulo 3
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Viscosidade Extensional de Géis Acidos de Isolado

Protéico de Soro
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RESUMO

O processo de gelificacao a frio de solucbes de Isolado Protéico de Soro
7% (peso soluto/ peso solvente) foi estudado pela técnica reoldgica conhecida
como “Compresséo Biaxial Imperfeita com Lubrificagdo” permitindo o calculo dos
parametros reolégicos em regime de escoamento extensional. Os resultados
mostraram que a técnica foi adequada na determinacdo de diferencas de
consisténcia entre os géis estudados. Géis foram formados pelo aquecimento
prévio das solucdes a 80°C por 30 minutos sendo as solucdes acidificadas pela
adicao de GDL em diferentes razées a 10°C. As solugdes apresentaram
estabilizacdo de pH entre 3,36 e 5,63 a 48 horas de armazenamento a 10°C e os
indices de comportamento em regime extensional variaram entre 0,19 e 0,43
enquanto que os indices de consisténcia extensional variaram entre 4127 e 131,
indicando o carater pseudoplastico destes géis. Os géis mais consistentes foram
obtidos nos pHs 4,73 e 5,10. Interacdes dissulfidicas sdo responsaveis pela
estabilizacdo dos agregados no tratamento térmico e podem estar envolvidas no
processo de gelificagdo, no entanto interacdes eletrostaticas seriam as principais

envolvidas na interagédo entre os agregados protéicos durante a reducao do pH.

4.1 - Introducao:

Tradicionalmente considerado como um subproduto da fabricacdo de
queijos, o soro do leite tem se tornado extremamente atrativo como fonte de
proteinas de excelentes qualidades funcionais e nutricionais para a industria de
alimentos. Devido a este elevado valor agregado, o soro atualmente é considerado

0 produto de interesse principal, com produtos com uma ampla faixa de
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aplicacoes, o que é o caso dos isolados e concentrados protéicos (Bottomley et
al., 1990).

As proteinas exercem papel fundamental na textura de muitos produtos
alimenticios. O desempenho funcional das proteinas ira depender de suas
caracteristicas conformacionais, que podem ser alteradas com as condi¢cbes de
processo, como tratamento térmico empregado, pH do meio e alteragbes no
ambiente i6nico entre outros. Por outro lado, fatores intrinsecos também podem
afetar as propriedades destes compostos como a composicdo de proteinas
especificas, seqiéncia de aminoacidos, estruturas conformacionais nativas
(secundarias e terciarias), carater superficial das moléculas representado pelas
interacdes hidrofilicas ou hidrofébicas e distribuicao de cargas (Sgarbieri, 1998).

As proteinas do soro formam géis quando submetidas a tratamento térmico
e/ou modificagdes do pH em solugao e inUmeros estudos tem sido realizados com
o objetivo de avaliar as propriedades reoldgicas destes sistemas.(Verheul & Roefs,
1998, Vahdhanahuti & Foegeding, 1999, Puyol et al., 2001, Sagis et al., 2002).

As principais fragbes das proteinas do soro correspondem a o-
Lactoalbumina e a B-Lactoglobulina sendo que a interacdo entre estas proteinas
tem sido bastante estudada. Um efeito sinergistico entre estas duas proteinas
sobre a consisténcia de géis de proteinas do soro foi observado quando estes
foram induzidos por tratamento térmico em diferentes condi¢des de forga idnica e
pH (3,0 a 7,5) (Rojas et al., 1997). As interacdes destas proteinas com alguns
polissacarideos utilizados em sistemas lacteos também tém recebido grande
atencado (Eleya & Turgeon, 2000a, Eleya & Turgeon 2000b).

A acidificacdo de sistemas lacteos tem sido objeto de muitos estudos,
sendo que varios trabalhos recentes tem feito uso do éster glucona-é-lactona
(GDL) cuja hidrélise em acido gluconico resulta na reducéo lenta do pH (Lucey et
al., 1997a; Lucey et al., 1997b) e nestas condicdes, o processo de acidificacao é
similar ao que ocorre com a utilizagao de culturas lacticas (Lucey & Singh, 1997).
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O conhecimento da viscosidade extensional é essencial para o
entendimento de algumas caracteristicas de qualidade de produtos alimenticios
(Steffe, 1996), como o grau de espalhabilidade e a percepcao de textura na boca.
Muitas operag¢des unitdrias da industria de alimentos envolvem deformagéo
extensional como, por exemplo, a saida de enchedeiras, agitacdo de produtos
altamente viscoelasticos e extrusdo. Além disso, a orientacdo molecular causada
pelo estiramento devido ao escoamento extensional, juntamente com o
cisalhamento, podem produzir comportamento e produtos Unicos (Baroni et al.,
1999). Assim, a viscosidade extensional deve estar relacionada com a natureza
polimérica dos constituintes alimenticios e este parametro pode ser aplicado no
desenvolvimento de novas formulagdes, controle de qualidade e desenvolvimento

e modelagem de processos (Padmanabhan, 1995).

A técnica reolégica de compressdo biaxial imperfeita com lubrificagdo
(CBIL), ou “imperfect lubricated squeezing flow” permite a analise de amostras de
alimentos praticamente intactas por permitir a formacdo da amostra em um
recipiente largo ou coletar a amostra diretamente da linha de producado no
recipiente de andlise (Campanella & Peleg, 2002). Esta técnica tem sido aplicada
na andlise dos mais diferentes produtos alimenticios de carater semiliquido 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
consisténcia tendendo a de um sélido como queijos fundidos (Campanella et al.,
1987), doce de leite (Corradini & Peleg, 2000), e ricota (Suwonsichon & Peleg,
1999d).

A técnica reolégica de compressdo biaxial imperfeita com lubrificagdo
também foi utilizada com o objetivo de identificar diferencas de textura entre
amostras de maionese, pasta de tomate, iogurte e geléia de morango (Corradini et
al., 2001). Neste trabalho foi verificada a correlacdo entre os resultados obtidos
pela avaliagdo experimental e por analise sensorial, sendo que as diferengas
detectadas na avaliacao reoldgica, nem sempre foram detectadas pela analise

humana.
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A analise de produtos industrializados pela técnica de CBIL é relativamente
vasta na literatura, porém nao foram encontrados estudos que utilizam esta
técnica para verificar as propriedades reoldgicas de sistemas modelo de proteinas,
bem como a avaliacdo de suas interagdes especificas frente a tratamentos que
levam a formacéo de estruturas complexas, como a desnaturacédo térmica e por
pH. Em particular, sistemas modelo constituidos por proteinas do soro tem sido
amplamente estudados por técnicas reolégicas a baixas deformacbes 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
reolégico de géis de isolado protéico de soro de leite, formados através da agao
de tratamento térmico aplicado na solucédo anteriormente a acidificacao induzida

por GDL, utilizando a técnica de CBIL como ferramenta de analise.

4.2 - Consideracoes Teoricas sobre a técnica de CBIL

O comportamento reolégico da maior parte dos fluidos alimenticios pode ser

descrito por uma equacéo do tipo lei da poténcia:

n o n—1

O':k.;‘ oun=ke 4.1)

onde ¢ € a tensdo normal ou de cisalhamento, n € a viscosidade aparente, ¢ é a
taxa de deformagéo, n € o indice de comportamento do fluido e k é o indice de

consisténcia.

A forca exercida por um fluido do tipo lei de poténcia comprimido entre
placas paralelas de mesmo didmetro e a uma taxa constante de deslocamento é

dada por (Campanella & Peleg, 1987):

F(H) = z[R%*3""2|v/H) (4.2)

onde F é a forca temporal de compressao, H é a altura temporal de amostra, R € o

raio da placa, V € a velocidade de deslocamento da placa na dire¢ao longitudinal e
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n e k sdo as constantes reoldgicas do fluido lei da poténcia conforme definicao
para a equagao (4.1). Assim, quando a relagéo entre a forga e a altura de amostra
€ analisada em coordenadas logaritmicas, o resultado esperado é uma reta com
inclinacdo —n. Uma vez determinado n, o valor de k pode ser calculado pela
equacao (4.2) (Suwonsichon & Peleg, 1999a, Suwonsichon & Peleg, 1999b,
Suwonsichon & Peleg, 1999c).

Neste caso, quando o escoamento é do tipo lubrificado e o componente da
forca € apenas normal o célculo da viscosidade extensional biaxial, 1, € dado pela
equacao (4.3) como uma funcdo da taxa de deformacdo (equacado 4.4)

(Suwonsichon & Peleg, 1999a).

n=2F(H)H | R*V (4.3)

e=V/(2H) (4.4)

Em um fluxo onde existe atrito, 0 que ocorre quando as placas utilizadas na
compressao do fluido ndo sao lubrificadas, a relacao entre forgca e altura da
amostra € dada pela equacao de Scott sendo esta descrita pela equacao (4.5)
(Avila & Binding, 1982).

27 R"Y [ (2n+1)]" v*
F(H)—{ (n+3) }[ . } [T (4.5)

Assim, esta relacao forca altura representada em coordenadas logaritmicas

terd como resultado uma reta com coeficiente angular —(2n+1).

Quando nao é possivel estabelecer o comportamento reolégico de uma
amostra, a CBIL permite analisar a consisténcia do sistema em estudo
estabelecendo-se uma comparacdo em termos de tensdo aparente em uma
deformacgéao especifica de 25, 50 ou 75% da altura inicial da amostra (equacao
4.6).

F

@ 25%,50% ou75%
2
TR

O-@ 25%,50%0u75% ~
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Além disso, uma estimativa relativa da tensao residual também pode ser
realizada em ensaios de compressdo a uma taxa de deslocamento constante.
Neste experimento a amostra é submetida a uma determinada deformacao
instantanea e posteriormente permite-se que a amostra relaxe a forca de
compressao durante um tempo de experimento. Um indicativo da tensao residual
€ a tensdo residual aparente apds um tempo de decaimento da forca de
compressao.

Fap @1500u300s

O 4p @1500u300s — 2
7R

(4.7)

Na técnica CBIL, a forca exercida por fluidos sem tensao residual decai até
o valor da forga de empuxo quase que instantaneamente. Quanto maior a tensao
residual presente no fluido e quanto maior o “carater” de sdlido da estrutura, maior
sera a magnitude da forca residual, ou tenséo residual aparente apds o tempo de
relaxacdo. Este dado seria um parametro do “grau de rigidez” da amostra e seria
um indicativo da tensdo 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 proteina 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 Sulfurico (Hodge & Hofreiter, 1962). O teor de
sédio, calcio e potassio do IPS foi obtido em Espectrometria de Emissdo Optica
por Plasma com Acoplamento Induzido (ICP-OES) no Instituto de Quimica da
UNICAMP. Os niveis de caélcio, sédio e potassio na amostra correspondem
respectivamente a 541+49 mg/kg, 63431251 mg/kg e 6530+2758 mg/kg.
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O éster glucona-d-lactona (GDL) foi adquirido da Sigma Aldrich-Corporation
(St Louis - USA) Lot 21K0108.

4.3.2 - Tratamento térmico das proteinas do soro

Solucdes de IPS 7% (peso soluto/peso solvente) foram preparadas pela
dissolucdo do pé em &agua deionizada sob lenta agitacdo magnética por um
periodo de 90 minutos. Em seguida a solugédo foi transferida para um tanque
encamisado de ago inoxidavel com circulagdo de agua, onde foi feito o tratamento
térmico. A solucao foi aquecida a 80°C e a temperatura mantida por 30 minutos,
permanecendo a solucdo sob lenta agitagdo mecanica para evitar a formagao de
espuma. Imediatamente ap6s o término do tratamento térmico a solugao foi
rapidamente resfriada a aproximadamente 10°C com o auxilio de um banho de
gelo.

4.3.3 - Acidificacao e formacao dos géis de proteinas do soro

Apoés o tratamento térmico e resfriamento da solugéo de IPS a 10°C, o éster
glucona-d-lactona (GDL) foi dissolvido imediatamente no sistema com o auxilio de

um agitador mecanico, pois a hidrélise do GDL é sensivel a temperatura.

Ap6s a adicao do GDL, as solucdes foram cuidadosamente transferidas
para placas de Petri de didmetros correspondendo a 140 mm. Os géis foram
formados com espessuras (altura de amostra) em torno de 51,5 mm em
ambiente climatizado a 10°C em um periodo de 48 horas. As placas foram
vedadas com filme plastico para evitar efeitos de evaporagdo da amostra.

Na acidificagéo foram utilizadas diferentes razées de GDL em funcdo da
concentragdo de IPS em solugéo, [R;,, = %GDL/%IPS ], e as razbes necessarias
para alcancar diferentes valores de pH de equilibrio 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 solugdo sem adicdo 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 Reoldgicos

Os géis de IPS formados nas placas de Petri foram comprimidos por placas
de acrilico com diametros de 100 mm e altura de 6 mm, lubrificadas com éleo 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 10°C, sendo submetidas a velocidade de
compressao de 0,2mm/s até 75% de sua altura inicial. Apdés a compressao ao
nivel de 75% de deformacao da altura inicial, a sonda foi parada e o decaimento
da forca de compressao foi analisada por um periodo 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 forga momenténea, altura momentanea de amostra e tempo de
compressao foram importados e analisados no software MICROSOFT EXCEL
2000.

4.3.5 - Tratamento dos resultados

Os dados de forca e altura foram utilizados nos calculos da taxa de
deformacéo biaxial segundo a equacao (4.4) e a viscosidade extensional de
acordo com a equacgao (4.3).

A relagao forca momentanea e altura de amostra foram analisadas em
coordenadas lineares e logaritmicas, assim como a relagdo entre a viscosidade
extensional e a taxa de deformacgao biaxial. A parte linear da relacao logaritmica
de forca e altura de amostra foi considerada como representativa da regido de
fluxo extensional lubrificado dominante (Lorenzo et al., 1997, Hoffner et al., 1997),
e sua inclinacao foi determinada por regressao linear. A parte inicial da curva
correspondente a regido nao linear da relacdo forca-altura e o aumento da
viscosidade extensional em funcdo da taxa de deformacdo foram considerados
como artefatos residuais referente aos efeitos de entrada e saida da sonda e,
portanto foram descartados (Lorenzo et al., 1997).
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As tensbes aparentes a uma altura de amostra correspondente as
deformagdes de 25, 50 e 75% foram calculadas de acordo com a equagéao (4.6) e
foram utilizadas como uma medida semi-empirica de consisténcia dos géis. Os
dados de decaimento da forga foram utilizados para calcular a tensdo residual

aparente utilizando a equacéao (4.7) nos tempos de 25, 50, 150 e 300 segundos.

4.4 - Resultados e discussao
4.4.1 - Resultados

Dez grupos de amostras de solucdes 7% de IPS (p/p) termicamente
desnaturadas e gelificadas pela adicado de GDL foram analisadas por CBIL. A
amostra em que nao foi adicionado GDL apresentou pH no valor de 6,7,
correspondendo ao pH natural da amostra. As outras amostras apresentaram
variagdo de pH entre 3,36 a 5,63, e quanto maior a quantidade de GDL

adicionado, menor foi o valor de pH de equilibrio.

Os dados tipicos da relacdo entre a forca de compressdo e altura de
amostra obtidos por CBIL sédo apresentados na Figura 4.1 para todas as solugbes
estudadas. As relagbes foram bastante reprodutiveis considerando a variagao
entre as amostras da mesma triplicata. A partir destes dados foi possivel o céalculo
dos parametros reoldgicos e seus respectivos desvios, que estdo apresentados na
Tabela 4.1.

A Figura 4.2 apresenta os valores da viscosidade extensional em relagdo a
taxa de deformacdo, quando analisados em escala logaritmica, para a mesma

regidao de escoamento.
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Figura 4.1: Relacao entre a Forca de compressao (N) a altura momenténea de
amostra (m) durante ensaio de CBIL para géis acidos de IPS obtidos em

diferentes pHs.
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Figura 4.2: Relacao entre a viscosidade extensional (kPa*s) e a taxa de

deformacio (s™') dos géis acidos de IPS.
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Nas Figuras 4.1 e 4.2 sao visualizados dois grupos distintos de amostras,
sendo que o primeiro grupo corresponde as amostras de pH 3,36, 3,86 € 6,7 com
0s menores valores de viscosidade extensional (entre 100 e 1000 kPa.s) e que,
portanto, apresentam menor consisténcia. Isso pode ser atribuido a repulsao
eletrostatica entre as proteinas 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 as solucdées com pHs entre 5,63 e
4,31. Estas amostras possuiam uma consisténcia firme semelhante a um gel, ndo
se soltando do recipiente quando este era invertido. Na Tabela 4.1, estes dois
grupos podem ser visualizados a partir do valor do indice de consisténcia, k. E
interessante observar que, para todas as solugbes, o aumento da taxa de
deformacédo levou a uma diminuicdo nos valores de viscosidade extensional
(valores de n inferiores a 1), o que é caracteristico de comportamento

pseudoplastico.

A Tabela 4.2 apresenta os valores de tensdo residual calculados a partir da
equacao (4.7), apés a compressado das amostras até a deformacéo de 75% da
altura inicial. Pode ser observado que apdés 150 segundos de relaxagédo da forca
de compressao todas as amostras chegam a um equilibrio na tensao residual,
exceto para a amostra no pH 4,43 que ainda apresenta uma pequena diminui¢ao
de tensdo no tempo de 300 segundos. Os valores de tensao residual foram
bastante baixos em todos os casos, estando por volta de 0,1 kPa e ndo sendo
influenciado pelo valor de pH.

A Tabela 4.3 apresenta os valores de tensao aparente instantanea para as
amostras analisadas nas deformacdes de 25, 50 e 75% da altura inicial da
amostra (equagao 4.6). Em geral, o gel com maior tensdo aparente foi o obtido a

pH 4,73, sendo significativamente diferente dos demais sistemas estudados.

A viscosidade extensional dos géis estudados foi calculada pela equacgao
(4.3) para as deformacoes de 25, 50 e 75% da altura inicial da amostra e estes
dados sao apresentados na Tabela 4.4, onde se observa os maiores valores de

viscosidade para as amostras que tiveram consisténcia mais firme com a reducao
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do pH nos valores entre 5,63 e 4,31, enquanto que menores valores de
viscosidade sdo observados para as amostras que nao gelificaram, no pH 6,7 e
abaixo de 4.

Tabela 4.1: Parametros reologicos de géis acidos de IPS determinados por
CBIL.

Coef. angular

Amostra PH * R? nZ k 2 R2
(ReoL) da Eq (2)’
0,764 |3,36 -0,23+0,01 0,91 0,23%0,01 134,72110,95 0,99
0,35 3,89 -0,33+0,05 0,95 0,33%0,05 131,68122,22 0,99
0,220 |4,31 -0,30%0,01 0,98 0,33+0,06 2041,701414,98 0,99
0,186 (4,43 -0,3320,11 0,96 0,33x0,11 4081,07£1877,08 0,99

0,135 |4,73 -0,22+0,14 0,98 0,2210,14 | 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 -0,2710,11 0,97 0,2710,11 | 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* — Inclinagéo referente a parte linear da relagao forca de compresséo (N) pela
altura de amostra (m) em escala logaritmica (Figura 4.1). Estes dados
correspondem aos valores de n obtidos a partir da equagéao (4.2).

2* - Os valores de n e k apresentados correspondem aos dados calculados a partir
da equacgéao (4.1).
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Tabela 4.2: Tensoes residuais (kPa) de géis acidos de IPS apds relaxacao da

forca de compressao aplicada no sistema a velocidade de compressao

0,2mm/s.

Amostra o 25 seg. 50 seg. 150 seg. 300 seg.
(Reo) (kPa) (kPa) (kPa) (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 0,2610,02 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

87




Capitulo 4

Tabela 4.3: Tensoes Aparentes (kPa) de géis acidos de IPS para velocidade

de compressao de 0,2mm/s.

Tenséo Aparente | Tensao Aparente Tenséo Aparente
Amostra oH 25% Ho 50 % Ho 75% Ho

(ReoL) (kPa) (kPa) (kPa)
0764 | 3,36 0,03+0,00" 0,0620,00° 0,10£0,00°
035 | 389 0,0340,00° 0,06+0,00° 0,0840,00°
0,220 4,31 0,58+0,01 o 0,74+0,01 o 1 ,62i0,07b
0,186 4,43 0,58+0,01 ° 1,3440,1 0° 1,6540,11 °
0,135 4,73 1,080, 1 1C 1 ,sgio,ood 2,68J_r0,02C
0115 | 490 0.83+0.10°C 0,92£0,03° 1,26:0,12°
0,084 510 1.2640,19°C 1,68+0,05° 2,25+0,17°
0,053 | 549 0,90£0,02°° 0,8740,08" 1,68£0,01°
0,05 5,63 0,61io,o1b 0,71J_r0,00bf 1,06i0,00d
0 6,70 0,03+0,00° 0,06£0,00° 0,08+0,00°

* - ANOVA - Teste de Tukey para diferengas significativas ao nivel de 95% de

confianga.
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Tabela 4.4: Viscosidade Extensional Aparentes (kPa*s) de géis acidos de IPS

para velocidade de compressao 0,2mm/s.

Amostra oH. 25% (Ho) 50 % (Ho) 75% (Ho)
(RaoL) (kPa*s) (kPa*s) (kPa*s)
0.764 | 336 1,15+0,14 1,0240,20 0,005+0,00

0.35 3,89 0,900,02 0,78+0,05 0,006+0,00
0220 | 431 24,64+0,56 14,32+1,33 0,060,01
0,186 | 4,43 21,80+5,21 26,48+0,09 0,070,01
0,135 473 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 | 510 30,03+4,46 24,44+1,36 0,05+0,01
0,053 | 549 30,17+0,28 14,56+1,84 0,080,00

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 andlise de consisténcia das amostras foi feita comparando-se os valores

de tensdo aparente em 25, 50 e 75% de deformacgéo (Tabela 4.3). A diferenca

entre os valores obtidos foi verificada através do teste de Tukey aplicando-se uma

analise de variancia ANOVA, ao nivel de confianca de 95%.

Na deformacao de 25% da altura inicial de amostra verifica-se um grupo de

géis semelhantes entre os pHs 4,73 e 5,49 com a consisténcia 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 as amostras liquidas nos pHs
3,36, 3,89 € 6,7.
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A 50% de deformagéo visualiza-se uma maior distingdo na consisténcia dos
géis formados. A amostra mais firme correspondeu ao pH 4,73, seguido pelo pH
5,1 e logo apés pelo pH 4,43. Em seguida observa-se um grupo de amostras com
consisténcia similar correspondendo a 4,31, 4,9, 5,63 e 5,49 que € seguido pelas
amostras liquidas(pH 3,36, 3,89 € 6,7).

A 75% de deformacado, os géis nos pHs 4,73 e 5,1 sdo os mais firmes
seguidos por 2 grupos distintos, sendo que o primeiro corresponde as amostras de
pH 4,31, 4,43 e 5,63 e 0 segundo as amostras de pH 4,9 e 5,49. Posteriormente,
como sistemas de menor consisténcia apresentam-se as amostras liquidas com o

pH proximo ao neutro e abaixo de 4.

De maneira geral, fica evidente a semelhanca de consisténcia entre as
amostras de pH 3,36 3,89 e 6,7 que ndo gelificaram. A semelhanca 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 - Discussao de resultados

4.4.2.1 - Caracterizacao dos géis e estimativa dos indices de comportamento
e consisténcia por CBIL

Os dados apresentados na Figura 4.1 referem-se a regido de escoamento
em que se obteve o melhor ajuste linear e, portanto quando o escoamento é do
tipo extensional. Esta regido do escoamento corresponde aproximadamente as
alturas de gel nas placas de Petri entre 0,4 e 0,1 mm para todas as amostras
analisadas. Os dados descartados correspondem a regiao transiente em que se
apresentam os efeitos de entrada e saida da sonda.

Os valores da inclinacdo das curvas apresentadas na Figura 4.1 séo
mostrados na Tabela 4.1 variando entre -0,43 e -0,19, sendo que os valores de R?
relativos ao ajuste se apresentaram superiores a 0,91. Estes valores de
coeficiente angular correspondem a indice de comportamento do fluido n entre
0,19 e 0,43 conforme equacgao (4.2), o que indica o carater pseudoplastico dos
fluidos analisados. Uma vez que o valor de n para um fluido pseudoplastico deve
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ser menor que 1, (0 < n < 1), o coeficiente angular da relagao 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
consequéncia de um possivel atrito entre a superficie de compressao e a amostra
e neste caso a equacao (4.3) deveria ser utilizada para o calculo de n. Em se
tratando de um fluido certamente ndo Newtoniano, um coeficiente angular na
relacdo log(F) x log (H) da ordem de —1 poderia ser o indicio de um fluido com
elevado grau de plasticidade ou que as equagdes (4.2) e (4.3) ndo seriam
adequadas para o calculo das propriedades reoldgicas devido a uma possivel
elevada tensao residual do sistema (Suwonsichon & Peleg, 1999b). Sendo assim,
a analise da tensao residual aparente do sistema se tornaria muito importante
antes de se tracar consideracOes finais sobre os parametros reoldgicos do

sistema.

Os resultados das inclinacdes de reta na relagao log(F) x log (H) para os
géis de IPS nao apresentaram a limitagdo descrita anteriormente, porém a
validade do indice de consisténcia, k, se confirma com a analise dos valores de

tenséo residual do sistema.

Analisando os dados das tensdes residuais obtidas para os diferentes géis
a 300 segundos de relaxagao da forca de compressao (Tabela 4.2), verifica-se
que o maior valor de tensdo 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 relaxacado da forca o equivalente a 2,09 kPa de
tensdo residual. Nas mesmas condicbes de experimento foi verificada tensao
residual aparente de 11,3 kPa para creme de feijao (Suwonsichon & Peleg,
1999c), e 3,6 kPa para ricota (Suwonsichon & Peleg, 1999d). Portanto a tensao
residual para os géis estudados é muito baixa e pode ser desconsiderada no

comportamento reoldgico desses sistemas. Isso indica a validade da utilizagado da
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equacao (4.2) na andlise dos parametros reoldgicos e o calculo do indice de

consisténcia 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
regressao linear dos dados de viscosidade extensional em relacdo a taxa de
deformagédo em coordenadas logaritmicas, conforme apresentado na Figura 4.2 e
ajustando os dados a relacao de lei de poténcia da equacéo (4.1). Observa-se a
concordancia dos dados de n calculados desta maneira com a inclinagdo das retas

apresentadas na Figura 4.1 e calculados pela equagéao (4.2).

4.4.2.2 - Viscosidade extensional e consisténcia dos geéis de IPS

Em contraste ao indice de consisténcia k e indice 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 reoldgico constitutivo. Também deve ser ressaltado que a analise
da viscosidade extensional é particularmente valiosa na avaliacdo da
espalhabilidade de produtos de consisténcia intermediaria como 0 requeijao
(Baroni et al., 1999).

Além da viscosidade extensional, a Tabela 4.4 juntamente com os dados de
tensdo aparente da Tabela 4.3 também representam uma medida empirica da
consisténcia dos diferentes géis analisados, sendo estes valores Uuteis na

comparacgao entre as diferentes amostras.

Uma comparagédo entre os valores de viscosidade extensional a 50% de
deformaga@o e os valores do indice de consisténcia k, demonstram que estes
parametros estdo linearmente relacionados (Figura 4.3). A melhor correlagao
obtida se deu na deformacdo de 50% (R? = 0,95) visto que nesta faixa os valores
obtidos foram calculados com os dados de forca de compressdo 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: Correlacao entre os valores de indice de consisténcia (k) e a
viscosidade extensional determinada a 50% de deformacao da altura de
amostra para os géis acidos de IPS.

Uma vez que o calculo da viscosidade extensional, ao contrario do valor de
K, ndo € baseado na validade de um modelo reoldgico, esta deve ser considerada
como uma medida mais representativa da consisténcia das amostras a taxas de
deformacao especificas. No entanto, para garantir sua validade, as superficies do
sensor de medida foram adequadamente lubrificadas por um éleo de baixa
viscosidade e a geometria de compressao era constituida por um material leve

(acrilico) para garantir o escoamento do tipo lubrificado (Lorenzo et al., 1997).

4.4.2.3 - Agregacao das proteinas do soro — Interagoes induzidas pelo pré-
tratamento térmico e reducao do pH.

As principais fracbes do soro, B-Lg e a o-La, sdo pequenas proteinas
globulares, sendo as principais responsaveis pelas propriedades de solucbes de
IPS frente a diferentes tratamentos empregados nas solugdes. Diversos estudos
tem sido realizados para descrever os processos de interagdo envolvidos quando
solucdes isoladas destas proteinas, ou de isolados protéicos de soro sao
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aquecidas ou submetidas a processos de gelificacdo (Rojas et el., 1997,
Vardhanabhuti, 1999).

O aquecimento rompe varias ligacées intermoleculares que estabilizam a
estrutura nativa destas proteinas. Acima de 60-65°C a P-Lg atravessa um
processo de desnaturacao, expondo seu grupo sulfidrila (SH) livre que permanece
incluso na estrutura globular da proteina, possibilitando interacées dissulfidicas
intermoleculares levando a processos de polimerizacado protéica (Prabakaran &
Damodaram, 1997). O tamanho dos agregados formados por interacoes
dissulfidicas de B-Lg frente ao tratamento térmico empregado, torna-se maior com
0 aumento da concentracao desta proteina em solugdo quando aquecidas em pH
neutro em temperaturas superiores a 65°C (Hoffmann & Van Mil, 1997), que foi o
caso deste trabalho. Interacdes desta proteina com outros constituintes do soro
tem sido constantemente investigadas e de maneira geral a a-La, apesar de se
mostrar mais estavel a tratamentos térmicos, tem papel fundamental na
estabilizacao dos agregados formados (Gezimati et al., 1997, Havea et al., 2000).

Neste trabalho, apds o resfriamento a 10°C da solucao de IPS 7% (peso
IPS/ peso agua) nao ocorreu a gelificacao do sistema, e este permaneceu liquido
mesmo em periodos superiores a 48 horas. O processo de gelificagdo ocorreu
somente pela adicdo do GDL ao sistema. As interacdes entre as proteinas do soro
e a caracterizacdo dos polimeros frente ao tratamento térmico de 80°C por 30
minutos na solucdo de IPS na concentracdo de 7% foi realizada por eletroforese
em gel de poliacrilamida. A metodologia empregada nesta analise e as fotografias
dos géis de eletroforese estdo apresentadas na Figura 3.6 no capitulo 3.

Comparando o perfil de percolacdo das proteinas no gel nativo ou nao
dissociativo das solucdes nao aquecida com a aquecida, observa-se que as
principais fragdes de proteina do soro (B-Lg, a-La e albumina sérica) praticamente
desaparecem apos o tratamento térmico e grandes agregados séo visualizados no
topo do gel (Figura 3.6 A). Isso indica que todas estas fracoes estao envolvidas na

formacéao dos polimeros de IPS.
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No gel SDS nao-redutor (Figura 3.6B), em que as amostras sao diluidas em
tampao contendo SDS 10%, pequenas bandas de B-Lg e a-La entram no gel de
resolucdo, mas agregados de elevado peso molecular ainda séo visualizados no
topo do gel. Este resultado indica que estes agregados seriam mantidos por
interacdes hidrofdbicas.

Géis SDS-redutor (Figura 3.6 C) ou desnaturantes sao preparados pela
dissolugdo da amostras em tampéo contendo SDS 10% e o agente redutor -
mercaptoetanol e sob estas condigdes € possivel avaliar o papel das pontes
dissulfidicas na estabilizacdo dos agregados. Quando a amostra foi diluida neste
tampao, o padrao de bandas para as solugdes aquecidas e nao aquecidas a 80°C
por 30 minutos se tornou idéntico indicando que as pontes dissulfidicas foram
quebradas pela acéo do agente redutor. Estes resultados sugerem que as pontes
dissulfidicas sdo as grandes responsaveis pela formacdo dos agregados de
elevado peso molecular, devido ao tratamento térmico, e este resultado esta de

acordo ao estudo realizado por Vardhanabhuti & Foegeding (1999).

A concentracdo de proteinas do soro na solugdo pré-aquecida tem efeito
direto na dureza e consisténcia dos géis formados pela posterior adicao de GDL,
assim como o tempo e a temperatura de aquecimento (Ju & Kilara, 1998a). Em
solucdes de IPS na concentracdo de 7%, pré-aquecidas a 80°C por 30 minutos,
90% das proteinas constituintes do IPS estariam envolvidas na formagao dos
agregados (Ju & Kilara, 1998a).

Sob condigbes lentas de acidificagcdao, promovidas por pequenas
quantidades de GDL e baixas temperaturas, pontes dissulfidicas entre os
agregados poderiam estar sendo formadas por grupos SH ainda reativos na
superficie dos agregados (Alting et al., 2000).

Em solucdes de IPS contendo agregados protéicos formados termicamente,
a formacéao de géis pode ocorrer pela adicdo de sais (Hongsprabhas & Barbut,
1996, Hongsprabhas & Barbut, 1997), ou pela acidificacdo do sistema

posteriormente ao tratamento térmico. Neste caso, o processo é denominado de
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“gelificacao a frio” (Bryant & Mcclements, 1998). Os géis formados a frio possuem
significativa diferenca de textura quando comparados com os géis formados
exclusivamente pelo tratamento térmico, mostrando textura do tipo homogénea e
transparente. Sdo mais fortes em valores de pH entre 4,0 e 6,0 e quebradigos em

pHs mais baixos (Errington & Foegeding, 1998).

Os resultados deste trabalho mostraram que a aparéncia da solugéo de IPS
apos o tratamento térmico e resfriamento a 10°C correspondeu a uma solugao
amarelo escuro e transparente. Com a adi¢cdo de GDL a redugdo do pH ocorreu
pela hidrolise do GDL em &cido glucénico e a solugao apresentou um aumento de
turbidez a medida que maiores razdées 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 esbranquicados voltando a opacos e amarelados,
retornando ao estado liquido no pH em torno de 3,5. Como descrito anteriormente,
na faixa de pH entre 4,0 e 5,5, os géis apresentaram consisténcia firme, ndo se
soltando do recipiente quando este era invertido.

O aumento de turbidez durante a acidificacdo de solugdes de IPS esta
relacionado a uma maior agregacao das proteinas no ponto isoelétrico da B-Lg,
correspondendo ao pH 5,2 (Ju & Kilara, 1998b). A B-Lg corresponde a maior
fracdo protéica do IPS e interacdes eletrostaticas entre as proteinas individuais ou
agregados protéicos formados termicamente seriam mais fortes neste pH.

A avaliacao dos resultados obtidos na analise dos géis acidos de IPS por
CBIL indica que os géis mais fortes, com maiores valores de tensao aparente,
foram obtidos no pH de 4,73 e em seguida no pH de 5,1. No entanto um
comportamento anémalo foi verificado no pH 4,9, onde ocorreu uma brusca
reducdo na consisténcia do gel. Para uma maior compreensao deste fenémeno,

estudos mais aprofundados seriam necessarios utilizando outras técnicas.

Os géis de IPS formados pela agcdo 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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atribuido a proximidade do ponto isoelétrico da a-La no pH 4,73 gerando
interagdes entre a a-La e os agregados formados no tratamento térmico, levando
a formacdo de agregados mais fortes e estaveis. Maiores evidéncias deste
resultado nao foram encontradas em outros trabalhos cientificos e, portanto, um
estudo do perfil de solubilidade do IPS utilizado neste estudo em diferentes
valores de pH seria necessario para uma maior compreensao deste fenémeno
observado pelos resultados de CBIL.

Enquanto que o aumento da turbidez a partir do pH 5,5 reflete uma
agregacao continua, a diminuicdo do pH a valores inferiores a 4,0 indicaria uma
gradual desintegracao dos agregados formados.

Alting et al., (2000) observaram um colapso nos géis de IPS quando altas
quantidades de GDL sao 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
40 e 6,0 se solubilizava adquirindo o mesmo aspecto liquido anterior a
acidificagdo. A resolubilizagdo foi atribuida a repulsdo 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 gelificacao a frio de IPS como um processo de duas etapas conforme
apresentado na Figura 4.4. Primeiramente, o tratamento térmico levaria a
formagédo de agregados de maior tamanho e massa do que as fragdes nativas de
proteinas do soro. Estas fracdes seriam unidades reativas que poderiam reagir via
interacdes eletrostaticas ou por pontes dissulfidicas formadas por grupos ainda
reativos presentes na superficie dos agregados, levando a géis mais fortes
(Alting et al., 2000).
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Figura 4.4: Representacao esquematica do processo de gelificacao a frio de
proteinas do soro.

4.5 - Conclusao

A andlise de compressao biaxial Imperfeita com lubrificacdo (CBIL) se
mostrou adequada na determinagcédo de diferencas de consisténcia entre os géis
de isolado protéico de soro obtidos pelo tratamento térmico prévio de uma solugao
de IPS 7% (p/p) e subsequiente adicdo de GDL. Os resultados obtidos
demonstram que os géis estudados apresentam comportamento pseudoplastico
quando submetidos a compressao uniaxial, sendo possivel o célculo de
parametros reolégicos extensionais. Também foi observado que a tenséo residual

mostrou valores praticamente despreziveis.

A principal vantagem na utilizagdo da técnica se refere principalmente a
relativa simplicidade do experimento, a formacao de um sistema intacto na prépria
geometria de analise, e devido a esta caracteristica, as medidas experimentais

podem ser mais representativas da consisténcia dos géis de IPS.

A lenta reducdo 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 interacdes especificas mais atrativas entre os agregados

protéicos formados durante o tratamento térmico prévio levariam a formacao de
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uma estrutura mais forte. Interacbes dissulfidicas estariam envolvidas na
estabilizacdo destes agregados protéicos formados quando a solucao de IPS 7%
(p/p) foi aquecida a 80°C por 30 minutos (analise de eletroforese em gel de

poliacrilamida - capitulo 3).

4.6 - Referéncias Bibliograficas:

ALTING, A. C.; HAMER, R. J.; DE KRUIF, G. G.; VISSCHERS, R. W. Formation
of disulfide bonds in acid-induced gels of preheated whey protein isolate. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, Washington, v.48, n.10, p.5001-5007,
2000.

AOAC Official methods of analysis of AOAC International- 16 th ed. Arlington,
1996. v.2

AVILA, F.; BINDING, D. M. Normal and reverse squeezing flow. Jounal of Non-
Newtonian Fluid Mechanics, Amsterdam, v.11, p.111-126, 1982.

BARONI, A. F.; CUNHA, R. L.; FREITAS, I. C.; HUBINGER, M. D.; MENEGALLI,
F. C. Caracterizagdo reolégica de requeijao cremoso tradicional e com teor
reduzido de gordura: Viscosidade extensional e em cisalhamento. Brazilian
Journal of Food Technology, Campinas, v.2, n.1, p.21-29, 1999.

BOTTOMLEY, R. C.; EVANS, M. T. A.; PARKINSON, C. J. Whey proteins. In:
HARRIS, P. Food gels. London: Elsevier Science, 1990. p.435-466.

BRYANT, C. M.; McCLEMENTS, D. J. Influence of NaCl and CaCl, on cold-set

gelation of heat-denatured whey protein. Journal of Food Science, Chicago,
v.65, n.5, p.801-804, 2000.

99



Capitulo 4

BRYANT, C. M.; McCLEMENTS, D. J. Molecular basis of protein functionality with
special consideration of cold-set gels derived from heat denatured whey. Trends
in Food Science and Technology, Amsterdam, v.9, p.143-151, 1998.

CAMPANELLA, O. H.; PELEG, M. Squeezing flow viscometry for nonelastic
semiliquid foods - theory and applications. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, Boca Raton, v.42, n.3, p.241-264, 2002.

CAMPANELLA, O. H.; PELEG, M. Squeezing flow viscosimetry of peanut butter.
Journal of Food Science, Chicago, v.52, n.1, p.180-184, 1987.

CAMPANELLA, O. H.; POPPLEWELL, L. M.; ROSENAU, J. R.; PELEG, M.
Elongational viscosity measurements of melting american cheese. Journal of
Food Science, Chicago, v.52, p.1249-1251, 1987.

CORRADINI, M. G.; ENGEL, R.; PELEG, M. Sensory thresholds of consistency of
semiliquid foods: Evaluation by squeezing flow viscometry. Journal of Texture
Studies, Trumbull, v.32, n.2, p.143-154, 2001.

CORRADINI, M. G.; PELEG, M. Lubricated squeezing flow viscometry for dulce
de leche (milk sweet). Food Science and Technology International,
Gaithersburg, v.6, n.4, p.339-344, 2000.

ELEYA, M. M. O.; TURGEON, S. L. The effects of pH on the rheology of B-
lactoglobulin/x- carrageenan mixed gels. Food Hydrocolloids, Oxford, v.14, n.3,

p.245-251, 2000a.

ELEYA, M. M. O.; TURGEON, S. L. Rheology of k-carrageenan and pB-
lactoglobulin mixed gels. Food Hydrocolloids, Oxford, v.14, n.1, p.29-40, 2000b.

100



Capitulo 4

ERRINGTON, A. D.; FOEGEDING, E. A. Factors determining stress and strain of
fine stranded whey protein gels. Jounal of Agricultural and Food Chemistry,
Washington, v.46, p.2963-2967, 1998.

GEZIMATI, J.; CREAMER, L. K.; SINGH, H. Heat-induced interactions and
gelation of mixtures of B-lactoglobulin and a-lactoalbumin. Jounal of Agricultural
and Food Chemistry, Washington, v.45, p.1130-1136, 1997.

HAVEA, P.; SINGH, H.; CREAMER, L. K. Formation of new proteins structures in
heated mixtures of BSA and a-lactoalbumin. Jounal of Agricultural and Food
Chemistry, Washington, v.48, p.1548-1556, 2000.

HODGE, J. R.; HOFREITER, B. T. Determination of reducing sugars and
carbohydrates. In: WISTLER, R. L.; WOLFMOM, M. L. Methods in
Carbohydrate Chemistry. New York: Academic Press, 1962. v. 1, p.380-394.

HOFFMANN, M. A. M.; VAN MIL, P. J. J. M. Heat-induced aggregation of -
lactoglobulin: Role of the free thiol group and disulfide bonds. Jounal of
Agricultural and Food Chemistry, Washington, v.45, p.2942-2948, 1997.

HOFFNER, B.; GERHARDS, C.; PELEG, M. Imperfect lubricated squeezing flow
viscometry for foods. Rheologica Acta, New York, v.36, n.6, p.686-693, 1997.

HONGSPRABHAS, P.; BARBUT, S. Ca**-induced cold gelation of whey protein
isolate: Effect of two-stage gelation. Food Research International, Amsterdam,
v.30, n.7, p.523-527, 1997.

HONGSPRABHAS, P.; BARBUT, S. Ca**-induced gelation of whey protein isolate:
Effects of pre-heating. Food Research International, Amsterdam, v.29, n.2,
p.135-139, 1996.

101



Capitulo 4

JU, Z. Y.; KILARA, A. Effects of pre-heating on properties of aggregates and cold -
set gels of whey protein isolate. Jounal of Agricultural and Food Chemistry,
Washington, v.46, p.3604-3608, 1998a.

JU, Z. Y.; KILARA, A. Gelation of pH-aggregated whey protein isolate solutions
induced by heat, protease, calcium salt, and acidulant. Jounal of Agricultural and
Food Chemistry, Washington, v.46, p.1830-1835, 1998b.

LORENZO, M. A.; GERHARDS, C.; PELEG, M. Imperfect squeezing flow
viscosimetry of selected tomato products. Journal of Texture Studies, Trumbull,
v.28, n.5, p.543-567, 1997.

LUCEY, J. A.; SINGH, H. Formation and physical properties of acid milk gels: A
review. Food Research International, Amsterdam, v.30, n.7, p.529-542, 1997.

LUCEY, J. A.; VAN VLIET, T.; GROLLE, K.; GEURTS, T.; WALSTRA, P.
Properties of acid casein gels made by acidification with glucono-d-lactone. 2.

Syneresis, permeability and microstructural properties. International Dairy
Journal, Oxford, v.7, n.6-7, p.389-397, 1997a.

LUCEY, J. A.; VAN VLIET, T.; GROLLE, K.; GEURTS, T.; WALSTRA, P.
Properties of acid casein gels made by acidification with glucono-d-lactone. 1.

Rheological properties. International Dairy Journal, Oxford, v.7, n.6-7, p.381-
388, 1997b.

PADMANABHAN, R. Measurement of extensional viscosity of viscoelastic liquid
foods. Journal of Food Engineering, Oxford, v.25, n.3, p.311-327, 1995.

102



Capitulo 4

PRABAKARAN, S.; DAMODARAM, S. Thermal unfolding of B-lactoglobulin:
Characterization of initial unfolding events responsible for heat-induced
aggregation. Jounal of Agricultural and Food Chemistry, Washington, v.45,
p.4303-4308, 1997.

PUYOL, P.; PEREZ, M. D.; HORNE, D. S. Heat-induced gelation of whey protein
isolates (WPI): Effect of NaCl and protein concentration. Food Hydrocolloids,
Oxford, v.15, n.3, p.233-237, 2001.

ROJAS, S. A.; GOFF, H. D.; SENARATNE, V.; DALGLEISH, D. G.; FLORES, A.
Gelation of comercial fractions of B-lactoglobulin and a-lactoalbumin. International
Dairy Journal, Oxford, v.7, p.79-85, 1997.

SAGIS, L. M. C.; VEERMAN, C.; GANZEVLES, R.; RAMAEKERS, M.; BOLDER,
S. G.; LINDEN, E. V. D. Mesoscopic structure and viscoelastic properties of f3-
lactoglobulin gels at low pH and low ionic strength. Food Hydrocolloids, Oxford,
v.16, p.207-213, 2002.

SGARBIERI, V. C. Propriedades funcionais de proteinas em alimentos. Boletim
da Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas,
v.32, n.1, p.105-126, 1998.

STEFFE, J. F. Extensional flow. In: STEFFE, J. F. Rheological methods in
food process engineering. East Lansing: Freeman Press, 1996. p.255-293.

SUWONSICHON, T.; PELEG, M. Rheological characterisation of almost intact and

stirred yogurt by imperfect squeezing flow viscometry. Journal of the Science of
Food and Agriculture, W Sussex, v.79, n.6, p.911-921, 1999a.

103



Capitulo 4

SUWONSICHON, T.; PELEG, M. Imperfect squeezing flow viscometry of
mustards with suspend particulates. Journal of Food Engineering, Oxford, v.39,
p.217-226, 1999b.

SUWONSICHON, T.; PELEG, M. Imperfect squeezing flow viscosimetry for
commercial refried beans. Food Science and Technology International,
Frederick, v.5,n.2, p.159-166, 1999c.

SUWONSICHON, T.; PELEG, M. Rheological characterization of ricotta cheeses
by imperfect squeezing flow viscometry. Journal of Texture Studies, Trumbull,
v.30, n.1, p.89-103, 1999d.

VARDHANABHUTI, B.; FOEGEDING, E. A. Rheological properties and
characterization of polymerized whey protein isolates. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, Washington, v.47, p.3649-3655, 1999.

VERHEUL, M.; ROEFS, S. Structure of particulate whey protein gels: Effect of

NaCl concentration, pH, heating temperature, and protein composition. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, Washington, v.46, n.12, p.4909-4916, 1998.

104



CAPITULO 5

Conclusoes Gerais

105



106



Capitulo 5

Os resultados obtidos na analise de eletroforese demonstram que o
aquecimento de solucdes de isolado protéico de soro na temperatura de 80°C
durante o tempo de 30 minutos levaram a uma desnaturacao das proteinas com a
agregacao das unidades protéicas, produzindo polimeros com massa molecular
muito superior a massa das unidades individuais quando a proteina se encontra
em seu estado nativo. Estes polimeros possuiriam massa molecular maior que
200 kDa e interacbes dissulfidicas estdo envolvidas na estabilizacdo destes

agregados protéicos.

Nossos resultados mostraram uma elevada incompatibilidade
termodinamica entre as solugdes de proteinas do soro termicamente desnaturadas
e a xantana com a separacao ocorrendo apds 72 horas, enquanto que solucdes
nativas de proteinas do soro e xantana sdao completamente compativeis e
homogéneas. Este fato leva a crer que o principal mecanismo envolvido nesta
incompatibilidade seria a baixa entropia do sistema quando os agregados
protéicos sdo produzidos pelo tratamento térmico e a conformacdo da xantana a

baixas temperaturas.

O diagrama de fase obtido permitiu verificar a regido de incompatibilidade,
sendo necessarias pequenas quantidades de xantana para promover a separacao
de fases. Foi observada uma falta de correlacdo entre os dados de composicao
das fases de equilibrio e sendo assim nao foi possivel determinar uma binodal que
representasse a fronteira de separagcao destes sistemas, sendo este fato atribuido
a limitacdes na técnica de ultracentrifugacao para a separacao das fases quando a
viscosidade era muito elevada. Com relacdo as solugdes diluidas, a falta de
correlacdo entre os pontos de equilibrio poderia ser atribuida a uma interferéncia
da lactose na determinagédo de xantana ou a uma ineficiente correcao de turbidez

na leitura do espectrofotémetro.

A andlise de compressao biaxial imperfeita com lubrificacdo (CBIL) se
mostrou adequada na determinagcdo de diferengas no comportamento reoldgico
entre os géis de isolado protéico de soro obtidos pelo tratamento térmico prévio de

uma solucao de IPS 7% (p/p) e subseqlente adicdo de glucona-o-lactona (GDL).
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Os géis de consisténcia 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 atribuido a
interagdes especificas entre os agregados formados pelo tratamento térmico
durante a reducao lenta de pH. Neste intervalo de pH, estdo os pontos isoelétricos
da B-lactoglobulina e da a-lactoalbumina, as maiores fracdes protéicas do isolado

protéico de soro do leite.

Sugestoes para trabalhos futuros:

Para uma melhor compreensao dos processos discutidos neste trabalho,

alguns aspectos devem ser considerados:

A) Capitulo 3:

- Andlises em diferentes velocidades de rotacdo seriam adequadas para
verificar a interferéncia da velocidade de centrifugacdo na separacao de fases em
sistemas de proteinas do soro e xantana, principalmente nas condi¢bes de

elevada viscosidade das solugoes.

- Uma vez que o tamanho dos agregados de proteinas do soro e o tamanho
das moléculas de xantana tém fundamental importancia nas caracteristicas
termodindmicas destes sistemas, andlises de viscosidade intrinseca e de
conformagdo molecular por “light sactering” para a determinacdo do peso
molecular da xantana e dos agregados de proteinas do soro seriam de
fundamental importancia na explicacao dos resultados.

B) Capitulo 4:

- Andlises mais detalhadas das caracteristicas de solubilidade das proteinas
do soro frente as modificacbes de pH, seriam necessarias para assim estabelecer
uma correlacao efetiva entre as propriedades reoldgicas medidas e a agregagao

destas proteinas.

- Andlises reologicas em cisalhamento seriam interessantes para

estabelecer um paralelo com as propriedades medidas em fluxo extensional.
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- O efeito da taxa de acidificacdo nas propriedades dos géis formados
poderia ser verificado com a utilizacdo de outros agentes para promover uma
acidificagdo mais rapida do sistema e assim estabelecer um paralelo com os

resultados obtidos com a utilizacdo de GDL.

- Estudos semelhantes com apenas fracdes isoladas dos constituintes do
soro de leite poderiam ser realizados em paralelo, mantendo-se as mesmas
condi¢des experimentais, para melhor esclarecer a influéncia de cada constituinte

no comportamento reoldgico das solucdes de isolado protéico de soro.
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