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RESUMO

FARIA, Janaina Teles de, M. Sc. Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2011. Caracterizacdo reoldgica e estrutural de géis acidos das
proteinas a-lactalbumina, B-lactoglobulina e glicomacropeptideo.
Orientador: Luis Antonio Minim. Co-Orientadores: Luis Henrique Mendes
da Silva e Valéria Paula Rodrigues Minim.

As caracteristicas reolégicas e morfologicas de géis de proteinas do

soro acidificados com glucona-o-lactona foram estudadas. Foi avaliado o

efeito da composicdo proteica (concentragcdes de B-Lactoglobulina, a-

Lactalbumina e Glicomacropeptideo) nas propriedades de gelificacdo e

reologicas utilizando o planejamento experimental de modelagem de

mistura. Essas analises foram complementadas pela analise da morfologia
das superficies dos géis com microscopia de forca atdbmica. Todas as
misturas avaliadas gelificaram e, com excegcdo da mistura com maior
propor¢cdo de GMP, formaram géis autossustentaveis. Géis compostos com
menor propor¢cdo de B-Lg apresentaram menor modulo elastico. Maior

proporcdao de a-La aumentou o tempo de gelificacdo da mistura e

consequentemente diminuiu o pH de gelificagdo, enquanto maior proporgéao

de GMP apresentou efeito contrario. Na analise do ensaio de fluéncia e

recuperacdo, observou-se diminuicdo dos parametros do modelo

simplificado de Burgers com o aumento da proporcdo de a-La e/ou GMP na
mistura. A deformacgdo total foi composta principalmente pela deformacéo
elastica retardada e a deformacéo recuperavel foi superior a irreversivel.

Verificou-se que o processo de relaxacdo de tensdo foi mais pronunciado

nas misturas com menor proporgédo de (B-Lg. Misturas com maior proporgéo

de GMP formaram géis com superficies mais rugosas e com poros maiores,
enquanto maior propor¢cdo de a-La resultou em efeito contrario. Com

excecdo dos géis constituidos puramente por B-Lg e da mistura binaria -
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Lg/a-La com maior proporcado de a-La, foi observada a formacdo de géis
particulados. Géis mistos foram estruturalmente mais frageis, sendo a 3-Lg a

principal componente responsével pela estruturacdo e for¢a da rede.

ABSTRACT

FARIA, Janaina Teles de, M. Sc. Universidade Federal de Vicosa, February,
2011. Rheological and structure characterization of a-lactalbumin,
B-lactoglobulin and gliyomacropeptide acid gels. Advisor: Luis
Antonio Minim. Co-Advisors: Luis Henrigue Mendes da Silva and Valéria
Paula Rodrigues Minim.

The rheological and morphological characteristics of whey protein gels
acidified with glucono-s-lactone were studied. The effect of protein
composition  (B-Lactoglobulin, a-Lactalboumin and glycomacropeptide
concentration) on gelation and rheological properties, using a mixture
experimental design, was evaluated. These analyses were complemented by
surface morphology analysis of the gels by atomic force microscopy. All
mixtures evaluated gelled and, except the highest GMP concentration gel,
self supported gels were obtained. Gels made with low proportion of B-Lg
presented lower elastic modulus. A higher proportion of a-La increased the
gelling time of the mixture and consequently reduced the pH of gelation,
while a higher proportion of GMP presented the opposite effect. In the creep-
recovery test, there was a decrease of the modified Burgers model
parameters with the increased of proportion of a-La and/or GMP in the
mixture. The main strain was caused by the retarded elastic deformation. The
reversible deformation was higher than irreversible deformation. It was also
found that the process of stress relaxation was more pronounced in mixtures
with lower proportion of 3-Lg. Mixtures with higher proportion of GMP formed
gels with rougher surfaces and larger pores, while a higher proportion of a-La

resulted in opposite characteristics. With the exception of gels formed by B-
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Lg and B-Lg/a-La binary mixture with a higher proportion of a-La,
micrographs of gels showed particulate networks. Mixed gels were
structurally more fragile, and the B-Lg was the main component responsible

for the structure and strength of the network.
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1. INTRODUCAO

Soro de queijo € um co-produto muito abundante das industrias de
queijo e caseina. Verifica-se atualmente que o aumento da producdo de leite
tem sido canalizado, em sua maioria, para a producdo de queijos, caseina e
caseinatos e outros produtos de laticinios, resultando em um aumento
concomitante do volume de soro produzido. As principais fracdes proteicas do
soro sdo a B-lactoglobulina (B-Lg) com aproximadamente 50% do total das
proteinas, a a-lactalbumina (a-La) com cerca de 20% e o glicomacropeptideo

(GMP) com aproximadamente 15%.

As proteinas do soro vém sendo adicionadas a diversos alimentos,
devido ao seu elevado valor nutritivo, seu status GRAS (Generaly Recognized
as Safe) e as suas importantes propriedades técnico-funcionais (espessantes,
gelificantes, espumantes e emulsificantes). Dentre essas, a capacidade de

formar géis tem sido muito estudada.

s

O estudo da propriedade gelificante das proteinas € importante para
diversos segmentos industriais, em particular o setor alimenticio. Neste, o
entendimento do processo de gelificacdo possibilita o desenvolvimento de
novos produtos e também a melhoria da textura e de outras caracteristicas

sensoriais de alimentos tradicionais.

Dos métodos de gelificacdo, a indugcédo a quente € um dos métodos mais
estudados em ciéncia de alimentos, principalmente por ser responsavel pela
estrutura presente na maioria dos alimentos do dia a dia. Porém,
alternativamente, a gelificacdo de proteinas globulares a baixas temperaturas

tem sido desenvolvida.

O processo de gelificacdo a frio tem algumas vantagens sobre os géis
produzidos a quente, como a necessidade de concentragcdes menores dos

biopolimeros empregados e a possibilidade de ser induzida no ultimo estagio



de producdo de um produto, ou mesmo no produto embalado/envasado.
Diversas aplicacdes sao encontradas para a utilizacdo do método de
gelificacdo a frio, dentre elas o encapsulamento de compostos sensiveis ao
calor ou para mascarar sabor, 0 uso como agente espessante, a adicdo de
ingredientes termolabeis, por exemplo, vitaminas; e o0 aumento da eficiéncia da
absorcdo de ferro. Desta forma, ingredientes gelificantes a frio tém um
potencial bastante significante para novas aplicagbes, uma vez que nao
necessariamente necessitam de tratamento térmico para se tornarem

funcionais.

N&o ha registro na literatura de nenhum estudo anterior que descreva o
efeito da proporcdo das principais proteinas do soro de leite (B-Lg, a-La e
GMP) sobre as caracteristicas reologicas e estruturais de géis induzidos por
acidificacéo pela adicdo de glucona-é-lactona (GDL). Neste sentido, o propésito
deste trabalho foi estudar as caracteristicas reoldgicas e estruturais de géis
obtidos pela acidificacdo a frio utilizando GDL, de misturas aquosas de B-Lg,

a-La e GMP, contendo proporcdes variadas de cada uma destas trés proteinas.



2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi estudar, por meio de andlises
reolégicas e microscoépicas, as caracteristicas estruturais de géis obtidos por
acidificacao a frio de misturas compostas das principais proteinas (B-Lg, a-La e
GMP) do soro de queijo doce, com diferentes proporcdes relativas destas trés

proteinas.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Estudar a cinética de gelificacdo das diferentes misturas proteicas
usando ensaio reoldgico oscilatério, por meio de varredura de tempo a
temperatura constante (cura isotérmica);

% Estudar as propriedades viscoelasticas dos diferentes géis por meio de
testes reologicos de fluéncia e recuperacao (creep-recovery);

« Estudar as propriedades viscoelasticas dos diferentes géis por meio de
ensaios de relaxacao de tensao (stress relaxation);

¢ Avaliar as caracteristicas morfoldgicas dos géis por meio de microscopia

de forca atbmica.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A gelificacdo de proteinas € um processo importante para a obtencéo de
alimentos com propriedades sensoriais diferenciadas, especialmente a textura.
E um fendémeno que exige energia suficiente para romper a estrutura nativa das
proteinas, seguido por um processo de agregacdo com certo grau de
ordenamento formado pela associacdo das proteinas desnaturadas. A
gelificacdo de proteinas tem sido tradicionalmente realizada por aquecimento,
mas outros processos fisicos (alta pressdo) ou quimicos (acidificacdo, adicdo
de sais ou uréia, e aplicacdo de enzimas) permitem produzir géis, de maneira
analoga ao aquecimento. As caracteristicas de cada tipo de gel séo diferentes
e dependem de fatores como concentragcdo e composicdo proteica, grau de
desnaturacdo causada pelo pH, temperatura, forgca i0nica e/ou presséo
(ALTING, 2003; RABIEY e BRITTEN, 2009).

3.1. GEIS

Muitas definicbes de “gel” tém sido apresentadas na literatura.
Historicamente o termo gel vem do latim gelatus, que quer dizer
“congelado/imével” (KASAPIS e NORTON, 2009). Cerca de 50 anos atras a
definicdo dada a gel era de um sistema coloidal com caracteristicas solidas,
cuja estrutura é formada por particulas coloidais com uma fase liquida nas
regides intersticiais (NEVES, 2008). Ja no final do século XX, gel passou a ser
descrito como um sélido viscoelastico, isto é, um sistema que se comporta
como um liquido viscoso ou como um solido elastico, dependo das

circunstancias (HORNE, 2003). Segundo Ziegler e Foegeding (1990), gel é
4



definido como “uma rede continua de dimensfes macroscopica imersa em um
meio liquido e que néo exibe escoamento em estado estacionario”, e de acordo
com Wong (1989), como “a gelificagdo de moléculas desnaturadas com certo

grau de ordem que resulta na formac&o de uma rede continua”.

Em termos de constituintes quimicos, os géis sdo compostos por duas
substancias: uma que na forma pura é liquida e apresenta, comparativamente,
massa molecular pequena, e a outra, de massa molecular muito maior,
presente em quantidade muito menor e que parte se encontra agrupada em
uma rede tridimensional. E esse segundo componente o responséavel pelas

caracteristicas elasticas dos geéis (NEVES, 2008).

Em 1974, Flory classificou os géis em quatro categorias com base em

critérios estruturais:
(i) estruturas lamelares bem ordenadas;
(i) redes poliméricas covalentes completamente desordenadas;

(i) redes poliméricas formadas por meio de agregacao fisica,

predominantemente desordenadas, mas com algumas regides ordenadas;

(iv) géis particulados, com estruturas desordenadas (KASAPIS e NORTON,
20009).

Géis lacteos induzidos termicamente podem ser classificados nas
categorias (ii) ou (iii), a depender dos tipos de liga¢cbes formadas, se covalente
e/ou nao covalente. Por outro lado, géis lacteos acidificados sdo formados por
agrupamentos de particulas agregadas e, portanto, classificados no tipo (iv)
(NEVES, 2008).



3.1.1. GEIS DE PROTEINAS

Muitas proteinas globulares tém a habilidade de formar gel. E bem
sabido que, sob condicBes apropriadas, proteinas nativas podem sofrer
mudancas conformacionais associadas com o desdobramento parcial ou
desnaturacdo que podem levar a agregacao (EUSTON, UR-REHMAN et al.,
2007) e, acima da concentracdo critica, a gelificacdo (BRYANT e
MCCLEMENTS, 1998; ZIEGLER e FOEGEDING, 1990).

A gelificacéo das proteinas pode ser induzida por varios fatores fisicos e
quimicos desde que, apés uma alteracdo da sua estrutura nativa
(desnaturacdo), se estabelecam interacdes proteina-proteina que originem uma
rede tridimensional. O aparecimento dessa rede € um acontecimento
momentaneo e ocorre quando o numero de interacdes proteina-proteina atinge
um valor critico. No momento da gelificacdo apenas alguns agregados
proteicos estdo incorporados na incipiente rede inicial. A medida que a
gelificacdo prossegue, a fragdo ndo agregada diminui, aumentando o carater

sélido do gel, num processo denominado “cura” (CLARK, 1992).

A gelificacdo de proteinas tem grande importancia na obtencdo de
propriedades de estruturas desejaveis. Uma rede proteica, assim como a
estrutura terciaria de polipeptidios individuais, € geralmente formada por
ligagcbes cruzadas ndo covalentes tais como as interacbes hidrofébicas,
ligagbes de hidrogénio ou interagbes eletrostaticas. Menos frequentemente,
interacbes covalentes tais como ligacdes dissulfidicas sdo formadas. A
contribuicdo relativa de cada tipo de interacdo para a formacéo da rede de um
gel varia com as propriedades da proteina e com as condi¢cdes do ambiente em
que ela se encontra (SMITH, 1994).

A integridade fisica de um gel € mantida pelo balango entre as forcas de
atracdo e repulsdo entre as moléculas de proteinas. O mecanismo de

gelificacdo € determinado por este balanco e pelas interacdes entre a proteina
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e o solvente (MATSUMURA, CHANYONGVORAKUL et al., 1996; ZAYAS,
1997, ZIEGLER e FOEGEDING, 1990).

As interacdes proteina-proteina e proteina-solvente sdo influenciadas
por fatores que afetam a gelificacdo de proteinas, bem como o tipo e as
propriedades dos géis formados. Estes fatores podem ser classificados como
fatores intrinsecos (hidrofobicidade, interacdes eletrostaticas, ligacdes
dissulfidicas, massa molar e composicdo aminoacidica) e extrinsecos
(concentracdo da proteina, pH, temperatura, forca i6nica e tipo de ion, e
pressao) (PHILLIPS, WHITEHEAD et al., 1994).

1. Interacdes eletrostéaticas. A carga elétrica residual das proteinas é
responsavel pelo aparecimento de forcas atrativas e repulsivas, afetando as
interacBes proteina-proteina e proteina-solvente (PHILLIPS, WHITEHEAD et
al., 1994). Estas interacdes eletrostaticas sdo promovidas por variagdes na

concentracéo idnica e pH.

2. LigacOes dissulfidicas. As ligacbes covalentes dissulfidicas entre
cadeias de polipeptidios envolvidos na gelificagdo de proteinas aumenta a
cadeia aparente do polipeptidio, ao invés de atuar como uma forma de
estabilizacdo inicial da rede (CLARK e LEE-TUFNELL, 1986). As ligacdes
dissulfidicas ndo sédo essenciais para a formacdo do gel, mas sua funcao esta
relacionada com a habilidade de aumentar o tamanho médio e
consequentemente, o comprimento da cadeia polipeptidica (WANG e
DAMODARAN, 1990).

3. Massa molar. As variacbes na formacdo de uma rede que se
autossustenta, ou seja, variacdo da for¢ca do gel pode estar relacionada com a
massa molar média e o raio hidrodinamico dos polipeptidios no gel. A massa
molar critica do polipeptidio para a formacdo do gel é cerca de 23.000 Da
(WANG e DAMODARAN, 1990).

4. Composicdo aminoacidica. Segundo Shimada e Matsushita (1980),
proteinas que contém menos de 31,5% de residuos hidrofébicos, tais como
7



valina, leucina, isoleucina, fenilalanina e triptofano formam géis tipo coagulos,
enguanto que proteinas com conteudo acima de 31,5% de residuos

hidrofébicos formam géis transparentes.

5. Hidrofobicidade. Aminoacidos nao polares sado agrupados formando
um nucleo hidrofébico na cadeia polipeptidica, delimitado por uma camada de
residuos polares que interagem com a agua, tendo um papel fundamental na
organizagdo da proteina (MEIROVITCH e SCHERAGA, 1980). Uma vez que
residuos de aminoacidos ndo polares tém a propenséo de se posicionarem no
interior da molécula proteica quando em solucdo, consequentemente evitando
0 contato com a agua, somente uma parte deles deveria ser considerada como
sendo efetiva na hidrofobicidade da molécula (KESHAVARZ e NAKAI, 1979).

Fatores extrinsecos que afetam as interacbes proteicas sdo aqueles
relacionados com as condicdes do meio que as circunda, podendo ser
relativamente controlados, de formas variadas, na tentativa de se obter uma

boa formacéo do gel:

1. Concentracdo das proteinas. Interagbes cruzadas entre as
macromoléculas, necesséarias para a formacdo de gel, sdo proporcionais a
concentragdo das proteinas. E necessario também que exista uma
concentracdo minima da propria proteina, abaixo da qual a estrutura
tridimensional continua ndo sera formada. A for¢ca do gel e sua deformabilidade
sdo altamente dependentes da concentracdo da proteina (HONGSPRABHAS e
BARBUT, 1997a; b; SAMEJIMA, OKA et al., 1986).

2. pH. A carga elétrica liquida da proteina em seu ponto isoelétrico (pl) é
zero. Por outro lado, quanto mais distante as condi¢bes do meio forem de seu
pl, mais carregada a proteina se torna e, consequentemente, maior sera a
repulsdo eletrostdtica entre as moléculas, prevenindo que as interacdes
requeridas para formagcdo da matriz do gel sejam formadas (ZAYAS, 1997).
Segundo Schmidt, lllingworth et al. (1978), a desnaturacdo de proteinas é
altamente dependente do pH e a velocidade de desdobramento pode ser

influenciada pelo pH de aquecimento. O ajuste de pH permite encontrar um
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balanco entre as velocidades de desnaturacdo e de agregacdo, bem como

entre forcas de atracdo e de repulsdo entre as proteinas (MANGINO, 1984).

3. Temperatura. A temperatura € um dos fatores mais importantes, uma
vez que este parametro € responsavel pela desnaturacdo proteica. Quando a
temperatura de gelificacdo é alta, a primeira etapa de gelificacédo
(desnaturacéo) ocorre mais rapidamente que a segunda etapa (agregacéo).
Para uma dada taxa de desnaturacao, a taxa de agregacao € lenta se as forcas
atrativas entre as cadeias da proteina desnaturada forem pequenas, resultando
em uma rede fina e um gel transparente. Consequentemente, o0 aumento da
temperatura levara a formacdo de uma rede fina, uma vez que durante o
resfriamento os peptideos irdo agregar de forma lenta e organizada para formar
a rede do gel (POMERANZ, 1991).

4. Forca ionica. A forca ionica tem um grande efeito na absorcdo de
agua, inchamento e solubilidade das proteinas (BORDERIAS e MONTERO,
1988). A forca ibnica, assim como o pH, pode alterar a distribuicdo das cargas
elétricas entre as cadeias laterais das proteinas, causando aumento ou
diminuicdo das interacdes proteina-proteina. Segundo Vojdani (1996), para
proteinas globulares e algumas albuminas, a adicdo de sais neutros em
concentracdo de 0,1 a 1 M, ou seja, condicao de baixa forca i6nica, diminui as
interacOes eletrostaticas entre as moléculas de proteinas, causando maior
solvatacdo da proteina e aumento da solubilidade (efeito salting-in). Ja em
concentracbes superiores a 1 M, ou seja, maior forgca ibnica, tem-se um
decréscimo da solubilidade proteica (efeito salting-out) devido ao aumento das
interacGes hidrofébicas e também pela competicdo entre a proteina e os ions
salinos pela agua. Na gelificacdo térmica conduzida sob baixa forca idnica (ou
valores de pH distante do ponto isoelétrico da proteina) a repulsdo eletrostatica
impede a formacéo de agregados proteicos desordenados, favorecendo assim
a formacdo de agregados ordenados, permitindo a passagem de luz pelo
sistema e consequentemente 0s géis sdo mais transparentes. Ao contrario,
quando o sistema €é aquecido em alta forca ibnica (ou valor de pH
correspondente ao pl da proteina), os agregados sao formados
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desordenadamente por interacfes fisicas do tipo hidrofébicas e de van der
Waals, resultando na formacdo de géis particulados de aparéncia turva
(CAVALLIERI, 2007).

5. Pressdo. A pressdo afeta a transicdo sol-gel das proteinas na
solucéo. O volume da proteina nativa € modificado sob altas pressées, o qual é
composto de trés contribuigcbes: o volume dos atomos constituintes (volume
composicional), o volume das cavidades internas e a contribuicdo devido a
solvatacdo. A estrutura nativa, que governa as atividades biol6gicas da
proteina, resulta de um balanco entre as interacfes estabilizantes e
desestabilizantes dentro da cadeia polipeptidica e com o solvente (BALNY e
MASSON, 1993; SMITH, GALAZKA et al.,, 2000). Mudancas no volume
causadas pela pressao irdo afetar estes balancos (SMITH, GALAZKA et al.,
2000).

6. Tipo de sal. Sais em geral podem influenciar a estrutura das
moléculas de proteinas, bem como a natureza das interacdes proteina-agua.
Os sais influenciam a solubilidade da proteina e sua velocidade de
desnaturacdo térmica. De acordo com Schmidt et al. (1978), géis formados
com a adicdo de sal apresentam uma aparéncia mais agregada e opaca que
agueles formados sem sua adicdo. Segundo Foegeding, Bowland et al. (1995),
o tipo e a quantidade de sal presente em dispersdes de proteinas do soro e de
B-Lg determinam o tipo de matriz formada nos géis termicamente induzidos.
Estes autores reportaram que o aumento da concentracdo de sal altera a
estrutura do gel de uma rede tridimensional constituida por “fiadas finas” (fine-
stranded) para estruturas particuladas. A concentracdo requerida do sal para
alterar a microestrutura do gel depende da posicdo deste na série de

Hofmeister.

O Ca** é o mais importante componente mineral envolvido na agregacéo
de proteinas do soro de leite (SCHMIDT e MORRIS, 1984). Em baixas
concentracdes, o Ca?* pode aumentar a dureza de géis de concentrado

proteico de soro através do aumento de ligacdes cruzadas entre as proteinas.
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Ca®* e outros cétions divalentes maximizam interacbes entre moléculas
proteicas negativamente carregadas em pH maior ou igual ao pl e também
melhoram a estabilidade e firmeza do gel (SCHMIDT e MORRIS, 1984).

3.2. GELIFICACAO

Uma definicdo para o fenébmeno de gelificacdo pode ser dada como uma
agregacdo ordenada de moléculas desnaturadas resultando na formacédo de
uma rede tridimensional continua sélida capaz de aprisionar a fase dispersa
liqguida. E um fenémeno de transicdo de fases de polimeros de um estado
liquido, com monémeros em um “sistema descontinuo”, para um estado gel, ou
seja, um estado constituido por uma rede bem conectada (RAO, 2007). A
transicdo sol-gel envolve a ligacdo das unidades estruturais bésicas via
ligagBes fisicas e/ou quimicas, resultando em uma rede continua, levando a
formacdo de uma estrutura com propriedades de sélidos. A gelificacdo é
basicamente um processo realizado em dois estagios: desnaturacdo e
subsequente agregacdo (MATSUMURA, CHANYONGVORAKUL et al., 1996).
Existem varios processos fisicos e quimicos pelos quais se pode induzir a

gelificacéo. Estes processos sdo brevemente descritos nas secdes a seguir.

3.2.1. GELIFICACAO FISICAMENTE INDUZIDA

Gelificacdo induzida pelo calor: Este € o método de gelificagdo mais
comumente estudado em ciéncia de alimentos, principalmente por ser
responsavel pela formacédo da estrutura em alimentos preparados sob altas
temperaturas. A gelificacdo térmica é comumente vista como um processo de
trés etapas, que podem ser interligadas:
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(i) em primeiro lugar a proteina nativa se desdobra devido a aplicacdo de
calor, expondo os residuos de aminoacidos hidrofébicos, favorecendo desta
forma a construcdo de pré-agregados moleculares através de ligagles
dissulfidicas, ligacbes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas e/ou ligacdes de
van der Waals;

(i) a agregacédo tem prosseguimento com a associacao dos pré-agregados de
proteinas; e

(iii) finalmente, quando a concentracdo é suficientemente alta, tem-se a
formacéo de uma rede tridimensional capaz de aprisionar a agua (LEFEVRE e
SUBIRADE, 2000).

Segundo este modelo, as proteinas passam progressivamente de um
estado nativo para um estado de transicdo desnaturado e entdo para um
estado agregado na forma de rede, formando um estado sol, que
eventualmente pode atingir um estado rigido na forma de gel. E importante que
a velocidade de ocorréncia da segunda etapa seja mais lenta do que a
primeira, para que a agregacao das moléculas proteicas seja suficientemente

ordenada para permitir a formacgéo do gel (AGUILERA, 1995).

Durante o aquecimento, um aumento evidente da hidrofobicidade efetiva
€ um indicativo da desnaturacdo proteica e, quando um grande numero de
residuos hidrofébicos é exposto, a interacdo entre estes residuos ocorrera,
causando a agregacao das moléculas (NAKAI, 1983). Durante o resfriamento,
as proteinas desnaturadas podem readquirir parcialmente sua conformacéo
inicial, o que levaria a uma diminuicdo no numero de sitios disponiveis para
interacbes, impedindo a formacdo de uma rede autossustentavel
(DAMODARAN, 1988). Dependendo do valor de pH e da forga i6nica do meio,
diferentes tipos de géis tém sido obtidos, variando de gel particulado turvo a gel
transparente filamentoso. Estes tipos de géis sdo apresentados na Figura 1.
Quando o valor de pH esta distante do pl da proteina, esta fica carregada e,
conseguentemente, a repulsdo eletrostatica entre as moléculas de proteinas
proximas previne a agregacdo. Nesse caso, as ligagBes intermoleculares
devem ser formadas principalmente via interacdes hidrofobicas atrativas,
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levando a formacédo de agregados ordenados do tipo “colar de pérolas” ou
estruturas filamentosas (BRYANT e MCCLEMENTS, 1998). Contrariamente,
qguando o pH esta proximo do pl da proteina ou a repulsédo eletrostéatica entre
as proteinas carregadas esta totalmente blindada, tem-se a formacdo de
agregados, principalmente esféricos, que levam a formacdo de géis
particulados (LEFEVRE e SUBIRADE, 2000).

Figura 1: Desenvolvimento de géis particulados (a) e filamentosos (b). Fonte: adaptado
de Bryant e McClements (1998).

A dependéncia da aparéncia do gel e a modulacdo da repulséo
eletrostatica a partir do valor de pH e forca ibnica sdo mostradas na Figura 2.
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Baixa Forcaibnica Alta

solucéo gel transparente gel opaco gel turvo

Figura 2: Relacdo entre aparéncia do gel de proteina e modulagdo da repulsédo
eletrostética. Fonte: adaptado de Alting (2003).

Uma ampla faixa de propriedades de textura também pode ser obtida em
funcdo do processo de gelificacdo e, em geral, géis produzidos sob
aguecimento tendem a ser mais firmes e mais elasticos do que géis induzidos

sob baixas temperaturas.

Gelificagdo induzida por alta pressdo: Alta pressdo causa mudancas
conformacionais em proteinas levando a desnaturacdo e agregacao,
produzindo géis muito diferentes daqueles produzidos sob aquecimento
(BALNY e MASSON, 1993; DUMOULIN, OZAWA et al.,, 1998; SMITH,
GALAZKA et al., 2000). As estruturas formadas por este método envolvem
principalmente ligagbes de hidrogénio, embora ligacdes dissulfidicas possam
ocorrer (ANGSUPANICH, EDDE et al., 1998). A gelificacdo induzida por alta
presséo, assim como a inducdo por aquecimento, ocorre em uma unica etapa,
ou seja, sob as condic¢des aplicadas, o processo de desnaturagdo da molécula
de proteina e subsequente agregacdo para formacdo da rede ocorrem
simultaneamente (ALTING, 2003). Geéis formados sob condicdes de alta
pressdo sao mais maleaveis e ao mesmo tempo resistentes a fratura,

oferecendo meios para alteragcéo da textura de alimentos (HOOVER, 1993).
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3.2.2. GELIFICACAO QUIMICAMENTE INDUZIDA

Gelificacdo induzida por adicdo de ions: A adicdo de ions na solucéo
proteica aumenta a forca i6nica, diminuindo as forcas repulsivas eletrostaticas
de forma a ocorrer associacbes entre as proteinas, formando um gel
autossustentavel (MULVIHILL e KINSELLA, 1988).

Proteinas de soro de leite formam géis sem a etapa de aquecimento,
apenas com a adicdo de cloreto de célcio ou sodio, sendo que varios estudos
tém sido conduzidos com estes sistemas na identificacdo dos efeitos do preé-
aguecimento e concentracdo de sal, dentre outros (HONGSPRABHAS e
BARBUT, 1997a; b; c; JU e KILARA, 1998a; b; ROFF e FOEGEDING, 1996).

Uma vez que a repulsdo eletrostatica impede as interacbes proteina-
proteina, prevenindo a formacao do gel, a adicdo de sal apds a solucao de
proteinas termicamente desnaturadas ser resfriada bloqueia as cargas
eletrostaticas, ocorrendo assim a formacdo do gel (MCCLEMENTS e KEOGH,
1995).

Gelificacdo induzida por acidificacdo: A gelificacdo induzida por acidificacéo
€ comum em alguns produtos. O abaixamento do pH leva a formacao dos géis
pela interacdo eletrostatica entre os agregados formados no tratamento
térmico, com consequente aumento nas propriedades de dureza do gel
(CAVALLIERI, 2007), conforme pode ser visualizado na Figura 3.
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Figura 3: Esquema do processo de gelificacdo a frio induzido por acidificacdo. Fonte:
Cavallieri (2007).

O pH final do sistema modula as propriedades mecéanicas dos géis de
proteinas de soro de leite obtidos pela gelificacdo a frio (ALTING, VAN DER
MEULENA et al., 2004). Géis acidificados até valores de pH préximos ao pl das
proteinas do soro sdo mais rigidos (JU e KILARA, 1998a). A diminuicdo do pH
faz com que as interacdes eletrostaticas entre o0s agregados proteicos
predominem entre as interacbes moleculares associadas a manutencdo da
rede de géis de proteina do soro, porém as ligacdes dissulfidicas estdo
diretamente associadas a for¢a da rede (ALTING, HAMER et al., 2000).

O abaixamento do pH pode ser obtido através do uso de &cidos
organicos, tais como acético, latico, tartarico ou citrico, ou de acidos
inorganicos, como o cloridrico. O uso de acidulantes como a glucona-d-lactona
(GDL) é muito comum na producdo de géis alimenticios, uma vez que esse
cristal branco solavel em &gua e levemente doce ndo é toxico e é
completamente metabolizado no organismo humano (DE KRUIF, 1997). Em

meio aquoso a GDL se hidrolisa a acido glucénico, reduzindo o pH (Figura 4).
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Figura 4: Hidrdlise do GDL a acido glucénico. Fonte: Cavallieri (2007).

Através do uso de GDL é possivel realizar o controle do processo de
agregacdo por meio do controle da taxa de acidificacdo do sistema, que é
dependente da concentracdo de GDL e da temperatura. A taxa de acidificacédo
determina as caracteristicas de textura dos géis proteicos. Géis acidificados
lentamente sdo mais estruturados e mais resistentes a compressao, ao passo
que em condi¢des intensas de acidificacdo, os géis sao fracos e débeis
(BRAGA, MENOSSI et al., 2006).

Gelificagcdo induzida por reacdo enzimética: Dois mecanismos bem

conhecidos de gelificacdo de proteinas do leite induzida enzimaticamente séo:

() a hidrolise catalisada por enzimas proteoliticas, como a gelificacdo de
isolado proteico por proteases produzidas por Bacillus licheniformis (JU, OTTE
etal., 1997; OTTE, JU et al., 1996);

(i) a formacdo de ligacdes cruzadas entre as cadeias de proteinas
frequentemente catalisada pela transglutaminase, enzima capaz de catalisar a
reagdo de transferéncia acil, introduzindo ligagcdes covalentes entre as
proteinas (NIO, MOTOKI et al., 1986; NONAKA, 1989).
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Quando o0s g-amino grupos dos residuos de lisina atuam como
receptores acil, sdo formadas ligagbes intra e intermoleculares do tipo &(y-
glutamina)-lisina (FOLK e FINLAYSON, 1977). Assim, a transglutaminase
catalisa a polimerizacdo e gelificacdo de proteinas solaveis através da
formacéo de ligacdes cruzadas covalentes intermoleculares (NIO, MOTOKI et
al., 1986). Para aplicacdes alimenticias, géis induzidos fisicamente por
aquecimento ou alta pressao e quimicamente por reacdo enzimatica tém sido

preferidos, devido ao menor risco de formacao de subprodutos téxicos.

3.3. PROTEINAS DO SORO DE QUEIJO

O soro de queijo € um coproduto abundante das industrias de queijo e
caseina. Em média, o volume mundial de soro esta crescendo na mesma taxa
do crescimento da producdo de leite, ou seja, mais de 2% ao ano
(FOOD_OUTLOOK, 2006). O aumento da producdo de leite estd sendo
canalizado, em sua maioria, para a producdo de queijos, caseina, caseinatos e
outros produtos de laticinios, resultando em um aumento concomitante do
volume de soro. Cerca de 9 a 11 kg de soro séo produzidos por cada kg de
queijo fabricado (MCINTOSH, ROYLE et al., 1998).

Uma comparacao da composi¢cao aproximada do leite bovino e do soro é
apresentada na Tabela 1. Esta andlise revela que 50% dos sélidos do leite
estdo presentes no soro, sendo essencialmente 100% da lactose e
aproximadamente 20% das proteinas. A lactose se apresenta numa propor¢ao
aproximada de 75% do total de solidos do soro e contribui em grande parte
para o alto potencial poluidor do soro (DBO > 35.000 ppm; DQO > 60.000
ppm), considerado um dos maiores poluentes gerados pela industria
alimenticia (BULLERMAN e BERRY, 1966; SISO, 1996). Enquanto que o
potencial poluidor do soro € bem conhecido, ele representa uma excelente

fonte de proteinas e peptideos funcionais, lipidios, vitaminas, minerais e
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lactose. As proteinas e 0s peptideos, e suas propriedades funcionais e
nutricionais, tém ajudado a transformar o soro de um material frequentemente
rejeitado em um efluente contendo uma multiplicidade de componentes
disponiveis para utilizacdo na agroindustria, biotecnologia, medicina e
mercados relacionados (SMITHERS, 2008).

Tabela 1: Comparacdo da composi¢cado aproximada do leite bovino e do soro.

Conteudo (% m/m)

Componentes :
Leite Soro
Caseina 2,8 <0,1
P ,
roteina do soro 0.7 0.7
a-La (20%)
B-Lg (50%)
GMP (15%)
Outras (15%)
Gorduras 3,7 0,1
Cinzas 0,7 0,5
Lactose 4,9 4,9
Solidos totais 12,8 6,3

Fonte: Zadow (1996), Smithers (2008).

Restricbes ambientais em relacdo a disposicdo do soro tém incentivado
estudos mais aprofundados sobre o conhecimento das propriedades dos
componentes do soro, notadamente suas proteinas e peptideos. Enquanto a
qualidade nutricional (fonte de energia e perfil de aminoacido), as propriedades
funcionais (gelificacdo, formacéo de espuma, capacidade de retencdo de agua,

etc.) e as funcionalidades fisiologicas das proteinas do soro tém sido
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reconhecidas ja ha algum tempo, varios fatores tém limitado o uso mais

difundido de suas proteinas como ingredientes. Dentre estes fatores incluem:

(i) conhecimento limitado das propriedades tecnoldgicas dos componentes do

SOro;

(i) base restrita de aplicacbes, dado que o soro e suas proteinas tém sido

vistas somente como ingredientes de baixo valor;

(i) desempenho imprevisivel e inconsistente em sistemas alimenticios,
principalmente na é&rea de funcionalidades tecnoldgicas; e (iv) falta de
tecnologias industriais viaveis de baixo custo para isolamento e purificacdo
(SMITHERS, 2008).

As proteinas do soro tém, no seu conjunto, um perfil de aminoacidos
proximo ao padrao de necessidade recomendado pela FAO e apresentam boa
digestibilidade, o que faz com seu valor biolégico seja alto quando comparadas
a outras proteinas alimentares (EGGUM, 1991). De todas as proteinas
alimentares, as do soro apresentam a maior concentragdo em aminoacidos de
cadeia ramificada, considerados importantes para individuos ativos e atletas,
uma vez que esses aminoacidos sdo importantes constituintes das proteinas
musculares. A alta biodisponibilidade de seus aminoacidos faz das proteinas
do soro uma opcdao preferivel como ingrediente em alimentos (MUDGAL, 2009;
TORRES, 2005).

Num periodo mais recente, as proteinas de soro de leite tém sido
utiizadas ndo s6 como ingredientes em alimentos, devido as suas
propriedades funcionais, mas também para o encapsulamento e protecédo de
materiais sensiveis, para a producdo de hidrogéis pH-sensiveis para liberacao
controlada de drogas biologicamente ativas, etc (GUNASEKARAN, KO et al.,
2007; GUNASEKARAN, XIAO et al., 2006).

20



3.3.1. a-LACTALBUMINA (a-La)

A a-La é uma proteina cujo percentual corresponde a aproximadamente
15 a 25% em massa da quantidade de proteinas presentes no soro de leite
bovino (aproximadamente 3,5% do total de proteinas do leite). E a principal
proteina do leite humano e biologicamente desenvolve um importante papel na
biossintese da lactose. E uma proteina globular pequena e compacta, cuja
massa molar é de 14.176 g-mol' e tem seu pl no pH 4,2 (FOX e
MCSWEENEY, 1998; MORR e HA, 1993). A a-La possui, em sua estrutura
primaria, 123 residuos de aminoacidos, sendo o triptofano o mais abundante,
aproximadamente 6%. Possui quatro pontes dissulfidicas e nenhum grupo tiol
livre em sua estrutura (SCHOKKER, SINGH et al., 2000). Sua estrutura
secundaria altamente ordenada € composta por 26% de a-hélice, 14% de -
folha e 60% de estrutura casualizada. Sua estrutura terciaria esférica é
estabilizada por ligacdes dissulfidicas (LOURENCO, 2000) (Figura 5).

Figura 5: Representacdo esquemética da estrutura terciaria da a-La. Fonte: Troullier,
Reinstadler et al. (2000).
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A partir da o-La sdo obtidos peptideos que contém triptofano,
precursores da serotonina, uma substancia que regula a vigilia e o sono
(ZADOW, 1996). E apropriada para a preparacdo e fortificagdo nutricional de
alimentos (SISO, 1996).

No pH natural do leite (pH 6,6), e acima deste valor, a a-La aparece na
forma de monbémero. Em pH abaixo de seu pl, a proteina tende a formar
associacfes (SGARBIERI, 1996). Evidéncias indicam que a a-La é susceptivel
a desnaturacao térmica quando submetida a temperaturas a partir de 65°C em
pH 6,7, sofrendo renaturacdo de 80 a 90% apds o resfriamento (MORR e HA,
1993). A temperatura ambiente e na auséncia de célcio, a estrutura terciaria da
a-La estd parcialmente desdobrada e os grupos hidrofébicos do interior da
proteina se tornam acessiveis ao meio externo. E uma proteina com forte
afinidade com Ca®" e outros cations que, em maior ou menor grau, modulam
sua estrutura, estabilidade e fungdo. Quando na presenca de célcio, a proteina
recupera seu estado nativo e seu interior hidrofébico se torna inacessivel ao
meio externo (NOPPE, HAEZEBROUCK et al., 1999).

Markus, Olivier et al. (2002) demonstraram que uma dieta contendo
proteinas do soro enriquecidas em a-La como fonte proteica alterou a razéo
plasmatica de (triptofano)/(outros aminoacidos neutros), que modula a atividade
serotoninérgica cerebral. Esta acdo promove a melhoria do humor e o aumento
das capacidades cognitivas em humanos vulneraveis ao stress. Além disto, a
a-La é considerada um suplemento valioso em formulacfes infantis, devido a
sua alta concentracdo de aminoacidos essenciais, considerados um fator critico
na nutricdo de recém-nascido. Seu alto teor de cisteina também é importante
para estimulacdo do sistema imune e promocdo da cicatrizacdo de feridas
(HEINE, KLEIN et al., 1991). Na forma de mondmero, a proteina apresenta
atividades bactericida e antitumoral (SVENSSON, HA¥KANSSON et al., 2000).

22



3.3.2. B-LACTOGLOBULINA (B-Lg)

B-Lg pertence a familia das Lipocalinas (proteinas com funcédo de
transporte), cuja principal caracteristica, devido sua estrutura, é sua habilidade
de se ligar a pequenas moléculas lipofiicas em sua cavidade central
hidrofobica para minimizar seu contato com o solvente (FLOWER, 1996).
Embora a funcdo biolégica da B-Lg permaneca indefinida, essa proteina €
conhecida por sua capacidade de se ligar a moléculas como retinol e varias
moléculas hidrofébicas incluindo &cidos graxos, vitaminas lipossolliveis e
colesterol (FLOWER, NORTH et al., 2000; KONTOPIDIS, HOLT et al., 2002;
SAWYER e KONTOPIDIS, 2000). Foi sugerido que uma das fun¢des da 3-Lg é
se ligar a moléculas ndo polares para protegé-las e transporta-las, através do
ambiente acido do estdmago para o ambiente basico do intestino (PEREZ e
CALVO, 1995).

Sua estrutura secundaria € composta por 15% de a-hélice, 50% de -
folhas antiparalelas, 20% de estruturas em curvas (reverse turns) e 15% de
estruturas casualizadas (VETRI e MILITELLO, 2005). Essa estrutura ocorre na
forma de 8 B-folhas, indicadas de A a H na Figura 6, as quais se arranjam na
conformacao espacial (estrutura terciaria) formando uma espécie de calice ou
barril achatado capaz de ligar pequenas moléculas hidrofébicas no seu interior
(BROWNLOW, CABRAL et al., 1997; WONG, CAMIRAND et al., 1996).
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Figura 6: Representacdo esquematica da estrutura terciaria de p-Lg. Fonte: Brownlow,
Cabral et al. (1997).

A B-Lg esta presente em maior quantidade no soro de leite,
representando cerca de 45 a 57% em massa do total das proteinas do soro e
até 12% em massa das proteinas presentes no leite. Por ser a maior fracédo
proteica do soro, suas caracteristicas tendem a dominar as propriedades dos
produtos elaborados com soro de leite. Possui massa molar de 18.283 g-mol™,
contendo 162 residuos de aminoacidos, principalmente os sulfurados, o que a
confere um elevado valor biol6gico. Sua conformacéo globular é consequéncia
da distribuicdo uniforme de residuos ndo polar, polar e ibnico, o que torna
possivel o arranjo dos residuos hidrofébicos no interior da proteina (CHEFTEL,
CUQ et al., 1985). As ligagOes dissulfeto junto com as ligagbes de hidrogénio
estabilizam a estrutura terciaria da proteina (BRYANT e MCCLEMENTS, 1998)
e, em condi¢cdes experimentais apropriadas, dirige seu processo de agregacao
(GRIFFIN, GRIFFIN et al., 1993; HOFFMANN e VAN MIL, 1999; ROEFS e DE
KRUIF, 1994; VETRI e MILITELLO, 2005). Seu pl é 5,2, é termolabil e
apresenta mudangas conformacionais reversiveis a 70°C (SMITHERS, 2008).
A B-Lg contém duas pontes dissulfidicas e um grupo tiol livre muito reativo
incluso em sua estrutura, que possibilita um intercambio entre as ligacdes
dissulfidicas durante mudancas conformacionais associadas com o tratamento
térmico e alteracdes de pH (BOTTOMLEY, EVANS et al.,, 1990). Em seu

complexo globular proteico, a parte hidrofébica da cadeia de aminoacidos fica
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voltada para o interior, enquanto a parte polar fica exposta para o exterior.
Quando aquecidas a certa temperatura, tem-se a abertura parcial desses
complexos globulares, expondo o0s aminoacidos localizados no interior e
levando entdo a agregacao parcial ou completa da proteina desnaturada
(ELEYA e TURGEON, 2000).

A desnaturacdo térmica pode ser observada quando a B-Lg € aquecida
por 30 minutos a temperaturas superiores a 60°C. A completa desnaturacao,
com extensa modificacdo conformacional e exposicéo de regides hidrofobicas e
grupos nucleofilicos altamente reativos, pode ser observada a 95°C
(SGARBIERI, 1996). E considerada a principal agente gelificante do soro. Em
valores de pH menores que 3,0 ou maiores que 8,0, a B-Lg apresenta-se na
forma de monémeros. Em valores de pH entre 5,1 e 6,7, 0S monémeros se
associam em dimeros e entre pH 3,8 e 5,1, em octameros, quando em baixa

temperatura e elevadas concentractes (SGARBIERI, 1996).

Em produtos como sorvetes, flans, pudins e demais tipos de sobremesas
lacteas, a adicdo de soro em pd enriquecido de B-Lg confere propriedades
tecnologicas como formacdo de espumas e géis estaveis, e facilidade de
aeracdo do produto. Em iogurtes, essa proteina contribui na melhoria da
textura e consisténcia do produto, sendo que nos iogurtes light um dos
beneficios mais significativos ao substituir parte do leite desnatado por
concentrado proteico rico em B-Lg € a reducdo no efeito da sinerese durante o

periodo de estocagem do produto.

3.3.3. GLICOMACROPEPTIDEO

Glicomacropeptideo (GMP) é produzido apés a clivagem da k-caseina
pela enzima quimosina ou pepsina e é constituido por 64 aminoacidos

resultantes da porcéo hidrofilica C-terminal da caseina. E um peptideo soltvel
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de aproximadamente 7.000 g-mol™, rico em isoleucina e valina, mas carente de
aminoacidos aromaticos como fenilalanina, triptofano e tirosina (DZIUBA e
MINKIEWICZ; EL-SALAM, EL-SHIBINY et al., 1996). Juntamente com a 3-Lg e
a a-La, o GMP é muito abundante no soro de queijo doce, sendo que sua
concentracgéo varia entre 15 a 20% (THOMA-WORRINGER, S@RENSEN et al.,
2006; WANG e LUCEY, 2003). O GMP tem sido objeto de varias pesquisas
devido a suas propriedades biologicas e fisiolégicas, incluindo as habilidades
de se ligar a enterotoxinas da Colera e Escherichia colli, de inibir a adeséo
bacteriana e virética, modular a resposta do sistema imunolégico, promover o
crescimento de bactéria bifidus, suprimir secre¢des gastricas e regular a
circulagdo sanguinea (EL-SALAM, EL-SHIBINY et al, 1996; THOMA-
WORRINGER, SORENSEN et al., 2006). Entretanto, sua presenca e influéncia
nas propriedades funcionais de produtos elaborados com soro de leite

geralmente tém sido negligenciadas.

Estudos a respeito de suas propriedades funcionais sdo escassos e
contraditérios (THOMA-WORRINGER, SGRENSEN et al., 2006). A gelificacdo
de GMP foi descrita por poucos autores. Burton e Skudder (1987) relataram a
gelificagéo de solugdo de GMP 9,3% m/m a 20°C em pH 4,5. Entretanto, Wang
(2007) relatou que o GMP foi capaz de formar gel somente em valores de pH
inferiores a 4,0. Hiroshi e Kawasaki (2001) patentearam a aplicacdo de GMP
como agente gelificante em concentracdes entre 0,1 e 10% em pH inferior a 5,
embora nenhuma informacdo detalhada esteja disponivel sobre isso. Em um
estudo recente, Martinez, Farias et al. (2010b) avaliaram a gelificacéo induzida
pelo calor de diferentes misturas de GMP e 3-Lg em pH 3,5 e 7,0 e observaram
uma forte interacdo entre GMP e B-Lg em solu¢des nestes pH, com formacéo
de estruturas associadas governadas por interacdes eletrostéticas. Os
resultados obtidos nesse trabalho mostraram que o efeito sinergistico entre
GMP e B-Lg em certas condi¢cOes pode ser explorado para o desenvolvimento
de produtos alimenticios com textura desejada. Martinez, Farias et al. (2010)
relataram que o GMP tem a capacidade de se autoagregar em temperatura

ambiente e este processo é dependente do pH. Os autores concluiram que o
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processo de gelificacdo € fortemente dependente da presenca de cadeias

laterais glicosidicas carregadas, principalmente as do acido sialico.

3.4. REOLOGIA

Reologia € o ramo da mecéanica que se dedica ao estudo da deformacéo
e do escoamento dos materiais, ou de forma mais simples, a reologia estuda a
resposta dos materiais quando submetidos a uma perturbacdo mecéanica. O
nome reologia se originou do grego rheos, que significa fluxo ou fluir, e foi
introduzido por Bingham em 1929. Como ramo independente da ciéncia, a
reologia € relativamente nova, tendo sua primeira sociedade fundada apenas
em 1929 nos Estados Unidos (BARNES, HUTTON et al., 1991).

O estudo do comportamento dos materiais sob tensdo pode trazer
importantes informagdes a respeito de sua estrutura e organizagdo molecular.
A determinacdo das propriedades reolégicas de alimentos é de suma
importédncia para o controle de qualidade, o desenvolvimento de novos
produtos, a correlacdo com a textura do produto e o projeto de tubulacdes e
equipamentos (STEFFE, 1996).

3.4.1. COMPORTAMENTO REOLOGICO

O comportamento reolégico dos materiais se divide em dois perfis
extremos: o de sélidos elasticos e o de liquidos viscosos (MONTEIRO, 2004).
Os solidos ditos elasticos se deformam elasticamente, isto é, obedecendo a Lei

de Hooke (equacao 1) quando submetidos a uma perturbacédo mecéanica:

F=—k-x (eq. 1)
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onde F é a forca (N), k é a constante de forca do material (kg.s?) e x é 0
comprimento da deformacdo (m). Neste caso, a energia empregada na
deformacgdo € armazenada e subsequentemente recuperada pelo sistema ao

cessar a perturbacédo, e o material retorna a seu formato original.

J& no caso dos liquidos viscosos, quando submetidos a uma tenséo de

cisalhamentos estes escoam. Nos casos mais simples, a tensdo de

cisalhamento (r ) apresenta uma relacdo de propor¢cado direta com a taxa de

deformacéo () aplicada (equacéo 2):

Ty (eq. 2)
A constante de proporcionalidade é denominada viscosidade (v ). E (€d. 3)

assim, pode-se escrever; T= n-7

onde T é atensdo de cisalhamento (Pa), 7 € a viscosidade (Pa.s) e y é a taxa

de deformacéo (s™). Os liquidos para os quais esta relacdo se aplica sao

denominados liquidos Newtonianos; a relacdo mateméatica, modelo de Newton.

Todavia, diversos tipos de liquidos ndo possuem viscosidade constante.
Entre estes, distinguem-se aqueles cujo comportamento reoldgico €
independente do tempo e aqueles que sdo dependentes do tempo. Liquidos
com comportamento reologico independente do tempo, sob condigbes de
temperatura e composicdo constantes, apresentam viscosidade aparente
dependente somente da taxa de deformacdo ou da tensédo de cisalhamento.
Para o caso de liqguidos com comportamento dependente do tempo, a
viscosidade aparente também depende da duracdo dessa taxa de deformacao
(RAO, 2007). A Figura 7 apresenta uma classificagdo geral do comportamento

reologico de liquidos:
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Figura 7: Classificacdo do comportamento reoldgico de liquidos.

Nesses materiais (liquidos viscosos) a energia empregada na
deformacédo é dissipada pelo sistema e ao cessar a perturbacdo o material
mantém a configuracdo apods a perturbagdo. Diz-se entdo que os liquidos
VisC0S0sS escoam, ao passo que os solidos elasticos se deformam. Esses
extremos de comportamento se referem a sistemas ideais, enquanto na maioria
das vezes os materiais apresentam comportamento intermediario a esses

extremos, sendo caracterizados como viscoelasticos.

Os materiais viscoelasticos sdo aqueles que apresentam o0
comportamento de solido elastico e de liquido viscoso simultaneamente. Todos
0S materiais apresentam, em alguma extensdo, comportamento viscoelastico
dependendo da intensidade da tensdo e da duracdo da tensao aplicada, mas
para fins de classificacdo considera-se um material viscoelastico aquele que
apresenta caracteristicas de solido elastico e de liquido viscoso ao mesmo
tempo em uma janela temporal laboratorial (SILVA, 2006).
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A resposta de um material viscoelastico a perturbacdo pode ser
analisada como a combinacéo das respostas elastica e viscosa. Para estudar
essas respostas, alguns modelos mecanicos sdo adotados. Os modelos de
Kelvin-Voigt e de Maxwell se valem da combinacdo dessas propriedades
representadas na forma de um amortecedor (correspondente a contribuicao
viscosa) e de uma mola (correspondente a contribuicdo elastica) para
descrever o comportamento reoldgico viscoelastico. A mola assume assim um
comportamento ideal, de acordo com a Lei de Hooke, com toda energia
empregada na deformacdo sendo devolvida ao sistema na forma de
recuperacdo de sua conformacdo original, apos cessada a aplicacao da forca.
O amortecedor, por sua vez, assume um comportamento viscoso e dissipa toda
energia mecanica empregada para fazer o material fluir, sem haver o
restabelecimento de sua forma original ao cessar a perturbacdo mecanica
(SILVA, 2006).

O modelo de Maxwell, proposto em 1866 por Maxwell, faz uso das
aproximacbes de mola/amortecedor para descrever 0 comportamento
viscoelastico liquido. Nesse modelo os componentes sao arranjados em série,
como indicado na Figura 8. Durante a aplicacdo de uma dada tensao, o
componente elastico (mola) se deforma imediatamente e atinge um valor limite
constante, ndo sofrendo mais alteracbes, enquanto 0 componente ViSCOSO
(amortecedor), de resposta mais lenta, continua se deformando (fluindo) por
algum tempo. Ao cessar a tensdo, a mola retorna a configuracdo inicial
instantaneamente, enquanto o amortecedor permanece deformado. Esse
modelo é também conhecido como o modelo de um liquido viscoelastico,
devido ao fato do sistema ndo se recuperar totalmente da deformacado, apos

cessada a perturbacdo mecanica (MONTEIRO, 2004; SILVA, 2006).
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Figura 8: Representacdo do comportamento segundo o comportamento de Maxwell.
Fonte: Monteiro (2004). Fonte: Monteiro (2004).

O modelo de Kelvin-Voigt apresenta um sistema que emprega 0S
mesmos componentes do modelo de Maxwell, porém em uma montagem em
paralelo, como indicado na Figura 9. Esse modelo foi proposto em 1890 por
Kelvin e Voigt para explicar o comportamento viscoelastico sélido. Quando
aplicada uma tenséo constante, ela se divide entre os dois elementos, sendo o
esforco em cada componente do sistema menor do que se a tensdo fosse
aplicada nos dois componentes montados em série. Ao aplicar a tensao, o
componente elastico (mola) ndo se deforma imediatamente, pois 0 componente
viscoso (amortecedor) oferece uma resisténcia a deformacdo. O sistema se
deforma até o limite de deformacéo da mola. Apos cessada a tenséo, o sistema
tende a retornar completamente a condicéo inicial. A mola retorna totalmente a
condicdo original, forcando o amortecedor também a fazé-lo, mas com um
retardo na resposta. Esse modelo é conhecido por alguns autores como
modelo de um solido viscoelastico, uma vez que o sistema apresenta um
comportamento de sélido elastico, retornando a configuragéo inicial apds o fim
da perturbacdo mecanica, porém com um retardo (MONTEIRO, 2004; SILVA,
2006).
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Figura 9: Representacdo do comportamento segundo o comportamento de Kelvin-
Voigt. Fonte: Monteiro (2004).

Muitos alimentos apresentam comportamentos viscoelasticos mais
complexos, que podem ser explicados por modelos que combinam elementos
Viscosos e elasticos em arranjos mais complexos que os modelos de Maxwell e
de Kelvin-Voigt. Outro modelo mecénico também muito utilizado, e mais
complexo que os anteriores, € o0 modelo de Burgers (Figura 10). Esse modelo,
proposto em 1935 por Burgers, combina os modelos de Maxwell e de Kelvin-
Voigt resultando num sistema de trés blocos: (1) puramente elastico
representado pela mola em série Ei, que € a componente hookeana; (2)
viscoelastico sélido, representado pela mola E, e pelo amortecedor V, em
paralelo; e (3) puramente viscoso, representado pelo amortecedor em série Vs,
que é a componente newtoniana (STEFFE, 1996). Com a aplicacdo da tenséo
os componentes do modelo se deformam segundo suas caracteristicas viscosa
e elastica, necessariamente limitados pela associacdo mutua entre eles.
Quando cessada a aplicacdo da tensdo, o sistema tende a retornar a sua
condicdo inicial, mas neste retorno o componente V3 continuara deformado por
constituir um componente totalmente viscoso, permanecendo entdo o sistema
com uma deformacdo residual, que caracteriza o liquido viscoelastico
(MONTEIRO, 2004).
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Figura 10: Representacdo do comportamento segundo o comportamento de Burgers.
Fonte: Monteiro (2004).

3.4.2. PRINCIPAIS TESTES REOLOGICOS

As propriedades viscoelasticas dos materiais sdo dependentes do tempo
e da tenséo ou deformacéo aplicadas, podendo ser linear a relacdo entre estas
duas Ultimas variaveis. Neste caso, tem-se o intervalo ou faixa de
viscoelasticidade linear, no qual a magnitude da deformacdo ou tensao
aplicada é pequena e as propriedades reologicas independem da deformacéo
ou tensdo aplicadas, sendo somente dependentes do tempo e um reflexo da

estrutura do material em estudo.

Os testes mais utilizados na determinacdo do comportamento
viscoelastico de alimentos sdo os ensaios no modo oscilatério e os testes
transientes como fluéncia e recuperacao (creep-recovery) e relaxagdo de
tensdo (stress relaxation) (STEFFE, 1996). Tanto o teste dinamico (ensaio
oscilatorio) quanto os transientes (fluéncia e recuperacdo, e relaxacdo de
tensdo) sdo realizados aplicando-se deformacBes ou tensdes pequenas,
assegurando que as medidas sejam feitas dentro da faixa de viscoelasticidade

linear.
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3.4.2.1. TESTES OSCILATORIOS

Uma abordagem bastante recorrente em estudos reologicos € a
aplicacéo de testes oscilatorios. Este € o método mais comum para estudo do
comportamento viscoelastico de alimentos (STEFFE, 1996). Seus resultados
Sdo muito sensiveis a composicdo quimica e a estrutura fisica do material
avaliado, o que torna estes testes particularmente Uteis para a caracterizacéo
da conformacdo macromolecular e interagGes intermoleculares de solugdes
poliméricas, além de ser util na determinacdo de temperaturas e tempos de
gelificacdo (RAO, 2007; STEFFE, 1996).

Os testes oscilatorios consistem na aplicacdo de uma perturbacdo
mecanica senoidal, de amplitude e frequéncia controlaveis, ao sistema e na
analise da onda de resposta. A realizacdo do ensaio consiste em submeter a

amostra a uma tensédo de cisalhamento ou deformacao oscilatéria, a uma dada
amplitude senoidal, a uma frequéncia f (Hz) ou frequéncia angular o (rad.s™),

que pode ser fixa ou variavel, e em observar o comportamento da resposta da
amostra (MONTEIRO, 2004).

As figuras a seguir ilustram o principio de aplicacdo de perturbacéo
oscilatéria nos dois sistemas modelo: o solido elastico (Figura 11) e o liquido

viscoso (Figura 12).
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Figura 11: Representacdo esquematica de um experimento oscilatério em um soélido

elastico Hookeano. ¥ = tensao de cisalhameto, 7€} = deformacéo e T} = taxa de
deformacao. Fonte: Silva (2006).
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Figura 12: Representagdo esquematica de um experimento oscilatério em um liquido

Newtoniano. ) = tensdo de cisalhameto, ¥ = deformacdo e f{f} = taxa de
deformacao. Fonte: Silva (2006).

No caso de um comportamento puramente elastico (Figura 11), a

deformacdo acompanha imediatamente o esforco da tensdo, de modo que
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tensdo e deformacédo estdo em fase e a taxa de deformacéo apresenta-se 90°

defasada:
) =G - 1D (eq. 4)

quando no modo de deformacdo controlada, ou quando no modo de tensé&o

controlada:
H) =310 (q-5)

quando no modo de tensdo controlada. Sendo & o moédulo de cisalhamento
(Pa).

J& no caso de um comportamento puramente viscoso (Figura 12),
tensdo e deformacdo estdo defasadas em 90°, enquanto tensdo e taxa de

deformacédo apresentam-se em fase:
) =n -1l (eq. 6)

guando no modo de taxa ou deformacéo controlada, ou
1
t) =—-z{t) (€. 7)

quando no modo de tenséo controlada. Sendo 1 a viscosidade (Pa.s).

E para o caso de um comportamento viscoelastico, tensédo e deformacéao

apresentam uma diferenca de fase 6 entre 0 e 90°. Neste caso, aplica-se:
v = 1, - sanileot] (eq. 8)
ou 0 equivalente
FEY= ror - tws@uid = - cosGul) (eq. 9)

guando no modo de deformacé&o controlada; ou
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) = T - senlfut) (eq.109)

quando no modo de tensdo controlada. Sendo ¥« a amplitude de deformacéo,
7o a amplitude de tensdo (Pa), @ a frequéncia angular (rad.s™) ou @ = 2w

com a frequéncia f em Hz, e t o tempo (s) (MONTEIRO, 2004).
Dessas curvas podem ser obtidos alguns parametros, como:

< Mobdulo elastico, também conhecido como moédulo de armazenamento

ou de estocagem, representa o comportamento elastico da amostra:

¢ = 2.gosd (eq. 11)
i
% Mddulo viscoso, também conhecido como mddulo de perda ou de

dissipacéo, caracteriza o comportamento viscoso da amostra:
Gl = Tl fr 0 - sem & (eq 12)

% Angulo de perda, também conhecido como fator de amortecimento,
indica a razdo entre a energia perdida e a energia armazenada ou a
proporcdo entre a componente viscosa e a componente elastica da

amostra:
tand = /G (eq. 13)

Dentre os testes oscilatérios, trés tipos podem ser conduzidos para obter
propriedades Uteis de materiais viscoelastico, como géis, e do processo de

gelificacéo e derretimento (melting). S&o eles:

Varredura de frequéncia: € provavelmente o teste oscilatorio mais
comum, pois mostra como o comportamento elastico e viscoso do material
muda com a taxa de aplicacdo da deformacdo ou tensdo. E um teste bastante
util para a comparacéo de produtos alimenticios diferentes ou em comparar 0s
efeitos de varios ingredientes e métodos de processamento sobre a
viscoelasticidade do produto. Neste teste, a frequéncia varia enquanto a
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amplitude e a temperatura sdo mantidas constantes (Figura 13), logo G’ e G”
sdo determinados em funcdo da frequéncia (STEFFE, 1996). Com base nos
dados obtidos neste teste é possivel classificar os géis como verdadeiros ou
fracos. Géis verdadeiros sdo aqueles cujas redes apresentam rearranjo
molecular muito reduzido na escala de tempo analisada, tal que G’ € maior que
G” ao longo da faixa de frequéncia varrida e esses moédulos sdo quase
independentes da frequéncia. Géis fracos, por sua vez, apresentam pequena
diferenca entre os modulos dindmicos, que exibem uma alta dependéncia da
frequéncia, sugerindo a existéncia de processos de relaxacdo em curta escala
de tempo (RAO, 2007).

AN
VUV

tempo

Figura 13: Teste oscilatério no modo de varredura de frequéncia.

Varredura de tempo: neste ensaio amplitude de tensdo (ou
deformacé&o), temperatura e frequéncia sao mantidas constantes (Figura 14),
enquanto G’ e G” sdo determinados em funcdo do tempo. A varredura de
tempo, frequentemente chamada de experimento de cura, pode indicar
mudancas estruturais dependentes do tempo, sendo util para o estudo do
desenvolvimento da estrutura de géis (RAO, 2007; STEFFE, 1996).
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tempo

Figura 14: Teste oscilatério no modo de varredura de frequéncia tempo.

Varredura de temperatura: este modo assemelha-se a varredura de
tempo, porém a temperatura ndo é mantida constante. Os médulos dinamicos
sdo entdo obtidos em funcdo da temperatura. Tal teste é bastante util no
estudo de situagdes que envolvem mudangcas no comportamento reoldgico
induzidas por temperatura, como os estudos de formacdo de gel durante o
resfriamento de dispersdes aquecidas, a gelatinizacdo de dispersao de amido
durante aquecimento e a formacéo de géis de proteinas (RAO, 2007; STEFFE,
1996).

3.4.2.2. FLUENCIA E RECUPERACAO (CREEP-RECOVERY)

O teste de fluéncia e recuperacédo consiste da aplicacdo de uma tenséo
de cisalhamento constante por um tempo suficiente para que se atinja a
condicdo estacionaria de escoamento, seguida da remocdo da tensdo. A
deformacéo é monitorada continuamente ao longo do tempo (STEFFE, 1996).
Durante a primeira etapa, a fluéncia, a deformacdo observada é composta de
duas contribui¢cdes: uma parte advém da deformacdo da componente elastica
presente e outra parte é devida ao escoamento da componente viscosa do
material. O valor da deformacdo da componente elastica € constante e
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independente do tempo, enquanto a contribuicdo viscosa é dependente do
tempo de aplicacdo da tensdo. Na segunda e Ultima etapa do teste, a
recuperacédo, a tensdo € removida e observa-se a recuperagdo da deformacédo
da componente elastica (SILVA, 2006). No caso do material que se comporta
como um solido viscoelastico (modelo de Kelvin-Voigt), a recuperacdo sera
total apés um dado tempo, ao passo que para um liquido viscoelastico (modelo
de Maxwell ou de Burgers) a curva de deformacdo atingird um patamar
correspondente a parcela da deformagdo advinda do escoamento do
componente viscoso (Figura 15) (SILVA, 2006).

a)y b)y C)Y
liguido
solido
to t1 t2 to t1 tz to t1 t2
t t t

Figura 15: Exemplo de curvas de fluéncia e recuperacdo para (a) um sélido elastico, (b) um
liqguido newtoniano e (c) um material viscoelastico. Fonte: Silva (2006).

O modelo que melhor explica o comportamento na fluéncia (creep) para
o liquido viscoelastico € o de Burgers. Nos instantes iniciais em que a tensao é
aplicada atua a deformacéo elastica pura (mola E;, Figura 10 e y;, Figura 16).
Em um segundo momento a deformacdo y, correspondera a deformacao
viscoelastica do segundo bloco (mola E, e amortecedor V,, Figural0). E por fim
a deformacdo da componente viscosa pura (amortecedor V3, Figura 10) é
representada por ys (Figura 16). A viscosidade da substancia deformada é
representada por B. A deformacéo total € dada pela soma das trés etapas.
Neste ponto termina a curva de deformacdo e comecga a curva de recuperacao

(recovery), com a remocao da tensdo (MONTEIRO, 2004).
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Durante o retorno do sistema, a primeira etapa do decaimento da curva
corresponde a retracdo ye das molas E; e E; (Figura 10). A dimenséo yy
representa a parcela viscosa que nao retrai, correspondente ao amortecedor V3
(Figura 10). Esse é o comportamento do liquido viscoelastico. No caso de um
sélido viscoelastico ndo ha a parcela de vy, e, portanto, o retorno alcancaria o

eixo dos x (MONTEIRO, 2004).

Figura 16: Curva de fluéncia (creep) para um liquido viscoeléstico. Fonte: Monteiro
(2004).

Uma vez determinados os valores de ye e y, tem-se definido com quanto

participa 0s componentes viscoso e elastico no sistema. Assim:
Viow =V1F VotV =7y 1t 7e (eq. 14)
Da equacédo 14 podemos associar:
v = mola B )+ medele Felvin — Voigt (Be + B+ amortecedor 0a)= 1+ 1)+ by (e
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ou

EN Y SR A T e (eq. 16)
) = 3 + % (l g ﬁ)-i- o
sendo G; (Pa) € o moédulo de cisalhamento referente a mola E;, no (Pa.s) é a
viscosidade de cisalhamento zero correspondente ao amortecedor Vs e A (s) €

0 tempo de retardo, dado por:

(eq. 17)

onde G, (Pa) o médulo de cisalhamento da mola E; e 7, (Pa.s) a

viscosidade correspondente ao amortecedor Vo, (MONTEIRO, 2004).

3.4.2.3. TESTE DE RELAXACAO DE TENSAO

O teste de relaxacdo de tensdo consiste da aplicacdo de uma dada
deformacgéo instantdnea (dentro da regido viscoelastica linear) ao sistema,
mantendo-a constante ao longo do tempo, a0 mesmo tempo em que a tensao
necessaria para manté-la constante ao longo do tempo é monitorada. Esse
teste pode ser conduzido sob cisalhamento, tensdo uniaxial ou compressao
uniaxial (STEFFE, 1996).

Dependendo do comportamento reolégico do material observam-se
perfis de curvas diferentes. Solidos elasticos ndo apresentam relaxacdo: a
tensdo interna do sistema permanece constante ao longo de tempo em que a
deformacdo € mantida constante. Liquidos viscosos por sua vez apresentam
uma relaxacao instantanea, isto €, apés a deformacao ser atingida, a tensao

interna cai instantaneamente e permanece em zero. A combinacdo desses dois
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resultados é observada no comportamento viscoelastico, onde ha um
decaimento exponencial da tensdo interna com o tempo até um valor de
equilibrio, o qual é funcdo da estrutura do material viscoeléstico avaliado.
Solidos viscoelasticos exibem tensdo de equilibrio maior que zero, enquanto
para liquidos viscoelasticos esta é zero (Figura 17) (MONTEIRO, 2004;
STEFFE, 1996).

o
g
c Y.
£
2
) 0 -
oS |
N A sélido elastico ideal
o x\ ~——_ _Isolldo viscoelastico
(T ., —
0 t
3 “~.__Y liquido viscoelastico
.'\"--\.____ e
0 y liquido viscoso ideal i

t=0
tempo —»

Figura 17: Curvas de relaxacao de tenséo para um soélido elastico, um liquido viscoso,
um liquido viscoelastico e um sdélido viscoelastico. Fonte: adaptado de Steffe (1996).

3.4.3. PROPRIEDADES REOLOGICAS DAS PROTEINAS DO SORO

As proteinas do soro possuem propriedades nutricionais e funcionais
Gnicas. Seu uso tem se intensificado em muitos produtos alimenticios, devido
sua habilidade de formar e manter emulsdes estaveis durante um certo periodo
de tempo, espumas e géis. O tratamento térmico de solu¢cdes proteicas de soro
induz a formacao de géis cujas caracteristicas dependem das condicdes fisico-

quimicas das soluc¢des, como forca i6nica, pH e concentragdo de proteina,
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assim como das condi¢cdes de aquecimento. A gelificacdo a quente tem sido
muito estudada por varios autores (AKO, DURAND et al., 2009; GEZIMATI,
CREAMER et al., 1997; HAVEA, SINGH et al., 2001; HAVEA, WATKINSON et
al., 2009; MARTINEZ, FARIAS et al., 2010b; PAULSSON, HEGG et al., 1986).
A gelificacdo sob temperatura ambiente também tem sido objeto de varios
outros estudos, uma vez que 0s geéis obtidos por esta técnica possuem
caracteristicas de microestrutura e reolégicas muito interessantes, como a
formacdo de géis mais transparentes que os géis termicamente induzidos
(BARBUT e FOEGEDING, 1993; JU, OTTE et al.,, 1997). Além disto, a
gelificacéo a frio € importante na preparacdo de produtos alimenticios sensiveis
ao calor, uma vez que possibilita a incorporacdo de substancias

termossensiveis.

As propriedades reoldogicas e de textura dos géis formados com
proteinas do soro de queijo sdo muito dependentes das proteinas contidas
neste ingrediente, principalmente daquelas presentes em maior proporcao,

como a B-Lg e a-La (50% e 20%, respectivamente).

A B-Lg € uma proteina globular e seu mondémero contém duas ligacdes
dissulfidicas e uma cisteina livre, que se torna disponivel quando exposta a
altas temperaturas. Por outro lado, a a-La é uma proteina globular menor e
possui quatro ligacdes dissulfidicas, porém nenhuma cisteina livre (RELKIN e
MULVIHILL, 1996). De acordo com Hines e Foegeding (1993) e Paulsson,
Hegg et al. (1986), o aquecimento de solu¢cbes contendo apenas a-La a 75°C
ndo produz agregados. Entretanto, o aquecimento de misturas de a-La na
presenca de B-Lg em condicbes de baixa forca ibnica induz a formacdo de
polimeros mistos resultantes de interagdes hidrofobicas e formacéo de ligacdes
dissulfidicas (DALGLEISH, SENARATNE et al., 1997; HAVEA, SINGH et al.,
2001).

As caracteristicas dos agregados induzidos por aquecimento, assim
como as propriedades reoldgicas dos géis, dependem da proporcdo das
proteinas a-La e B-Lg (GEZIMATI, CREAMER et al., 1997). Paulsson, Hegg et
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al. (1986) nao detectaram a formacédo de gel para solucédo de a-La a 20% m/v
quando aquecida numa faixa de temperatura entre 30 e 95°C. Entretanto,
quando as proteinas albumina de soro bovino (BSA) (MATSUDOMI, OSHITA et
al., 1993; PAULSSON, HEGG et al., 1986) ou B-Lg (CALVO, LEAVER et al.,
1993; HINES e FOEGEDING, 1993; LEGOWO, IMADE et al, 1993;
MATSUDOMI, OSHITA et al., 1992) foram adicionadas a esta solucéo, foi
verificada a formacé&o de gel.

A relacéo existente entre a composicao proteica do soro e a reologia dos
géis com ele obtidos € um fenédmeno pouco entendido (RABIEY e BRITTEN,
2009). Poucos séo os trabalhos encontrados relacionando a composicéo
proteica e a reologia de géis produzidos a temperatura ambiente.

3.5. MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

Por muitos anos os pesquisadores tentaram conciliar a alta resolugao
das microscopias eletrbnica de varredura e de transmissao com a capacidade
de se obter imagens em meio aquoso, prépria dos microscopios Opticos
(FERREIRA e YAMANAKA, 2006).

Segundo Zhao (2003), a microscopia de forca atdmica (MFA) foi
desenvolvida em 1986 por Binning, Quate e Gerber, partindo das técnicas
desenvolvidas e utilizadas na microscopia de tunelamento de elétrons (MTS). A
MTS possibilita medir a topografia de superficies de forma excelente,
entretanto a técnica s6 se aplica a sistemas cuja superficie conduz elétrons. A
limitacdo de uso da MTS foi entdo superada com o surgimento da MFA. Em
1989 o primeiro equipamento foi produzido comercialmente. A MFA permite a
caracterizacdo de superficies em escala atbmica, com resolu¢do na ordem de
grandeza da unidade de Angstrom (ZHAO, 2003). Dentre as principais

vantagens da MFA, destacam-se:
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(i) dispensa tratamentos prévios a analise, como secagem, desidratacdo ou
deposicado de outros materiais a fim de tornar a superficie condutora, como no

caso da microscopia eletrénica de varredura (MEV);

(ii) dispensa uso de vacuo;

(iii) maior resolucéo;

(iv) gera imagens em 3 dimensoes;

(v) permite a quantificacao direta da rugosidade e altura da amostra;

(vi) permite a medida da espessura de filmes ultrafinos sobre suportes;

(vi) menor custo que outros microscopios eletrbnicos, entre outros
(HERRMANN, SILVA et al., 1997; ZHAO, 2003).

Embora ndo haja necessidade de formacao de vacuo no ambiente de utilizacao
do equipamento, este deve ser protegido contra interferéncias de ruidos

elétricos bem como vibracdes mecanicas.

De acordo com Ferreira e Yamanaka (2006), a MFA néo utiliza lentes
para obtencdo das imagens e nem necessita de uma fonte de luz ou feixe de
elétrons. Esta técnica baseia-se na varredura da superficie da amostra por
meio de sondas de dimensdes muito reduzidas a distancias muito pequenas da
superficie, proporcionando uma alta resolucdo espacial, tanto vertical como

lateral, na visualizacdo da superficie em nivel atdmico.

Ainda segundo Ferreira e Yamanaka (2006), o principio de
funcionamento da MFA baseia-se na varredura da superficie por uma ponta
piramidal (ponteira) de algumas micras de comprimento (100 a 200 um) e
geralmente menos de 20 nm de diametro, integrada em um cantilever flexivel.
O conjunto de ponteira e cantilever (sonda) é o componente basico do
equipamento e, para alcancar resolucdo atdbmica, a ponta deve terminar em um

conjunto de atomos. A aproximacédo ou afastamento do cantilever € promovido
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pela forca entre a ponta e a superficie, sendo essa deflexdo proporcional a
forca de interacdo. Na parte superior da haste encontra-se um espelho cuja
funcéo é refletir a luz de um feixe de laser que apoés refletido passa por uma
lente e incide sobre um fotodetector de 4 quadrantes, que quantifica as
variacfes de posicado e de intensidade da luz produzida pelas deflexdes do
cantilever (Figura 18). Conforme a ponta varre a superficie da amostra ou esta
€ deslocada sob a ponta, diferentes tipos de *“acidentes geograficos”
encontrados sobre a superficie fazem com que a interagdo mude. Essas
variaces das interacdes provocam diferentes deflexdes. Essas diferencas sao
entdo captadas no detector e em seguida armazenadas e processadas em um
computador que as transformam em imagens topograficas bi e tridimensionais.
Geralmente a forca associada com a MFA na deflexdo do cantilever é a de van

de Waals.

Figura 18: llustracdo do principio de funcionamento do MFA. Fonte: Herrmann et al.
(1997).

Existem trés modos diferentes de operacdo para a MFA: contato, ndo

contato e contato intermitente (tapping), conforme Figura 19.
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Figura 19: Representacdo esqueméatica dos modos de operagdo: contato (a), ndo
contato (b) e intermitente (c). Fonte: Ferreira e Yamanaka (2006).

No modo contato, o cantilever posiciona-se a poucos angstroms da
superficie e a forca interatdmica entre ponta e superficie é repulsiva. A ponta
faz um leve “contato fisico” com a superficie, produzindo imagens com alta
resolucdo, entretanto a compressao e as forcas geradas podem causar danos
a amostra, 0 que é prejudicial a materiais bioldgicos sensiveis e que ndo estéo
fortemente aderidos ao suporte. Ja no modo néo contato o cantilever é mantido
a dezenas de centenas de angstroms da superficie e a forca interatdmica
envolvida é atrativa. A ponta é posta a oscilar em alta frequéncia, a poucos
nandmetros acima da superficie e a forca total entre superficie e ponta € muito
pequena. A oscilacdo aumenta a sensibilidade do equipamento, o que faz com
que forcas de van der Waals e eletrostaticas possam ser detectadas. E por fim,
0 modo intermitente € similar ao ndo contato, exceto pelo fato de que a ponta
vibrante fica mais proxima da amostra, mantendo um contato intermitente. Esse
modo € utilizado para contornar limitagdes impostas pelo modo contato
(FERREIRA e YAMANAKA, 2006; HERRMANN, SILVA et al., 1997).

Apesar da versatilidade das técnicas de MFA, deve-se salientar que a
informac@o obtida é a respeito da superficie da amostra em estudo, ndo
podendo, até o momento, ser obtidas informacdes acerca de camadas internas

do material.
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A utilizacdo da técnica de MFA tem sido empregada com sucesso em
diversos estudos, como na investigacdo da morfologia de agregados de isolado
proteico de soro e de B-Lg induzidos termicamente (IKEDA e MORRIS, 2002),
na avaliacdo da distribuicdo espacial de células probidticas imobilizadas em
matrizes (géis) de isolado proteico de soro (DOHERTY, GEE et al., 2010), no
processo de agregacao de B-Lg a 80°C em pH 2 (OBOROCEANU, WANG et
al., 2010), no estudo de filmes comestiveis produzidos a partir de proteinas do
soro (LENT, VANASUPA et al., 1998), entre outros.

3.6. DELINEAMENTO DE MISTURA

Mistura € uma classe especial de experimento do tipo “superficie de
resposta” no qual o produto sob investigacdo é composto por Varios
componentes ou ingredientes. Sao experimentos Uteis porque diversos projetos
e desenvolvimentos na area industrial envolvem formulacbes ou misturas.
Neste caso, a resposta € uma funcdo das propor¢cBes dos diferentes

componentes da mistura.

As propriedades de uma mistura sdo determinadas pelas proporc¢oes de
seus componentes, que ndo sao independentes. Em experimentos com
misturas nao é possivel variar um componente enquanto se mantém todos os
demais constantes. Assim que a proporcao de um componente é alterada, isto
ocorre também com 0s outros componentes, uma vez que a soma de todos 0s
componentes é sempre igual a unidade ou 100% (MONTGOMERY e VOTH,
1994).

Em experimentos de mistura, as propor¢des de cada componente estao
restritas a uma regido denominada regido simplex, ndo sendo admissivel que

um ponto experimental ultrapasse essa regido simplex.
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Uma dificuldade encontrada em muitos experimentos para misturas é
que alguns componentes estdo sujeitos a limite superior e/ou inferior. O limite
inferior deve estar presente quando o componente é indispensavel a mistura e
o limite superior deve estar presente sempre que a mistura ndo puder conter
mais do que a proporcéo indicada para o componente. Esses limites podem
produzir regides do delineamento com formas diferenciadas para as quais €

impossivel utilizar alguns delineamentos.

Quando se deseja explorar somente uma regido limitada do
delineamento, uma abordagem alternativa € transformar esses coeficientes
linearmente dependentes em pseudocomponentes, que como 0 préprio nome
indica, sao falsos componentes definidos como combina¢cdes dos componentes
originais. Os pseudocomponentes redimensionam a area restrita de dados de
forma que a quantidade minima permitida para o componente seja igual a zero
(CORNELL, 2002).

Para transformar os componentes em pseudocomponentes, pode-se

utilizar a seguinte férmula (equacéo 18):

Xp— L (eq. 18)

onde *: € o componente original, L; € o limite do componente *: e * € 0

namero de componentes da mistura.

A principal razdo para a utilizacdo dos pseudocomponentes € que 0
planejamento e o ajuste dos modelos sdo bem mais faceis do que num sistema
de componentes originais (CORNELL, 2002).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS

B-lactoglobulina (90% de pureza), a-lactalboumina (90% de pureza) e
glicomacropeptideo (85% de pureza) foram obtidos da Davisco Foods
International Inc. (La Sueur, MN, USA). Glucono-3-lactona (GDL), NaOH e
NazN foram obtidos da Sigma Aldrich Inc (St. Louis, MO, USA).

4.2. PREPARO DAS SOLUCOES PROTEICAS

As solucbes de proteinas B-Lg, a-La e GMP foram preparadas
separadamente pela dispersdo em agua ultrapura (Milli Q gradiente, Millipore,
USA) a uma concentracdo de 8,5% (m/v) sob agitacdo magnética suave, para
evitar a formacdo de espuma, por 30 minutos a temperatura ambiente. Uma
vez preparadas, as solucdes tiveram seu pH ajustado para 7,5 com NaOH (1 e
0,1 N). As solucdes proteicas foram deixadas em repouso durante a noite a 4°C
para sua completa reidratacdo e em seguida foram centrifugadas (5804R,
Eppendorf, Alemanha) a 4900 g por 30 min. Apdés isto, as solu¢des foram
aquecidas separadamente até 80°C e mantidas nesta temperatura por 20 min
(RABIEY e BRITTEN, 2009). Apés o tratamento térmico, as solucdes proteicas
foram rapidamente resfriadas em banho de 4gua até a temperatura ambiente.

As solucdes de proteinas desnaturadas foram misturadas de acordo com as
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concentracdes definidas pelo delineamento experimental (Tabela 2, secéo 4.6)
e adicionadas de quantidade apropriada de solucdo aquosa de GDL (13,61%
m/v), preparada instantes antes de iniciar cada teste, de modo a obter a
concentracdo final constante de 8% m/v de proteinas. A mistura das solucées
de GDL e de proteinas previamente desnaturadas foi realizada rapidamente
sob agitacdo manual por 1 min para evitar uma agregacao prévia das proteinas
e permitir uma rapida dissolucdo homogénea. A quantidade de GDL presente
na mistura do gel foi calculada utlizando-se uma razdo GDL/proteinas
correspondente a 0,1, de modo que as misturas alcancassem o pH final em

torno de 5,20 apds 12 horas de incubacgéo a 25°C.

Azida de sodio (0,02% m/v concentracao final) foi adicionada a todas as

solucdes para prevenir o crescimento de micro-organismos (ALTING, 2003).

4.3. CINETICA DE GELIFICACAO

A cinética de formacédo do gel foi monitorada pela medida dos mdédulos
elastico (G’) e viscoso (G”) das solucdes proteicas acidificadas com GDL a
25°C. As medidas reologicas foram realizadas em um redémetro MARS (HAAKE
MARS, Thermo Electron Corp., Alemanha) equipado com banho termostatico
(Phoenix 2C30P, Thermo Electron Corp., Alemanha) e com sensor tipo cilindro

concéntrico de 20 mm de diametro (Z 20 DIN) e gap anular de 0,85 mm.

Um volume de 482 pL de solugcdo aquosa de GDL (13,61% m/v) foi
adicionado a solucdo de proteina previamente desnaturada (8,5% m/v),
totalizando um volume de 8,2 mL. A mistura foi imediatamente introduzida no
cilindro e coberta com uma fina camada de parafina para prevenir a
evaporacao e o ressecamento da amostra durante a analise. A varredura de
tempo foi realizada sob deformacédo de 1% e frequéncia de 1 Hz, e a formacéao

do gel foi monitorada no periodo de 12 h, de modo que o sistema alcancasse 0
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equilibrio das propriedades reoldgicas (G’ e G”). A deformacédo empregada néo
excedeu a regido de viscoelasticidade linear, uma vez que as equacdes

utilizadas neste trabalho limitam-se as condicfes lineares de viscoelasticidade.

O inicio da gelificacéo foi definido como o tempo quando G’ foi maior que
1 Pa (VAN MARLE e ZOON, 1995). A diminuicdo do pH dos sistemas proteicos
devido a hidrélise da GDL foi monitorada utilizando-se um pHmetro (HI 223,
Hanna instruments, Brasil) durante todo o processo. Para estas medidas,
aliquotas de 3 mL das amostras foram colocadas em tubos falcon e mantidas a
25°C. No inicio da cinética de acidificacdo, os valores de pH foram medidos a
cada 30 minutos durante as 2 primeiras horas e depois a cada 1 hora por 10
horas, quando se alcancou o estado estacionario, ou seja, quando o valor de

pH néo se alterou significativamente com o passar do tempo.

4.4. REOLOGIA

4.4.1. TESTE DE FLUENCIA E RECUPERACAO

Teste de fluéncia e recuperacao (creep-recovery) foi conduzido a 25°C
usando um redmetro MARS (HAAKE MARS, Thermo Electron Corp.,
Alemanha) equipado com sensor de placas paralelas de 35 mm de diametro e
gap de 1 mm. A mistura gelificante foi preparada conforme descrito na secéo
4.2 e a formacao do gel ocorreu no préprio redémetro. O sensor foi coberto com
um dispositivo plastico apropriado para evitar a evaporacdo da amostra durante
a gelificacdo, que ocorreu por um periodo de 4 h. Apés esse periodo, o teste de
fluéncia e recuperacdo foi realizado pela aplicacdo de uma tensédo de
cisalhamento constante de 15 Pa por 30 minutos. Em seguida, ap0s a remocéao
da tensdo, a etapa de recuperacdo da amostra foi conduzida por 20 min. Os

dados de deformacdo com o tempo foram analisados usando um modelo
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mecanico analogo a composicdo mola/amortecedor. O modelo simplificado de
Burgers (equacao 19) foi aplicado (CHUANG e YEH, 2006):

= sy 4+t (eq. 19)

y_n V. Vs 1 t 1
t 7t 1 1 G G,(A+t) g

onde y é a deformacéao total no tempo t (s), a qual consiste de y: (deformacéao
elastica instantanea, que reflete a dureza do material), y. (deformacéao elastica
de atraso, que reflete o curso gradual da extensdo das cadeias
macromoleculares), e vz (deformacdo viscosa, que reflete o deslocamento
relativo das macromoléculas). Tt (Pa) € a tensdo de cisalhamento constante
aplicada, G; (Pa) € o modulo elastico instantaneo, G, (Pa) é o médulo elastico
de atraso, us (Pa.s) € o modulo viscoso e A (S) é o tempo de atraso, o qual é
definido como o tempo requerido para levar a deformacgéo a 63,2% do total
esperado no modelo de Kelvin.

4.4.2. TESTES DE RELAXACAO DE TENSAO

Géis em formato cilindrico (20 mm de didametro por 20 mm de altura)
foram confeccionados, conforme descrito anteriormente (secéo 4.2), em tubos
de PVC, cujas extremidades foram vedadas. A parede interna dos tubos foi
recoberta com uma fina camada de parafina, a fim de evitar que os géis fossem
arranhados ao serem retirados dos moldes. O teste de relaxacdo de tenséo foi
realizado a temperatura ambiente, apds incubacao dos géis por 24 h a 25°C e
posterior acondicionamento a 5°C por 3 dias. Antes das analises, os géis foram

condicionados a temperatura ambiente por 30 min.

O teste foi realizado usando um redmetro MARS (HAAKE MARS,
Thermo Electron Corp., Alemanha) equipado com sensor de placas paralelas
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de 20 mm de diametro. As amostras foram comprimidas utilizando-se uma
velocidade de compressao constante de 0,48 mm/min até atingir a deformacéo
final de 10% (2 mm) da altura do gel. A forca requerida para manter a
deformacéo de 10% foi registrada a cada 0,25 min durante 25 min.

As curvas de relaxagdo de tenséo foram inicialmente normalizadas e

linearizadas (equacgéo 20), de acordo com o método de Peleg (1979):

FQ'E'

To— TE)

(eq. 20)

— |::1+ F::'E‘

onde Ta (Pa) é o valor maximo de tensdo medido no inicio do ensaio, T (Pa)
é a tensdo apos 1 segundos, k, (s) e k, sdo constantes da equacdo e t é o
tempo (s) . O reciproco de k; descreve a taxa de decaimento inicial da tenséo e

o reciproco de k, representa o valor hipotético da assintota da tenséo
normalizada (STEFFE, 1996).

4.5. MICROESTRUTURA

Os géis foram confeccionados sobre laminas finas e incubados a 25°C
por 24 h para a analise de microscopia de forca atdmica, que foi realizada no
Laboratério de Nanoscopia do Departamento de Fisica da UFV. Pequenos
pedacos dos géis foram fixados com fita adesiva no porta-amostra e
observados em um microscopio de forca atdbmica (Universal SPM System
Ntegra Prima/NT-MDT). As medidas foram realizadas utilizando o modo
denominado de semi-contato (intermitente), no qual a ponta fica em contato
intermitente com a superficie. Para cada gel observado foram formadas

imagens de uma area de varredura de (10 x 10) pum.
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4.6. ANALISES ESTATISTICAS

Delineamento experimental: Para este trabalho foi utilizado um planejamento
experimental de modelagem de misturas com 3 componentes. O delineamento
simplex-centrdide para a mistura de a-La, B-Lg e GMP foi gerado considerando
a restricdo minima de 1,6% (m/v) de B-Lg em cada formulacdo. As proporcdes
dos componentes das misturas geradas estatisticamente (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) estédo representadas na Tabela 2 em termos dos componentes

originais e em pseudocomponentes.

O delineamento consistiu de 6 combinacdes de niveis dos fatores mais 4
pontos centrais (simplex-centréide), que constituem as repeticdes e permitiram

a determinacao do erro experimental.

56



Tabela 2: Planejamento estatistico de mistura para as misturas compostas por p-Lg,
a-La e GMP.

| Composicao (% m/v) Pseudocomponente
> B-Lg (x1) a-La(xz) GMP(xs)  B-Lg (x1) a-La(xz) GMP (xs)
1 8,00 0,00 0,00 1 0 0
2 1,60 6,40 0,00 0 1 0
3 1,60 0,00 6,40 0 0 1
4 4,80 3,20 0,00 L, 1, 0
5 4,80 0,00 3,20 1, 0 1,
6 1,60 3,20 2,30 0 1, 1,
7 3,73 2,13 2,13 L. Y, Y

" Mistura correspondente ao ponto central.

Os pseudocomponentes foram calculados a partir das equacoes:
[6—Lgl—-16 [ - La] [GHF]
nWETE “TTEE e

. g4 e GE

Estimativas dos parametros reolégicos: As fungcbes respostas de interesse
foram os parametros reologicos. Para realizagdo da modelagem estatistica foi
empregado 0 pacote estatistico SAS, versdao 9.0. O modelo simplificado de
Burgers (eq. 18) foi ajustado aos dados reoldgicos de fluéncia e recuperacéo e
os parametros G;, G, uz e A foram estimados para cada tratamento utilizando o
procedimento PROC NLIN do SAS. Da mesma forma, o método de Peleg (eq.
19) foi ajustado aos dados de relaxagdo de tensdo e os parametros k;, e Kk,
foram estimados para cada tratamento utilizando o procedimento PROC GLM
do SAS.

A partir dos dados obtidos, foram calculados modelos empiricos para 0s
parametros estudados (de gelificacdo e reoldgicos) em funcédo da composicdo
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da mistura. Na representacdo do ajuste dos valores desses parametros
utilizaram-se os seguintes modelos (equacdes 21, 22 e 23) em termos de

pseudocomponentes:

?: .“J'I-j.}"'l-i ot .:]':}"'I: + .ilfail"'a (eq 21)

(eq.

?: E:I'lkq'l-f' 'E;Ir:k-':-f' 'EJE-}"E-f' 'E;Ii'al-:k-"lqu-iﬁ 'E;I'].E;Isk‘ri)."s + u'gu's)l-.fz)l..fs 22)

F=09a' 4+ o't Diga'gt Db pa"qa's+ 0" 2"y + D gl ga"gx g + BB g0 g 17,

onde ¥ ¢é a estimativa do parametro estudado, »' s@o os coeficientes das

equacgdes (determinados conforme Cornell, 2002) e " ¢ a propor¢do dos
pseudocomponentes.

Os modelos obtidos foram avaliados em termos de sua significancia
estatistica (p < 0,05), falta de ajuste e coeficiente de determinacdo (R?2) ao nivel
de 5% de probabilidade. A significancia dos coeficientes do modelo foi avaliada
pelo teste t de STUDENT (p < 0,05). As curvas de contorno obtidas dos
modelos ajustados foram utilizadas para analisar o0 comportamento de cada

resposta estudada em funcdo das propor¢cdes entre as diferentes proteinas
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utiizadas. A andlise desses dados e a obtencdo dessas figuras foram

realizadas na interface ADX do SAS.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito da composicdo proteica nas propriedades de gelificacdo e
reologicas, e na morfologia dos géis das principais proteinas do soro (B-
Lactoglobulina, a-Lactalbumina e Glicomacropeptideo) foi avaliado, de acordo
com um planejamento experimental de modelagem de mistura, por meio de

andlises reologicas e de microscopia de forca atbmica.

5.1. CINETICA DE ACIDIFICACAO

A variacdo no valor de pH em funcdo do tempo de acidificacdo apos a
adicdo de GDL as solugdes de proteinas termicamente desnaturadas pode ser
observada na Figura 20. O acido glucodnico oriundo da hidrélise de GDL
provocou uma rapida reducédo de pH durante as primeiras 5 horas, seguida de
uma diminuicdo mais lenta até tender a alcancar um valor de equilibrio. O
monitoramento do pH foi realizado por 12 horas, pois este intervalo de tempo
foi suficiente para que o pH tendesse a atingir o equilibrio. O perfil de
acidificacao obtido para cada gel foi bastante semelhante, com valores finais de

pH variando entre 5,08 e 5,49 ap06s 12 horas de acidificacéo.
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Figura 20: Curva de decaimento de pH promovido pela adicdo de GDL (razéo
GDL/proteinas de 0,1) as solucdes de proteinas desnaturadas correspondentes aos
géis 1 [@]; 2 [O]; 3[V]; 4 [<]; 5[A]; 6 [M]; 7 [[] incubados a 25 °C.

A equacéo de cinética de primeira ordem (equacédo 24) foi ajustada aos

dados da curva de acidificacao:

pHC) = pHy + Cexp(—k.0) (eq. 24)

onde pHy é o valor de pH no estado estacionario, t € o tempo (h) apos a adicéo
de GDL, ¥ ¢é a taxa do processo de acidificacdo (h™*) e C é uma constante de

ajuste.

Os parametros obtidos pelo ajuste por meio de anélise de regressao néo
linear encontram-se disponiveis na Tabela 3. Os coeficientes de determinacao

dos ajustes foram satisfatérios (R2 > 96,10%).
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Tabela 3: Parametros de ajuste do modelo de cinética de acidificacdo obtidos para os
diferentes géis.

Pseudo- Composicao A
Parametros
componentes (% m/v)
Gel R2 (%)
GM L
B-Lg a-La GMP B-Lg a-La pHo* C k (h™)
1 1 0 0 8,00 0,00 0,00 508" 1,34 0,37 99,12
2 0 1 0 1,60 6,40 0,00 5,16" 1,63 0,46 96,10
3 0 0 1 1,60 0,00 6,40 542" 1,48 0,65 96,13
4 L 1p 0 4,80 3,20 0,00 521* 1,63 0,49 96,53
5 14 0 iy, 4,80 0,00 3,20 518" 1,65 0,71 96,65
6 0 1t 13 160 320 230 528" 158 057 96,98
73 Y Y 3,73 2,13 2,13 534" 145 0,53 97,83

* Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Duncan (p > 0,05).

Embora os valores de pH de equilibrio (pHp) tenham variado entre 5,08 e

5,42, nao foi observada diferenca significativa entre esses de acordo com teste
de Duncan (p > 0,05).

5.2. CINETICA DE GELIFICACAO

O estudo da cinética de gelificacdo das solucbes de proteinas do soro

durante a acidificacdo com GDL foi realizado através da varredura de tempo
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isotérmica, na qual os médulos elastico (G’) e viscoso (G”) foram monitorados

ao longo do periodo de acidificacao (12 h).

O desenvolvimento dos modulos oscilatérios (G’ e G”) ao longo do
tempo apresentou um padrdo comum para todas as misturas proteicas
avaliadas, diferindo basicamente no tempo de gelificacdo e na magnitude
desses modulos quando o equilibrio foi atingido. Desta forma na Figura 21 é
apresentada a curva de cura isotérmica apenas para o gel 1, constituido

puramente por B-Lg (8% m/v).
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Figura 21: Curva de cura isotérmica [G' — , G” -+ ] para o gel 1 (8% m/v B-Lg)
incubado a 25°C.

Para todas as misturas de proteinas avaliadas G’ foi maior que G”,
mesmo no inicio do teste, ao contrario do que seria de se esperar para um
liquido, revelando um comportamento mais eldstico do sistema mesmo antes
da gelificacd@o ocorrer. Outros estudos sobre gelificacdo de proteinas globulares

também apresentaram predominio de G’ sobre G” antes da formacédo do gel
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(GOSAL, CLARK et al.,, 2004; TOBITANI e ROSS-MURPHY, 1997). Esse
predominio do comportamento elastico sobre o viscoso antes da gelificacdo
sugere que as solucdes ja se encontravam bem estruturadas antes do ponto de
gelificacdo, de modo andlogo a um sistema coloidal carregado (TOBITANI e
ROSS-MURPHY, 1997).

Além do predominio de G’ sobre G”, a evolugdo desses moddulos ao
longo do tempo (Figura 21) apresentou grandes desvios nos minutos iniciais do
teste, em virtude da leitura do torque inicial ter estado bem abaixo do limite
minimo do equipamento (0,05 uNm), estando entéo fora da faixa de operacéao.
Situacdo semelhante também ocorreu em outros estudos de gelificacéo
(TOBITANI e ROSS-MURPHY, 1997). Somente instantes antes do inicio da
gelificacdo o torque se tornou corretamente mensuravel e o sinal de saida,
correto. Observou-se entdo um rapido crescimento exponencial dos modulos, o
que reflete a rapida agregacao inicial das moléculas de proteinas para formar a
rede tridimensional que da origem ao gel, seguido por um aumento
lento/retardado dos mesmos, que representa a posterior inclusdo de moléculas
ainda ndo agregadas a estrutura tridimensional. Ap6s decorrido determinado

tempo, os moédulos tenderam a um equilibrio, e assim a um plateau.

Segundo Kavanagh, Clark et al. (2000) e Kasapis e Norton (2009), em
geral o modulo G’ continua a aumentar com o tempo e é dependente da
frequéncia utilizada, embora em menor medida. Ao se trabalhar com sistemas
diluidos, o tempo necessario para se atingir o plateau é muito longo. Para
contornar as dificuldades impostas por longos periodos de medigdo, como
evaporacdo da amostra e tempo e custo de operacdo do equipamento, O
procedimento de ajuste de um modelo a curva de G’ em funcdo do tempo €
muito empregado para determinar quando o modulo elastico de equilibrio €

alcancado e quantifica-lo.

Os valores de G’ de equilibrio foram obtidos neste trabalho pela
utilizacdo da equacdo empirica a seguir, conforme sugerido por Kavanagh,
Clark et al. (2000):
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(eq. 25)

onde t € o tempo (s), B € um parametro empirico (s) e G’ é o valor de G’ no

tempo infinito (ou seja, G’ de equilibrio). Este modelo reproduz

satisfatoriamente o limite assintotico quando & — @ |

Os parametros e os coeficientes de determinagdo (R? obtidos pelo
ajuste da equacgao 25 aos dados de G’ em fungéo do tempo, assim como 0s
valores finais experimentais dos modulos elastico e viscoso, sdo dados na

Tabela 4 para os diferentes géis avaliados.
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Tabela 4: Parametros estimados pelo ajuste da equacgdo 25 e valores de G’ e G” finais experimentais para os diferentes géis

avaliados.
Pseudocomponente . R _ Valores finais
Composicao (% m/v) Parametros estimados . .

Gel S experimentails
B-Lg a-La GMP B-Lg a-La GMP G'- (Pa) B (s) R2 (%) G (Pa) G” (Pa)
1 1 0 0 8,00 0,00 0,00 41250,9  13358,8 99,28 29580,0  3688,0
2 0 1 0 1,60 6,40 0,00 20795,6  30439,3 98,19 9884,0 2143,0
3 0 0 1 1,60 0,00 6,40 276,7  14800,2 99,62 201,8 26,5
4 i 0 4,80 3,20 0,00 31334,6  25581,9 98,71 16790,0  2696,0
5 i 0 i, 4,80 0,00 3,20 10903,4  13832,7 99,97 7980,0  1048,0
6 0 L T 1,60 3,20 230 2811,8  17104,0 99,90 1897,0  357,4
77855  1216,5

7 w1 LF 373 2,13 213 11923,4  18125,3 99,76

+231,9 +284
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Como pode ser visto na Tabela 4, excelentes ajustes foram obtidos entre
os dados experimentais e preditos (R? > 98,19%).

A influéncia da composicdo da mistura proteica sobre o G'. foi descrita

pelo seguinte modelo polinomial (equacao 26):

l:?la_; = 4135468 xy + 2089938 xo + 276, 7 xp — 3904 LT xqxy — 3110497 xoxg — 2BE1E, 87 xx

no qual *1, ¥z e ¥a correspondem as propor¢cdes em pseudocomponentes de
B-Lg, a-La e GMP, respectivamente. A Tabela 5 apresenta a analise de

variancia (ANOVA) deste modelo.

Tabela 5: ANOVA e coeficiente de determinacéo do ajuste do modelo para G'..

Fontes de variagao GL QM Pr>F R2? (%)
Regressao 5 2,81E+08 0,0001 99,97
Erro 4 102738,3

Falta de ajuste 1 64625,88 0,5087
Erro puro 3 115442,5
Total 9

Sendo: GL = grau de liberdade e QM = quadrado médio.

A ANOVA demonstrou que o modelo foi significativo (p < 0,05) e néo
apresentou falta de ajuste (p > 0,05). O coeficiente de determinacao de 99,97%

indicou um bom ajuste do modelo proposto aos dados experimentais.

A Tabela 6 apresenta os efeitos estimados, seus erros padrées e p-

valor.
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Tabela 6: Efeito estimado, erro padréo e grau de significAncia estatistica (p).

Fatores Efeito estimado Erro padréo Pr > |t
X, 41354,68 292,60 0,0001
X: 20899,38 292,60 0,0001
X3 276,70 320,53 0,4368
Aydg -39649,20 1548,30 0,0001
Yq Yy -31105,00 1548,30 0,0001
Xy Xa ¥a -28515,90 7104,24 0,0159

O efeito de xs, embora ndo tenha sido significativo, foi mantido no
modelo de modo a se manter a hierarquia do mesmo e por ser um efeito

principal.

A representacao das curvas de contorno (Figura 22) geradas a partir do

modelo estimado para G'. permite uma melhor visualizacdo dos efeitos dos

componentes da mistura proteica sobre G'..

X1
(1)

36000

30000

24000

18000

(0)

6000

24000

18000 12000 6000 (0) 0 0
X2 X3
(1) (1)

Figura 22: Curvas de contorno do modelo referente a G'..
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Na Figura 22, os componentes X1, X2 e X3 representam as proporcoes

(em pseudocomponentes) de p-Lg, a-La e GMP, respectivamente.

De acordo com a Tabela 6 e a Figura 22, tem-se que a proporcao de B-
Lg foi a componente que mais contribuiu para o aumento de G'., seguida pela
proporcdo de a-La. Sendo assim, maiores valores de G'. foram alcancados
quando [B-Lg estava presente em maior propor¢ao. Por outro lado, menores
valores deste mesmo parametro foram obtidos para misturas com maior

proporcao de GMP.

O maior valor de G’. associado a maiores proporcdes de B-Lg pode
indicar que as interanues entre as moliculas dessa protevna foram mais
intensas que as interanues entre as demais moliculas de protevnas, resultando
na formanyo de uma rede mais elastica, o que explicaria o maior valor do
modulo elastico. Essa maior intensidade das interagBes entre moléculas de -
Lg possivelmente esta relacionada a formacédo de ligacdes dissulfidicas, uma
vez que suas moléculas dispdem de um grupo tiol livre e de 2 ligacdes
dissulfidicas, o que permitiria a formacdo de novas ligacdes intermoleculares
(através de reacdes de troca tiol/dissulfeto (S-S/S-H) elou da reagdo de
oxidac&o dos grupos tiol livres), aumentando a forca da rede tridimensional do
gel. Como a quantidade de ligacdes dissulfidicas depende da quantidade de
grupos tiol disponiveis, provavelmente géis formados com maior proporcdo de
B-Lg apresentaram maior modulo elastico devido a maior concentragdo de
grupos tiol livres, uma vez que a-La e GMP n&o apresentam grupos tiol livres

€em suas estruturas.

Estudos realizados por Alting, Hamer et al. (2000) comprovaram a
formacgéo de ligagdes dissulfidicas durante a gelificagédo a frio de proteinas do
soro e atribuiram sua formacdo a proximidade entre grupos tiol e ligacdes
dissulfidicas, promovida por interacdes ndo covalentes presentes. Os autores
concluiram com esses estudos que a formacao de ligacdes dissulfidicas, além
de aumentar a massa molecular dos agregados proteicos formados durante a
gelificacdo &cida, esta envolvida na estabilizacdo da rede e no aumento da

forca do gel.
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Rabiey e Britten (2009) também vincularam a formacdo de ligacdes
covalentes dissulfidicas a estabilidade da rede do gel de proteinas do soro.
Segundo esses autores, apesar do baixo pH, a formagdo de ligacdes
covalentes dissulfidicas, principalmente resultante de reacdes de troca
tiol/dissulfeto (S-S/S-H), induziu a reticulacdo e a estabilizacdo da rede de
proteina desenvolvida. Os autores atribuiram a menor estabilidade e a maior
susceptibilidade a rearranjos dos géis elaborados com maior propor¢éo a-La/f3-
Lg @ menor concentracao de grupos tiol reativos.

Além das ligagfes dissulfidicas, outra interacdo que provavelmente pode
estar relacionada a intensidade das intera¢cdes que mantém a rede do gel é a
interacdo eletrostatica. O valor de pH final (Tabela 3) proximo ao pl da B-Lg
(5,2) pode ter favorecido a formacao de interacdes hidrofébicas entre suas
moléculas, o que pode ter reforcado a rede tridimensional do gel e, assim, ter
contribuido também (junto as ligacdes dissulfidicas) para o maior aumento do
mddulo elastico nos géis com maior propor¢cdo desta proteina. Efeito contrario
provavelmente pode ter ocorrido com 0s géis com maior propor¢cdo de GMP.
Como o pl deste componente de mistura é o menor (3,15), o pH final do meio
mais distante de seu pl pode ter propiciado a formacdo de interagdes
eletrostaticas repulsivas entre suas moléculas, as quais podem ter contribuido
de forma negativa para a formacdo de uma rede elastica. O que, juntamente
com a menor quantidade de ligacdes dissulfidicas, devido a menor proporcéo
de B-Lg presente, explicaria 0 menor valor do moédulo elastico apresentado
pelos géis com maior proporcdo de GMP.

Além de informacgdes sobre o carater elastico/for¢ca dos géis avaliados, o
estudo da cinética de gelificacdo possibilitou também a determinacdo do ponto

de gel, ou seja, o tempo no qual o sistema gelifica.

O ponto de gel ocorre quando o sistema atinge um namero critico de
ligacbes e a estrutura se expande por todo espacgo/volume da amostra,
passando entdo a apresentar um comportamento predominantemente sélido
(YAMAMOTO, 2002). O ponto de gel pode ser facilmente definido

considerando-se as propriedades reoldgicas do gel. Neste sentido, as medidas
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oscilatorias tém a vantagem de permitir a medida da evolucdo continua das
propriedades viscoelasticas até que a solucdo polimérica passe pelo ponto de
gel (RAO, 2007).

Sendo assim, a partir da avaliacdo da G’ em funcao do tempo (curva de
cura) foi possivel determinar o ponto de gelificacdo de todas as solucdes de
proteinas avaliadas. Para alcancar uma melhor estimativa do tempo de
gelificagéo, os valores de G’ foram medidos em intervalos de 3 minutos durante
as 12 horas da analise. Os tempos de gelificagcdo (t;) e os valores de pH de
gelificacdo (pHgy), obtidos através da aplicacéo do ty a equacdo de cinética de

pH (equacao 24), sédo dados na Tabela 7.

Tabela 7: Tempo de gelificacdo e pH de gelificacdo estimado pela equacado 24 para os
diferentes géis avaliados.

Pseudocomponentes Composicao (% m/v) Parametros
o B-Lg a-La GMP B-Lg a-La GMP tg (Min) pHg

1 1 0 0 8,00 0,00 0,00 57,6 6,02
2 0 1 0 1,60 6,40 0,00 158,2 5,64
3 0 0 1 1,60 0,00 6,40 46,4 6,32
4 1z, 1, 0 480 3,20 0,00 126,1 5,79
5 1}'2 0 '-'12 4,80 0,00 3,20 42,3 6,18
6 0 1, i, 1,60 3,20 2,30 71,8 6,08
[ T "R 373 213 213 480

+1,7 =+0,12

Como pode ser observado na Tabela 7, o tempo e o pH de gelificacdo
variaram entre 42,3 e 158,2 min e entre 5,64 e 6,32, respectivamente, de

acordo com a composi¢ao da mistura proteica.
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A influéncia dos componentes da mistura sobre o ponto de gel e o pH de
gelificacdo foi testada e descrita pelos seguintes modelos polinomiais

(equacdes 27 e 28, respectivamente):

t, = 57,95649 x, + 158,5565 xg + 46,75649 xg + 6567018 xyx; — 4592982 xyxg — 129,1298 xyx,

pH, = 6,036 x; + 5,692 xp + 6,392 Xy (eq. 28)

nos quais *1, ¥z e ¥z correspondem as propor¢cdes em pseudocomponentes de
B-Lg, a-La e GMP, respectivamente. A Tabela 8 apresenta a andlise de

variancia (ANOVA) para esses modelos.

Tabela 8: ANOVA e coeficiente de determinagéo do ajuste dos modelos para ty e pHg.

Fontes de variacao GL QM Pr>F R2 (%)
Regressao 5 2291,71 0,0001 99,85
Erro 4 4,443719
tg Falta de ajuste 1 9,054877 0,1757
Erro puro 3 2,906667
Total 9
Regresséo 2 0,15314 0,0030 81,07
Erro 7 0,010217
pHqy Falta de ajuste 4 0,006811 0,7654
Erro puro 3 0,014758
Total 9

Sendo: GL = grau de liberdade e QM = quadrado médio.

A ANOVA demonstrou que todos os modelos foram significativos (p <
0,05) e nado apresentaram falta de ajuste (p > 0,05). Os coeficientes de
determinagao obtidos (R? = 99,85% para ty € R? = 81,07% para pHg) indicaram
bom ajuste dos modelos.
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A Tabela 9 apresenta os efeitos estimados, seus erros padrées e p-valor

para os modelos de ty e pHy.

Tabela 9: Efeito estimado, erro padrao e grau de significancia estatistica (p) para os
modelos de ty e pH,.

Fatores Efeito estimado Erro padréo Pr > ||

Xy 57,95649 2,09317 0,0001

Xz 158,5565 2,09317 0,0001
R 46,75649 2,09317 0,0001
v, 65,67018 9,03892 0,0019
XyXq -45,92980 9,03892 0,0071

XgXg -129,13000 9,03892 0,0001

Xy 6,036 0,080 0,0001

PHy =, 5,692 0,080 0,0001
Xq 6,392 0,080 0,0001

De acordo com a Tabela 9, observa-se a auséncia de interacao

significativa entre os componentes da mistura para o0 modelo de pHj.

As representacdes das curvas de contorno (Figura 23) geradas a partir
dos modelos estimados permitem uma melhor visualizacdo dos efeitos dos

componentes da mistura proteica sobre ty e pHyg.
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Figura 23: Curvas de contorno dos modelos referentes ao ty (A) e pHq (B).
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Na Figura 23, os componentes X1, X2 e X3 representam as proporcoes

(em pseudocomponentes) de p-Lg, a-La e GMP, respectivamente.

De acordo com a Tabela 9 e a Figura 23, observa-se que a proporgao de
a-La foi a componente que mais contribuiu para o aumento do ty e que B-Lg e
GMP apresentaram uma contribuicdo bem menor e semelhante entre si. Ja em
relacdo ao pHg, observa-se que a contribuicdo de cada uma das proteinas
envolvidas foi praticamente igual, sendo a contribuicio de GMP para o

aumento de pHg ligeiramente maior que as demais.

Conforme os dados apresentados, verificou-se que de modo geral
quanto menor a proporcao de (B-Lg e maior a proporcdo de a-La na mistura,
maior foi o tempo de gelificacdo do sistema. Esse resultado estd de acordo
com o reportado por Kavanagh, Clark et al. (2000) e Rabiey e Britten (2009).
Ao estudarem a gelificacdo termicamente induzida de misturas de 3-Lg e a-La
em pH 3 e 7, estes autores reportaram que na pratica os géis sempre
demoraram mais para se formarem quando a concentracdo de a-La era
aumentada, sendo esse tempo significativamente aumentado quando a
concentracdo de a-La era maior que a de B-Lg. Rabiey e Britten (2009), por
meio de medidas de potencial zeta e de tamanho da particula, também
observaram uma agregacdo mais lenta quando a razdo a-La/f-Lg era

aumentada.

Por outro lado, quanto maior a propor¢cdo de GMP na mistura proteica,
menor foi o0 ty da mesma. Alguns trabalhos encontrados na literatura também
reportaram a diminuicdo do tempo de gelificacdo com o aumento da
concentracdo de GMP. Farias, Martinez et al. (2010) ao estudarem a
gelificacdo de solucbes de caseina-macropeptideo (CMP) em valores de pH
inferiores a 4,5 observaram que o ty das solu¢des diminuiu com o aumento da
concentracdo de CMP e com a reducéo do pH. Martinez, Farias et al. (2010b)
avaliaram a dinamica de gelificacdo termicamente induzida de misturas de
GMP e B-Lg e constataram que em pH 7, o aumento da propor¢cdo de GMP
diminuiu a temperatura de gelificacdo, e consequentemente o tempo de

gelificacdo. Outro estudo de Martinez, Farias et al. (2010a) sobre
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autoassociacao e gelificacdo sob aquecimento de CMP revelou que a reducéo

do pH reduziu o ty de solu¢des de CMP 12% m/m.

O pH em que se da o ponto de gel € um reflexo da taxa de reacdo do
sistema. Desse modo, amostras que apresentam valores de pHy mais elevados
possuem maior taxa de reagéo de gelificagéo e, consequentemente, menor tg.
Assim, é possivel verificar através dos dados apresentados na Tabela 7 e na
Figura 23 que as misturas contendo maior propor¢cdo de GMP gelificaram em

valores de pH mais elevados e em menor tempo.

De acordo com a Tabela 7, observa-se que nas misturas binarias de a-
La/B-Lg, o aumento da proporcdo de o-La levou a diminuicdo do pHg.
Resultado semelhante foi observado por Rabiey e Britten (2009), que ao
estudarem o efeito da composicdo proteica sobre as propriedades reologicas
de gel acido de proteinas do soro, constataram que o aumento da razado a-
La/B-Lg deslocou o pH de gelificacdo para valores ligeiramente inferiores e

atribuiram a associacao dos polimeros a reducéo da repulséo eletrostatica.

5.3. ENSAIOS DE FLUENCIA E RECUPERACAO

Estudos de fluéncia e recuperagdo (creep-recovery) permitem a
diferenciacéo entre as respostas elastica e viscosa da amostra, determinando o
comportamento da elasticidade e da viscosidade em uma dada tenséo
(STEFFE, 1996).

A Figura 24 apresenta as curvas de fluéncia e recuperacdo dos géis
avaliados. Observa-se que todos os géis exibiram curvas tipicas de liquido
viscoelastico, uma vez que a existéncia de uma deformacao irrecuperavel se
fez presente ao final do teste. De acordo com Lefebvre, Renard et al. (1998), a

existéncia de uma deformacao irrecuperavel ndo implica necessariamente que
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seja um resultado do escoamento, mas a existéncia de um carater viscoso nos
géis. O comportamento viscoso nos geéis significa que as conexdes entre 0s
elementos estruturais da rede ndo sdo permanentes ao longo da escala de
tempo do experimento.
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Figura 24: Curvas de fluéncia e recuperacao para os géis acidos de proteina do soro:
gel 1 (A); gel 2 (B); gel 3 (C); gel 4 (D); gel 5 (E); gel 6 (F); e gel 7 (G) incubados a
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25°C por 4 h.
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O modelo de Burgers simplificado (equacao 19) foi ajustado aos dados
das curvas de fluéncia e recuperacdo e os parametros foram obtidos por
andlise de regressao néo linear. Todas as equacdes da regressao nao linear
foram estatisticamente significativas (p < 0,05). Os parametros e os respectivos
coeficientes de determinacéo (R?2) obtidos pela regressédo sdo dados na Tabela
10.
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Tabela 10: Parémetros do ajuste do modelo de Burgers simplificado
ot 1t 1 @G Gz(ﬂ,+t) yA

fluéncia e recuperacéo.

Pseudocomponentes Composicéao (% m/v) Parametros da equacao de Burgers
Gel

B-Lg a-La GMP B-Lg a-La GMP Gi(Pa) Gz (Pa) A(s) M3 (Pas) R2(%)

1125212

1 1 0 0 8,00 0,00 0,00 7691,1 3750,8  118,1 , 99,69
2 0 1 0 1,60 6,40 0,00 2060,7 591,3 152,2 2183289 99,70
3 0 0 1 1,60 0,00 6,40 488,8 107,5 44,6 522953 99,61
4 i i 0 480 3,20 0,00 4460,7  2020,2 87,5 5679946 99,81
5 1 0 e 480 0,00 3,20 3703,5 2356,4 89,5 6425275 99,66
6 0 b 14 1,60 3,20 2,30 1124,7 492,2 91,9 1508363 99,80
7 1 ik 1 373 213 213 3684,5 19945 855 5216304 99,75
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Excelentes ajustes foram obtidos entre os dados experimentais e
preditos (R? > 99,61%), sendo o modelo simplificado de Burgers adequado para
explicar o comportamento dos dados de fluéncia e recuperacdo dos géis

avaliados.

Vale notar que as misturas correspondentes aos géis 4, 5 e 7
apresentaram valores dos parametros do modelo simplificado de Burgers
(Tabela 10) préximos, o que sugere que suas estruturas internas sejam
parecidas. Resultado semelhante também foi observado no ensaio oscilatorio
(curva isotérmica de cura), no qual os géis 5 e 7 apresentaram curvas
praticamente idénticas (dado ndo mostrado), embora um pouco deslocadas em

relacdo ao tempo, uma vez que apresentaram tempos de gelificacéo distintos.

As misturas correspondentes aos géis 3 e 1 apresentaram
respectivamente 0s menores e 0S maiores valores para os parametros do
modelo de Burgers, indicando que esses géis se deformaram mais e menos
facilmente (respectivamente) quando submetidos a uma mesma tensédo de
cisalhamento, o que indica que suas estruturas internas foram mais fragil e
mais forte, nesta ordem. Esses resultados também estdo condizentes com 0s
resultados obtidos no ensaio oscilatorio, uma vez que o gel 3 apresentou
menor modulo elastico de equilibrio (G'.) (276,7 Pa), sendo caracterizado como
o gel mais fraco, enquanto o gel 1 apresentou maior G’. (41250,9 Pa), sendo

por sua vez o gel mais forte, de maior carater eléstico.

A influéncia dos componentes da mistura sobre os parametros Gi, Gy, A
e uz estimados pelo modelo simplificado de Burgers foi testada e descrita pelos

seguintes modelos polinomiais (equacdes 29, 30, 31e 32, respectivamente):

ry = 7048203 ¥y, +2112,363 x3 + 551,9033 xg (eq. 29)

(e = 4003063 x5 + 7297833 xg + 4772233 x¢ (eq. 30)
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A= LWL xy + L3121 xp + 45,53 g

e = 11409821 x, + 2187986 xg + 1157849 xy

(eq. 31)

(eq. 32)

nos quais 1, ¥z e ¥z correspondem as propor¢gdes em pseudocomponentes de

B-Lg, a-La e GMP, respectivamente. A Tabela 11 apresenta a analise de

variancia (ANOVA) para esses modelos.

Tabela 11: ANOVA e coeficiente de determinagéo do ajuste dos modelos para G;, G,

Ae Us.
Fontes de variacao GL QM Pr>F R2 (%)
Regressao 2 17382707 0,0001 96,99
Erro 7 154379,4
G, Falta de ajuste 4 171232,8 0,4323
Erro puro 3 131908,3
Total 9
Regresséo 2 4835353 0,0001 91,96
Erro 7 120773,4
G2 Falta de ajuste 4 167185,5 0,2089
Erro puro 3 58890,48
Total 9
Regresséao 2 2359,112 0,0233 65,83
Erro 7 349,8339
A Falta de ajuste 4 480,8574 0,2165
Erro puro 3 175,1358
Total 9
Regressao 2 3,98E+13  0,0001 92,80
Erro 7 8,83E+11
M3 Falta de ajuste 4 6.67E+11 0.7059
Erro puro 3 1,17E+12
Total 9

Sendo: GL = grau de liberdade e QM = quadrado médio.
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A ANOVA demonstrou que todos os modelos foram significativos (p <
0,05) e apresentaram falta de ajuste ndo significativa (p > 0,05). Os coeficientes
de determinacdo foram superiores a 90%, indicando um bom ajuste dos
modelos, com excecdo do modelo estimado para A, que apresentou R2 de
65,83%. Embora tenha apresentado um R2 ndo satisfatério, ainda assim
procedeu-se a analise do modelo, visto que este foi significativo e nao

apresentou falta de ajuste significativa.

A Tabela 12 apresenta os efeitos estimados, seus erros padrdes e p-

valor para os modelos de Gi, Gy, A € us.

Tabela 12: Efeito estimado, erro padrdo e grau de significancia estatistica (p) para os
modelos de G, G,, A € us.

Fatores Efeito estimado Erro padréo Pr > ||

Xy 7648,203 312,688 0,0001

G1 Xy 2112,363 312,688 0,0003
Xa 551,9633 312,688 0,1209

Xa 4003,063 276,568 0,0001

G2 Xz 729,7833 276,568 0,0335
Xy 477,2233 276,568 0,1281

¥y 102,97 14,885 0,0002

A Xz 131,21 14,885 0,0001
Xg 45,93 14,885 0,0177

Xy 11409821 747767 0,0001

M3 Xz 2187986 747767 0,0221
Xg 1157849 747767 0,1655

De acordo com a Tabela 12 ndo foi observada nenhuma interagcao
significativa entre os componentes da mistura para nem um dos modelos
avaliados. Observa-se também que embora o efeito *z ndo tenha sido
significativo para Gi, G, e usz, 0 mesmo foi mantido nos modelos por se tratar

de um efeito principal.

As representacdes das curvas de contorno geradas a partir dos modelos

estimados para G, G, A e uz estao representadas nas Figuras 25, 26, 27 e 28,
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respectivamente, nas quais os componentes X1, X2 e X3 representam as

propor¢cdes (em pseudocomponentes) de B-Lg, a-La e GMP, respectivamente.
X1

(1)

2000 7000

6000
6000

// 5000

() (0

4000 / 3000
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Figura 25: Curvas de contorno do modelo referentes a G;.
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Figura 26: Curvas de contorno do modelo referentes a G,.
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Figura 27: Curvas de contorno do modelo referentes a A.
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Figura 28: Curvas de contorno do modelo referentes a us.

De modo geral, observa-se que o aumento da propor¢ao de a-La (X2)
e/ou GMP (X3) e consequente reducdo de B-Lg (X1) resultaram na diminuicéo
dos parametros do modelo simplificado de Burgers, o que indica que 0s géis
mistos apresentaram estruturas tridimensionais mais frageis/fracas que a
apresentada pelo gel constituido majoritariamente por B-Lg. Esse resultado
pode também ser visualizado na Figura 24, na qual é possivel observar que o
aumento da propor¢cdo de a-La e/ou GMP concomitante diminuicdo de [B-Lg
resultou no aumento da deformacéao total durante a fase de fluéncia, indicando
menor resisténcia a tensao aplicada. Provavelmente, esse resultado pode estar
relacionado a reducédo da quantidade de ligacbes dissulfidicas formadas nos
géis mistos, devido a diminuicdo da concentracdo de B-Lg, uma vez que a
formacdo adicional dessas ligacdes durante a gelificacdo a frio de isolado
proteico de soro esta relacionada a estabilizacdo da rede, que resulta em géis
mais fortes (ALTING, 2003).
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De acordo com as Figuras 25, 26 e 28, observa-se que B-Lg foi o
componente da mistura que mais contribuiu para o aumento de G;, G; e u3z. Ja

a-La apresentou a maior contribuinyo para o aumento de A (Figura 27).

Os parametros G; e G, representam a rigidez e a forca coesiva do gel,
respectivamente. Sendo assim pode-se dizer que B-Lg € o componente da
mistura que conferiu maior rigidez e forgca coesiva ao gel. a-La apresentou uma
contribuicio bem menor e a presenca de GMP nao influenciou esses
parametros, uma vez que seu efeito foi ndo significativo (Tabela 12). A maior
influéncia de B-Lg sobre o aumento da rigidez e da forca coesiva do gel pode
estar relacionada as possiveis ligacdes dissulfidicas estabelecidas por esta
proteina ao formar a rede do gel.

O tempo de retardo A corresponde ao tempo necessario para
esticar/deformar a mola (ligada em paralelo) do modelo mecéanico de Burgers
(Figura 10) por algum comprimento enquanto esta € retardada pelo
amortecedor (ligado em paralelo) (QIU-LIANG, SHEN et al., 2009). Como pode
ser observado na Tabela 12, todas as proteinas envolvidas nas misturas
estudadas apresentaram efeito significativo. O GMP foi o componente que
apresentou a menor contribuicdo para o aumento de A. Deste modo, tem-se
que quanto maior a propor¢cao de GMP na mistura, menor o A e, assim, mais
rapida a transicdo entre os regimes elastico e viscoso durante a aplicacdo de

uma tensao cisalhante.

O parametro us, por sua vez, reflete a viscosidade do gel, ou seja, a
resisténcia interna das moléculas ao escoamento. Logo quanto menor o Wz,
menor é a resisténcia ao escoamento. Conforme apresentado pela Tabela 12,
0s Unicos componentes capazes de influenciar significativamente ps; foram a B-
Lg e a a-La, sendo a contribuicdo da B-Lg para o aumento deste parametro
cerca de 5 vezes maior que a da a-La. Desta forma observou-se uma
pronunciada diminuicdo de ps3 com a diminuicdo da propor¢cdo de B-Lg na

mistura, indicando uma menor resisténcia ao escoamento.

Além dos parametros G;, G,, A e p3, 0 modelo simplificado de Burgers

também permite descrever o comportamento viscoelastico em funcdo das trés
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etapas que constituem a deformacéao total. Essas trés etapas que compdem o
perfil de deformacéo sdo: a deformacao elastica instantanea (y1), a deformacéo
elastica retardada (y2) e a deformacéo viscosa (y3). Os valores de y1, vz € ys,
calculados a partir dos valores de Gi, Gy, A e Y3 (Tabela 10) de acordo com a

equacéao 19, sdo dados na Tabela 13.

Tabela 13: Contribuicdes do perfil de deformacdo dos géis em teste de fluéncia e
recuperacao.

Pseudo- Composicéao Perfil de deformacéo
GEL componentes (% m/v) (%)
B-Lg a-La GMP B-Lg a-La GMP Y1 Y2 Y3
1 1 0 0 8,00 0,00 0,00 24,07 46,32 29,61
2 0 1 0 1,60 6,40 0,00 16,91 54,35 28,74
3 0 0 1 1,60 0,00 6,40 14,05 62,32 23,63
4 1 0 4,80 3,20 0,00 22,13 46,59 31,28

5 11, 0 1, 4,80 0,00 3,20 28,29 42,36 29,35
6 0 i 1 1,60 3,20 2,30 22,14 48,14 29,72

7 i 1, 1. 3,73 213 2,13 24,78 43,71 31,51

De acordo com os dados da Tabela 13, praticamente metade da
deformacéo total correspondeu a deformacéo elastica retardada, cujos valores
variaram na faixa de 42,36 a 62,32%. Consequentemente, a outra metade
correspondeu a deformacéo elastica instantdnea e deformacéo viscosa, que
apresentaram valores bastante proximos, sendo esta Ultima um pouco maior

gue a primeira.

No modelo de Burgers, as deformacdes y1 e y» sdo reversiveis, sendo as

recuperacdes da deformacado y; imediata e da deformacéo y, retardada, como

determinada pelo tempo de atraso (4 ). A recuperacdo da deformacdo ocorre
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apos cessada a tensdo aplicada. Entretanto, a deformacdo viscosa, ys, €
irreversivel. Consequentemente, quanto maiores os valores de y; e y,, maior a
recuperacdo da deformacéo total quando a tenséo sobre gel € removida. Desta
forma, observou-se, de acordo com a Tabela 13, que os géis avaliados
apresentaram predominio da deformacéo reversivel, que variou entre 68,49 e
76,37%, sobre a irreversivel. Resultado similar foi encontrado no estudo com
gel de arroz, no qual os autores constataram que a deformacéo total foi
constituida principalmente por uma grande deformacao elastica retardada e
que a deformacdo reversivel foi superior a irreversivel (QIU-LIANG, SHEN et
al., 2009).

Novamente a influéncia da composicdo da mistura sobre as variaveis
respostas foi testada e os seguintes modelos polinomiais foram ajustados de
modo a descrever o comportamento de y; e y» (equagbes 33 e 34,

respectivamente) em funcdo da composi¢cao da mistura:

Vo = 2456931 x, + 17,36931 x; + 1419603 xg + 3413282 x, xg + 2373282 x5 5 (€0,
33)

g = 45,01305 x, + 53,11305 x; + 62,35542 xg — 4602366 x, xg — 3942366 x5 vy (€Q.
34)

nos quais *1, ¥z e ¥z correspondem as propor¢gdes em pseudocomponentes de

B-Lg, a-La e GMP, respectivamente.

Por meio do tratamento estatistico dado aos dados experimentais, nao
foi encontrado nenhum modelo significativo para explicar o efeito da
composicdo proteica da mistura sobre ysz. A Tabela 14 apresenta a analise de

variancia (ANOVA) para os modelos ajustados de y; € y».
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Tabelal4: ANOVA e coeficiente de determinac&o do ajuste dos modelos para y; € y».

Fontes de variacao GL QM Pr>F R2 (%)
. 4 39,80587 0,0020 94,84
Regresséo
5 1,731505
Erro
71 _ 2 1,105013 0,6427
Falta de ajuste
3 2,149167
Erro puro
9
Total
. 4 84,56346 0,0015 95,47
Regresséo
5 3,210029
Erro
Y2 _ 2 4,771323 0,2582
Falta de ajuste
3 2,169167
Erro puro
9
Total

Sendo: GL = grau de liberdade e QM = quadrado médio.

As analises de variancia demonstraram que os modelos estimados para
1 € y» foram significativos (p < 0,05) e apresentaram falta de ajuste né&o
significativa (p > 0,05). Os coeficientes de determinacdo superiores a 90%
indicaram que os modelos foram bem ajustados aos dados experimentais.

A Tabela 15 apresenta os efeitos estimados, seus erros padroes e p-

valor para os modelos de y; € y».
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Tabela 15: Efeito estimado, erro padréo e grau de significancia estatistica (p) para os
modelos de y; e .

Fatores Efeito estimado Erro padréo Pr > |t|
. 24,56931 1,19533 0,0001
. 17,36931 1,19533 0,0001
i 14,19603 1,30376 0,0001
Y1 g
s 34,13282 5,62050 0,0017
o 23,73282 5,62050 0,0083
. 45,01305 1,62754 0,0001
. 53,11305 1,62754 0,0001
V2 ‘. 62,35542 1,77517 0,0001
1 -46,02370 7,65275 0,0018
-39,42370 7,65275 0,0036

De acordo com a Tabela 15, observa-se a presenca das interacdes
significativas *i*¥z e Xz¥z nos dois modelos analisados. Todos o0s termos

presentes nos modelos foram significativos.

A partir dos modelos estimados, as seguintes curvas de contorno (Figura
29) foram geradas, permitindo uma melhor visualizacdo dos efeitos dos

componentes da mistura sobre y; e ..
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Figura 29: Curvas de contorno dos modelos referentes a y; (A) e y» (B).

Na Figura 29 os componentes X1, X2 e X3 representam as proporcoes

(em pseudocomponentes) de B-Lg, a-La e GMP, respectivamente.
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De acordo com a Figura 29 A, observa-se que misturas compostas
principalmente por B-Lg (X1) apresentaram maiores valores de y;, ao passo
gue menores valores para este parametro foram observados para misturas com
composicdo proxima aos Vvértices X2 e X3, ou seja, compostas
majoritariamente por a-La e GMP. Isto indica, entdo, que a maior proporgao de

B-Lg conferiu ao gel um perfil de deformacéao elastica instantanea maior.

Quanto a y» (Figura 29 B), tem-se que as misturas com composicao
proxima aos vértices X2 e X3 apresentaram maior y, 0 que indica que maiores
proporcées de a-La e GMP resultaram em maior deformacdo elastica

retardada.

Rabiey e Britten (2009), ao avaliar géis acidos de a-La e B-Lg,
reportaram que o0 aumento da propor¢cdo de a-La na mistura a-La/B-Lg
promoveu a reducdo da deformacao elastica instantanea (y1) e 0 aumento da

deformacdo elastica retardada (y,), como observado no presente trabalho.

5.4. ENSAIOS DE RELAXACAO DE TENSAO

Na analise de relaxacéo de tensdo, a amostra relaxa apos ser submetida
a uma deformacédo instantanea, sendo entdo medida a variacdo da forca ao
longo do tempo. Durante o curso do experimento, a for¢ca total gerada na
amostra, devido a compresséao feita, é reduzida pela ruptura de ligacbes de
elevado conteudo energético, seguida pela concomitante formacao de ligacdes

com menor conteudo energético (PELEG, 1987).

A realizacdo da andlise de relaxacdo de tensdo nao foi possivel para os
geéis 2, 3 e 6, uma vez que o gel 3, embora tenha gelificado, ndo formou um gel
autossustentavel e os demais (géis 2 e 6) sofreram intensa sinerese durante a

execucao da andlise, comprometendo os dados obtidos.
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As curvas de relaxacao de tensao, representadas pela tensdo em funcéo

do tempo, obtidas pelo teste estédo representadas na Figura 30.
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Figura 30: Curvas de relaxacdo de tensdo para os géis acidos de proteina
armazenados a 5°C por 3 dias: gel 1 (A), gel 4 (B), gel 5 (C) e gel 7 (D).

De acordo com a Figura 30, todos os géis avaliados exibiram padréo
tipico de sélido viscoelastico, no entanto, para a obtencéo de uma analise mais
detalhada, o modelo de Peleg (eq. 19) foi ajustado aos dados obtidos para

determinacao das propriedades viscoelasticas.

A capacidade desse modelo em descrever dados de relaxacdo de
tensdo em termos de duas propriedades (ki e ky) tem sido reconhecida como
um meio simples de descrever e comparar informagdes de relaxacao de tensdo

em livro-texto de reologia de alimentos (STEFFE, 1996) e, consequentemente,
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tem sido aplicada para modelar o comportamento reolégico de diversos tipos
de alimentos e sistemas bioldgicos, incluindo espaguete (SOZER, KAYA et al.,
2008), gel de gelatina (TANG, TUNG et al., 1998), salsichas (ANDRAS,
ZARITZKY et al., 2008), dentre outros.

Os parametros do modelo de Peleg e os respectivos coeficientes de
determinacao (R?) obtidos pela regressao sao dados na Tabela 16.
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Tabela 16: Parametros do modelo de Peleg (

) para géis acidos de proteinas de soro.

el Pseudocomponentes Composicéao (% m/v) Parametros apo6s 3 dias de armazenamento
e
B-Lg a-La GMP B-Lg a-La GMP To (Pa) ki (S) ko R2? (%)
1 1 0 0 8,00 0,00 0,00 5700,917 469,31 1,68 99,78
> 0 1 0 1,60 6,40 0,00 ] ] ] ]
3 0 0 1 1,60 0,00 6,40 ] ] ] ]
4 o 1 0 480 320 0,00 3122,613 392,84 127 99,23
5 7 0 T 480 000 3,20 1661,574 32568 1,36 99,73
6 0 1, 11, 1,60 3,20 2,30 ] ] . ]
7 g i s 373 213 213 1491,278 202,02 2,25 98,06

97



Excelentes ajustes foram obtidos entre os dados experimentais e
preditos (R? > 98,06%), sendo o modelo de Peleg adequado para explicar o

comportamento dos dados de relaxacdo de tensdo dos géis avaliados.

De acordo com a Tabela 16, a redugdo da propor¢cédo de B-Lg com
consequente aumento da proporcdo de a-La e/ou GMP na mistura resultou na
diminuicdo do valor méximo de tensdo medido no inicio do ensaio (Tw),
indicando assim maior fragilidade e menor estruturacédo da rede do gel. Este
resultado provavelmente pode estar relacionado a diminuicdo da concentracéo
de grupos tiol reativo na mistura, que € proporcional a concentracao de 3-Lg. A
reducdo desse grupo reduziria a quantidade de ligacBes dissulfidicas na rede

do gel, que refletiria entdo na maior fragilidade e menor estruturacédo da rede.

Rabiey e Britten (2009) ao avaliarem a substituicdo de B-Lg por a-La em
géis induzidos por acidificacdo também constataram a reducdo de Ta com 0O
aumento da proporcéo de a-La na mistura. Segundo os autores, o aumento do
grau de substituicdo de B-Lg por a-La reduziu a concentracdo de grupos tiol
reativo, 0 que causou a reducao da reacéo de reticulagéo (crosslinking) durante
a gelificacdo das dispersdes de polimeros, resultando assim na diminui¢do da

dureza do gel.

O inverso do parametro k; representa a taxa com que a tenséo diminui e
mede o quéo facilmente um material se deforma. Menores taxas de decaimento
da tensdo sugerem um material mais duro, que dissipa menos energia, e assim
exige forca maior para ser comprimido (RODRIGUEZ-SANDOVAL,
FERNANDEZ-QUINTERO et al., 2009). De acordo com a Tabela 16, observa-
se a reducao dos valores de ki, e consequente aumento da taxa de decaimento
da tensdo, com a diminuicdo da proporcdo de B-Lg na mistura. Este resultado
indica que o processo de relaxagéo de tensao foi claramente mais pronunciado
nos géis mistos do que no gel de B-Lg, presumidamente devido a presenca de
ligacdes/interacdes intermoleculares mais fracas nos géis mistos. As reducdes
nos valores do médulo elastico de equilibrio (G'.) (Tabela 4) e nos parametros

do modelo simplificado de Burgers (Gi, G2, A e u3) (Tabela 10) quando da
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diminuicdo da proporgcédo de B-Lg estdo de acordo com a rapida relaxacdo de

tensdo apresentada por esses géis.

O parametro k,, por sua vez, esta relacionado ao comportamento
viscoso do material. Seu inverso representa o nivel assintotico ao qual a tenséo
normalizada decai quando o tempo da fase de relaxacdo tende o infinito. O
valor de 1/k; varia entre 0, para solido puramente elastico (0% de relaxacao), e
1, para liquido puramente viscoso (100% de relaxagdo). Da Tabela 16,
observa-se que os geéis de misturas binarias (géis 4 e 5) apresentaram 0s
menores valores de k;, e consequentemente os maiores valores de 1/ko,
indicando um comportamento mais viscoso, quando comparado ao gel
constituido apenas por B-Lg (gel 1). J& o gel constituido pelas 3 proteinas (gel
7) surpreendentemente apresentou valor de k, maior que o gel de B-Lg (gel 1),
indicando um comportamento menos viscoso que este (gel 1) ap6s o periodo
de armazenamento. Este resultado provavelmente se deve a formacé&o, ao
longo do periodo de armazenamento, de novas interacBes/ligacdes
intermoleculares no gel de mistura tripla, as quais seriam responsaveis pela

reducdo do comportamento viscoso neste gel.

Por meio do tratamento estatistico dado aos dados experimentais, nao
foi encontrado nenhum modelo significativo (p > 0,05) para explicar o efeito da

composicao proteica da mistura sobre os parametros kj e ko.

5.5. CARACTERIZACAO POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

A técnica de microscopia de forca atdbmica (MFA) foi realizada, conforme
descrito na secdo 4.5, para investigar a morfologia dos géis de mistura de
proteinas do soro. As micrografias disponiveis nas Figuras 31-37 mostram
algumas diferencas na morfologia do gel em fungdo da composicao proteica.
Areas mais claras representam as proeminéncias das regides mais elevadas,
enguanto areas mais escuras (preto) correspondem aos poros contidos na

superficie do gel.
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Figura 31: Imagem de MFA para o gel 1. Vistas tridimensional (A) e superficial (B) de
area de varredura de (10 x 10) um2. Perfil de topografia (C) correspondente a linha
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tracada na vista superficial (B).

Figura 31: Imagem de MFA para o gel 1. Vistas tridimensional (A) e superficial (B) de
area de varredura de (10 x 10) umz2. Perfil de topografia (C) correspondente a linha
tracada na vista superficial (B). CONTINUACAO.
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Figura 32: Imagem de MFA para o gel 2. Vistas tridimensional (A) e superficial (B) de area
de varredura de (10 x 10) umz2. Perfil de topografia (C) correspondente a linha tracada na
vista superficial (B).
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Figura 32: Imagem de MFA para o gel 2. Vistas tridimensional (A) e superficial (B) de area
de varredura de (10 x 10) uma2. Perfil de topografia (C) correspondente a linha tragada na
vista superficial (B). CONTINUACAO.
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Figura 33: Imagem de MFA para o gel 3. Vistas tridimensional (A) e superficial (B) de area
de varredura de (10 x 10) um2. Perfil de topografia (C) correspondente a linha tracada na
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vista superficial (B).

Figura 33: Imagem de MFA para o gel 3. Vistas tridimensional (A) e superficial (B) de area
de varredura de (10 x 10) uma2. Perfil de topografia (C) correspondente a linha tracada na
vista superficial (B). CONTINUACAO.
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Figura 34: Imagem de MFA para o gel 4. Vistas tridimensional (A) e superficial (B) de
area de varredura de (10 x 10) um2. Perfil de topografia (C) correspondente a linha
tracada na vista superficial (B).
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Figura 34: Imagem de MFA para o gel 4. Vistas tridimensional (A) e superficial (B) de
area de varredura de (10 x 10) umz. Perfil de topografia (C) correspondente a linha
tracada na vista superficial (B). CONTINUACAO.
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Figura 35: Imagem de MFA para o gel 5. Vistas tridimensional (A) e superficial (B) de
area de varredura de (10 x 10) umz2. Perfil de topografia (C) correspondente a linha
tracada na vista superficial (B).
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Figura 35: Imagem de MFA para o gel 5. Vistas tridimensional (A) e superficial (B) de
area de varredura de (10 x 10) umz. Perfil de topografia (C) correspondente a linha
tracada na vista superficial (B). CONTINUACAO.
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Figura 36: Imagem de MFA para o gel 6. Vistas tridimensional (A) e superficial (B) de
area de varredura de (10 x 10) um2. Perfil de topografia (C) correspondente a linha
tracada na vista superficial (B).
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Figura 36: Imagem de MFA para o gel 6. Vistas tridimensional (A) e superficial (B) de
area de varredura de (10 x 10) umz. Perfil de topografia (C) correspondente a linha
tracada na vista superficial (B). CONTINUACAO.
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Figura 37: Imagem de MFA para o gel 7. Vistas tridimensional (A) e superficial (B) de
area de varredura de (10 x 10) pm?2. Perfil de topografia (C) correspondente a linha
tracada na vista superficial (B).
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Figura 37: Imagem de MFA para o gel 7. Vistas tridimensional (A) e superficial (B) de
area de varredura de (10 x 10) umz. Perfil de topografia (C) correspondente a linha
tracada na vista superficial (B). CONTINUACAO.

O gel constituido puramente por B-Lg (Figura 31) apresentou superficie
levemente rugosa e com pequenos poros, cujo diametro maximo foi 0,5 um. O
aumento da proporcao de a-La com concomitante reducéo da proporcao de 3-
Lg em géis de mistura B-Lg/a-La (Figuras 32 e 34) resultou em superficies
menos rugosas e mais continuas, o que aparentemente induziu o fechamento
dos poros, que se tornaram menores. Resultado contrario foi reportado por
Rabiey e Britten (2009), que observaram que o aumento da proporgéao de a-La
resultou na formacdo de poros maiores. Entretanto, a estrutura obtida para o
gel constituido apenas por B-Lg apresentou uma rede densa com particulas e

poros pequenos, assim como o observado no presente trabalho.

Por outro lado, em géis constituidos por GMP e B-Lg (Figuras 33 e 35),
observou-se que o0 aumento da propor¢cdo de GMP com simultanea diminuicéo
da proporcdo de [(-Lg resultou em superficies mais rugosas e menos

homogéneas, devido ao aumento do tamanho dos poros. Quando a proporcao
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de GMP foi 4 vezes maior que a de B-Lg (gel 3, Figura 33), a superficie
apresentou poros com didmetro aproximado de 5 um, 10 vezes maior que 0s

poros apresentados pelo gel de B-Lg (Figura 31).

J& os géis constituidos pelas 3 proteinas (Figuras 36 e 37) apresentaram
morfologia semelhante aos géis constituidos por p-Lg e GMP, de modo que o
aumento da proporcdo de GMP (e consequentemente o aumento da proporgéo
de a-La e a reducdo da proporcao de B-lg) resultou em superficie mais rugosa
e aberta, devido a presenca de poros maiores, quando comparada a superficie
do gel de B-Lg (gel 1, Figura 31).

A maior deformacéo sofrida no ensaio de fluéncia e recuperacéo (Figura
24), e os menores valores de G’ (Tabela 4) no ensaio oscilatorio obtidos para
0S géis com poros maiores parecem sugerir que o aumento no tamanho dos
poros das redes do gel esta relacionado a um enfraquecimento da estrutura do

gel.

As semelhancas apresentadas nos resultados do teste de fluéncia e
recuperacao para os geéis 4, 5 e 7 (Figura 24 D, E e G), e no ensaio oscilatorio
para os géis 5 e 7 (curvas de cura nao apresentadas) que sugeriam que suas
estruturas internas fossem semelhantes pode ser confirmada pela analise de
suas micrografias. As microestruturas apresentadas por esses geis foram
bastante semelhantes, como pode ser observado nas Figuras 34, 35 e 37
(correspondentes aos géis 4, 5 e 7, respectivamente), em especial no caso dos
géis 5 e 7, que se assemelham até na altura dos perfis de rugosidade

apresentados.

Com excecado dos géis 1 e 2 (Figuras 31 e 32), foi possivel identificar a
formacdo de estrutura de rede do tipo particulada nos géis avaliados. Este
mesmo tipo de estrutura também foi encontrado por Rabiey e Britten (2009) em

géis acidos de B-Lg/a-La.
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6. CONCLUSAO

As caracteristicas reoldgicas e morfolégicas de géis obtidos pela
acidificacao a frio utilizando GDL, de misturas aquosas de B-Lg, a-La e GMP,
contendo propor¢cBes variadas de cada uma destas trés proteinas, foram

avaliadas por meio de ensaios reoldgicos e por microscopia de forca atbmica.

Verificou-se que a composi¢cdo proteica influenciou as propriedades

reologicas e morfologicas dos géis acidos de proteinas do soro.

Todas as misturas avaliadas gelificaram e, com excec¢ao da mistura com
maior proporcdo de GMP, formaram géis autossustentaveis. A presenca de
maior propor¢do de a-La aumentou o tempo de gelificacdo da mistura,
enquanto maior proporcdo de GMP diminuiu esse parametro.
Consequentemente, o pH de gelificacdo de misturas com maior concentracao
de GMP foi superior aos demais. A diminuicdo da propor¢cdo de [-Lg
concomitante ao aumento da proporcdo de a-La e/ou GMP resultou na
diminuicdo do mddulo elastico de equilibrio, e consequentemente na forgca do
gel.

O perfil de deformagao apresentado no teste de fluéncia e recuperacéo
foi composto principalmente pela deformacéo elastica retardada. O predominio
da deformacéao reversivel sobre a permanente (irreversivel) indicou que os géis
apresentaram comportamento elastico mais pronunciado. O aumento da
propor¢ao de a-La e/ou GMP, com simultanea reducdo da proporcéo de B-Lg,
implicou enfraquecimento da rede do gel, tendo em vista a diminuigdo causada

nos parametros do modelo simplificado de Burgers.

De acordo com o teste de relaxacdo de tensdo, os géis exibiram
comportamento de solido viscoelastico. O aumento da proporcao de a-La e/ou

GMP na mistura resultou na diminuicdo da tensdo maxima medida no inicio da
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fase de relaxacdo e no aumento da taxa de decaimento da tensao, indicando
assim maior fragilidade e menor estruturacédo da rede desses géis. As misturas
binarias de a-La/B-Lg e GMP/B-Lg apresentaram comportamento mais
viscoso, enquanto surpreendentemente a mistura das 3 proteinas apresentou

menor comportamento viscoso, apos 3 dias de armazenamento a 5°C.

De acordo com os resultados, verificou-se que B-Lg foi a proteina que

mais contribuiu para a formacao de géis coesos.

A morfologia da superficie dos géis foi consideravelmente influenciada
pela composicdo da mistura proteica. A presenca de maior proporcao de a-La
tornou a superficie menos rugosa e mais continua, com a diminuicdo do
tamanho dos poros. Efeito contrario foi constatado para maior proporgcdo de
GMP, que levou a formacéo de superficies mais rugosas e descontinuas, com
poros maiores. Com excec¢do dos géis constituidos puramente por B-Lg e da
mistura bindria B-Lg/a-La de maior propor¢cdo de a-La, foi observada a

formacdao de estrutura do tipo particulada.

Sob o ponto de vista pratico, com 0os modelos matematicos estimados é
possivel predizer e manipular as propriedades reolégicas (G'«, G1, G, A, U3) €
de gelificagdo (ty, pHy) dos géis de proteinas do soro, a partir da escolha e
combinacdo adequada das concentracdes destas proteinas, sob condicdes
semelhantes as empregadas neste trabalho. Sendo entéo possivel adaptar tais

propriedades do gel para diversas aplicagdes em alimentos.
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