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SORO DO LEITE E DOS GEIS RESULTANTES SOB CONDICOES VARIADAS DE pH
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RESUMO

Medidas reé6logicas sob cisalhamento oscilatério foram realizadas em reémetro de tensao e deformacao controladas com suspen-
soes de concentrado de proteinas do soro do leite (WPC) a 10% (m/m) em agua e a diferentes condicoes de pH (pH 4,0, 4,6 e 7,0). O
processo de gelificacao induzida pelo calor foi investigado, assim como as propriedades viscoelasticas dos géis formados a 80°C e
daqueles formados ap6s o decréscimo da temperatura a 20°C. Foi verificado que, em presenca de teores significativos de sais, pro-
cedentes do proprio soro, a concentragao usada nos experimentos foi suficiente para a formacgao de géis macroscopicos, e que o pH
exerce papel importante na formagédo e nanatureza estrutural dos géis.
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SUMMARY

RHEOLOGICAL CHARACTERIZATION OF THE HEAT-INDUCED GELATION OF WHEY PROTEINS AND OF THE RESULTING
GELS UNDER VARIED pH CONDITIONS. Rheological measurements have been carried out in a controlled stress and strain
rheometer on a whey proteins concentrate (WPC) at 10% (w/w) in water and at different pH conditions (pH 4.0, 4.6 and 7.0). The
heat-induced gelation process was investigated, as well as the viscoelastic properties of the gels formed at 80°C and those formed
after decreasing the temperature to 20°C. The results indicated that, in the presence of significant contents of salts from the whey
sample, the concentration used in the experiments was sufficient for the formation of macroscopic gels, and that the pH exerts an

important role on the formation and on the structural nature of the gels.

Keywords: rheology; whey proteins concentrate; gelation; functional properties.

1 - INTRODUCAO

O soro do leite bovino, fluido obtido apés a transfor-
macao da caseina em queijo ou a sua remogao para a pro-
ducao de caseinato ou outros ingredientes, consiste de
uma mistura complexa de proteinas globulares (~0,6%),
lipidios, minerais e lactose, em agua (93%) [9]. A secagem
e a remocao de componentes nao-protéicos, com o au-
mento da concentracdo em proteinas, levam a produtos
comerciais, denominados concentrados (WPC, com 25 a
80% de proteinas) ou isolados (WPI, > 90% de proteinas)
de proteinas do soro do leite. Os WPC e WPI vém sendo
usados pelaindustria alimenticia devido as suas propri-
edades nutricionais e funcionais. A p-lactoglobulina, pro-
teina cujo teor no soro alcanca 55-62%, a a-lactalbumina
(~10%), as imunoglobulinas (~10%) e a albumina do soro
do leite (6%) constituem-se nas macromoléculas respon-
saveis pelas propriedades funcionais dos WPC e WPI, den-
tre as quais podem ser citadas as de agentes gelificantes,
emulsificantes e estabilizantes de espuma.

A gelificacao de proteinas globulares tem sido inves-
tigada extensivamente e pode ser promovida por meio de
tratamentos acido ou enzimatico, por adicio de sais, e pe-
la acéo de calor [3,4]. Quando induzida pelo calor, a pH
neutro, a gelificacdo de proteinas globulares aparente-
mente consiste de um processo em duas etapas. Na pri-
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meira etapa, as moléculas sofrem uma transicao confor-
macional ou desnaturacao parcial, pela qual o ntmero
de residuos hidrofobicos expostos ao solvente aquoso au-
menta[l,12,17]. Como consequiéncia, na segunda etapa,
as moléculas parcialmente desnaturadas agregam-se.
Um gel macroscépico é formado se a concentracéo de pro-
teina for maior do que um valor critico [1,5,18,26].

A cinética de agregacéo e a estrutura dos agregados
séo ditadas pelo balanco de forcas atrativas e repulsivas
entre as moléculas de proteina parcialmente desnatura-
das e, de modo geral, dependem do pH, o qual controla a
carga liquida da proteina e da forca idnica, que limita as
interacoes eletrostaticas [2]. A pHs afastados do ponto
isoelétrico da proteina e sob forca idnica baixa, a repul-
séo eletrostatica entre as moléculas é grande; a rede tri-
dimensional do gel formado (transparente) é constituida
por fiadas finas, de diametro da ordem de nandémetros
[14,15,22]. No ponto isoelétrico ou sob forca iénica sufi-
ciente para eliminar a repulséo eletrostatica intermole-
cular, arede tridimensional desses géis, denominados de
géis particulados (brancos opacos), torna-se menos espe-
cificadevido a agregacao irregular de moléculas e seu dia-
metro alcanca a ordem de micrometros [14,23].

Grande parte das informacées sobre a gelificacdo e
as propriedades de géis de proteinas globulares foi obtida
a partir de estudos com sistemas formados por apenas
uma proteina, em particular com a B-lactoglobulina.
Técnicas diversas, como as espectroscépicas, o espalha-
mento de neutrons a baixo angulo, o espalhamento de
raios-X a baixo angulo, o espalhamento de luz estatico e
dinamico, a cromatografia de exclusao por tamanho, a ca-
lorimetria diferencial de varredura, medidas reologicas e
técnicas de miscroscopia tém sido usadas, independen-
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temente ou em conjunto, na obtencdo dessas informa-
coes. No entanto, o mecanismo de desnaturacédo, agrega-
cao e gelificacdo das proteinas globulares puras e em mis-
turas, como no soro do leite, ainda nao foi completamen-
te elucidado[1,12,14,17,20,21,22,23,24].

A gelificacdo do WPI [8,13,25], assim como as propri-
edades dos géis resultantes, tem sido pouco investigada
por meio de medidas reologicas. Estudos relativos ao
WPC nao foram encontrados na literatura cientifica. No
entanto, as propriedades funcionais desses produtos,
em particular a gelificacdo, tém contribuido para o seu
uso crescente em alimentos [13].

No presente trabalho, o efeito do pH sobre a gelifica-
cédo de um concentrado comercial de proteinas do soro do
leite, em suspensoes a 10% (m/m), foi estudado por meio
de medidas reolégicas sob cisalhamento oscilatorio.
Foram obtidas informacoées sobre a gelificacao induzida
pelo calor do sistema com uma mistura de proteinas glo-
bulares, e sobre o comportamento dos géis formados, sob
condicdes de pH neutro e acido. A importancia de estu-
dos com concentrados de proteinas deve-se ao fato de
que o seu custo e disponibilidade favorecem o seu uso pe-
laindustria de alimentos.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

O material utilizado consistiu de uma amostra co-
mercial de concentrado de proteinas do soro do leite
(WPC), de marca ALACEN 450, fornecida pela
Probiética Produtos Naturais Ltda. (Sao Paulo, SP). De
acordo com o fabricante, a amostra usada contém 83,6%
de proteinas, 6,67% de carboidratos, 7,5% de lipidios,
0,39% de célcio e 0,71% de sbédio. A técnica de fluores-
céncia de raios-X foi usada para quantificar os minerais
presentes no WPC, em espectrometro de fluorescéncia de
raios-X Rigaku, modelo RIX 3100 (Osaka, Japan). Esse
equipamento possui fonte de raios-X de sodio (4 kW) e a
analise € efetuada em pérola preparada a partir das cin-
zas (1 parte), obtidas pelo aquecimento da amostra a
550 C durante 4h, as quais, tetraborato de litio € adicio-
nado (10 partes). Por meio dessa técnica, foram quantifi-
cados (em mg/100g WPC) os elementos soédio (153,1),
magneésio (45,6), silicio (17,8), fésforo (320,0), enxofre
(3,8), potassio (738,0), calcio (547,9), ferro (1,1), niquel
(9,2) e cobre (10,9). O teor em cinzas foi de 2,8%, seme-
lhante ao reportado na literatura para outras amostras
de WPC e de WPI [6].

2.2 -Métodos
2.2.1 - Medidas turbidimétricas

A absorvancia a 650nm em funcao do pH (faixa 2,5 a
9,5) de suspensodes aquosas diluidas de WPC, foi deter-
minada anteriormente a qualquer tratamento térmico,
em espectofotometro Thermolyne Turner modelo SP-870
(Dubuque, USA).
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2.2.2 - Preparacao de solucoes

Solucdes de WPC foram preparadas a 10% (m/m),
sob agitacdo magnética e temperatura ambiente durante
3h, apés a adicdo controlada do produto a agua destilada
e deionizada. Uma pequena porcéo de azida de sodio foi
adicionada as solugdes, que permaneceram em geladeira
durante uma noite. Decorrido esse periodo, as solucoes
foram filtradas em papel de filtro e o pH foi medido. O pH
original das solucdes de WPC, pH 6,53, foi ajustado a pH
7,0 com uma solucao 1N de NaOH e a pH 4,6 e 4,0 com
uma solucao 1N de HCI.

2.2.3 - Medidas reoldgicas sob cisalhamento osci-
latorio

Medidas reologicas sob cisalhamento oscilatério fo-
ram realizadas em reémetro de tensao e deformacao con-
troladas AR2000, da TA Instruments (New Castle,
Delaware, USA), equipado com geometria de placas para-
lelas de 4,0cm de didmetro e gap de S00um. As solucées
foram desgaseificadas sob vacuo e, ap6s a colocacéo de
cada uma das amostras no sistema de medicédo, a super-
ficie exposta ao ar foi recoberta com 6leo mineral, a fim de
evitar-se a evaporacdo do solvente. Inicialmente, as
amostras foram condicionadas no reémetro a 20 C, du-
rante 5 min. Apos esse periodo, as amostras foram aque-
cidas a 80 C, sob taxa de 2 C/min. A temperatura foi
mantida a 80 Cdurante 3h, quando entio as amostras fo-
ram submetidas a uma varredura de freqiiéncia, na faixa
0,06283 a 200rad/s. Ao término desse ensaio, a tempe-
ratura foi levada a 20 C, sob taxa de 2 C/min. Ap6és um
periodo de 2h sob essa temperatura, uma outra varredu-
ra de frequiéncia foi realizada a 20 C. Durante as etapas
de aquecimento, de resfriamento e de condicionamento,
as medidas oscilatérias foram realizadas no dominio de
comportamento linear, sob freqtiéncia de 6,28rad /s e am-
plitude de deformacéao de 1%. Finalmente, ensaios osci-
latérios com variacao da amplitude de deformacéao na fai-
xa de 0,02 a 100% foram realizados a 20 C, sob freqiién-
ciade 6,28rad/s.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Anteriormente a qualquer tratamento térmico, medi-
das turbidimétricas a 650nm, em funcao do pH, foram
realizadas com suspensoées diluidas de WPC. Um valor
maximo foi determinado a pH 4,6. Esse resultado indi-
cou a presenca de agregados na faixa de pH entre 3,0 e
5,2.

No presente trabalho, as medidas reolégicas foram
realizadas em agua a pH 4,6, condicdo em que a agrega-
cdo mostrou-se maxima, e a pH 7,0, quando as proteinas
encontradas em maior propor¢ao no soro estao carrega-
das negativamente. As medidas foram também realiza-
das a pH 4,0, valor de pH inferior ao ponto isoelétrico das
proteinas majoritarias, e condicdo na qual a agregacéao
significativa foi observada por meio de medidas turbidi-
meétricas.
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FIGURA 1 - Variacdo de G' (a) e de G" (b) em func¢do do aumento da temperatura a 2°C/min de suspensdes de WPC a 10% (m/m) em

agua; A,A,pH7,0;®, O,pH4,6; ¥,V ,pH4,0

As Figuras la e 1b mostram a variacao dos médulos
de armazenamento, G', e do médulo de perda, G", respec-
tivamente, em funcdo do aumento na temperatura, de 20
a 80 C, sob taxa de 2 C/min, para suspensées de WPC a
10% (w/w) em agua nas trés diferentes condicdes de pH.
Em todos os trés casos, no inicio do experimento, os valo-
res de G" sdo ligeiramente superiores aos baixos valores
de G'. O aquecimento até 65 C, sob as condicdes usadas,
aparentemente nao alterou ou aumentou a proporcéao
de agregados a ponto de afetar os valores de G'. A partir
de 65 C, para a suspensdo a pH 4,0, os valores de G' pas-
saram a sofrer aumento continuo com o aumento da tem-
peratura, quando chegaram a ultrapassar G". O ponto
em que G' = G" tem sido considerado como o ponto gel. O
mesmo comportamento pode ser observado para as
amostrasapH4,6e 7,0,com diferencas nas temperatu-
ras nas quais ocorreu o aumento rapido em ambos os mo-
dulos e o ponto gel foi observado. A pH 7,0, s6 apos alcan-
car 80 C, um aumento significativo nos valores de G' e de
G" foi observado. Para uma amostra de WPl a ~ 110g/L
em agua e no mesmo pH, e submetida a experimento se-
melhante, o aumento de G' e de G" foi observado apés a
elevacdo da temperatura a 80 C [10]. A maior estabilida-
de térmica sob condicdes de pH mais elevado do que o
ponto isoelétrico foi observada para a ovalbumina [11] e
para a albumina do soro bovino (BSA) [27] em solucdes
aquosas de NaCl, por calorimetria diferencial de varredu-
ra.

Diferentemente do comportamento a pH 4,0 e a pH
7,0, sob condicdes de pH 4,6, um aumento pequeno em
G' e G" foi observado na faixa de temperatura entre ~ 67 e
76 C e, s6 entdo, ocorreu o aumento rapido nos valores
de ambos os médulos. No entanto, o ponto em que G' = G"
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foi alcancado a 67 C. Como o valor de G' é ainda muito
baixo, é razoavel supor-se que, a essa temperatura, um
estado pré-gel tenha sido alcancado, com a formacao da
rede tridimensional a temperaturas mais elevadas. De
acordo com a literatura, para a -lactoglobulina, géis par-
ticulados sao formados em faixa intermediaria de pH (4 a
6) e, para misturas de proteinas, como as do soro do leite,
o mesmo tipo de rede tridimensional é formado em faixa
intermediaria de pH, mas em intervalo mais largo [23]. A
técnica de microscopia de forca atomica (AFM) foi usada
para investigar a morfologia de agregados de WPI, a pH 2
e apH 7; apenas a pH 2, os agregados foram caracteriza-
dos como fibrilares [14]. No presente caso, todos os géis
apresentaram coloracdo branca opaca, muito provavel-
mente devido a presenca de sais no WPC, e podem ser
considerados particulados.

A Figura 2 mostra a cinética de gelificacdo a 80 C pa-
ra suspensodes de WPC a 10% (m/m) em agua sob dife-
rentes condicées de pH. A 80 C, o processo de gelificacao
tem continuidade, com aumentos significativos de G' e
de G". Seria interessante ressaltar que a pH 4,0 e a pH
7,0, esses valores ndo alcancaram um valor de equilibrio
durante as 3h de experimento. No entanto, a pH 4,6, G' al-
cancou um plato apos aproximadamente 2h. Para a BSA,
na faixa de concentracao entre 10 a 230mg/mL, sob con-
dicoes isoelétricas, a uma freqiiéncia de 6,28rad/s e am-
plitude de deformacdo de 1%, G'e G" atingiram um plato
ap6s 4h de aquecimentoa 80 C[16].

Os géis produzidos pelo calor de proteinas do soro do
leite sdo estabilizados por interacoes hidrofébicas, pon-
tes de hidrogénio, interacoes eletrostaticas e por ligacoes
covalentes [19]. A formacao de ligacoes covalentes inter-
moleculares, de maior energia, e que mais contribuem pa-
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FIGURA 2 - Cinética de gelificacdo a 80°C de suspensdes de
WPC a 10% (m/m) em agua; A, A, pH7,0;®, O, pH4,6; V¥,
V, pH 4,0. Simbolos cheios, G'; simbolos vazios, G"

ra o carater elastico do gel, resultam da exposicao de gru-
pos tiol (sulfidrila) reativos, que formam ligacdes do tipo
dissulfeto com outros grupos tiol,ou sofrem reacoes de
troca com grupos dissulfeto presentes na f-
lactoglobulina, na a-lactalbumina e na albumina do soro
do leite. No entanto, a formacédo de tais ligacoes ocorre
preferencialmente a pH neutro e praticamente nao se da
apHacido [2].

Osresultados da Figura 2 mostram valores de G' e de
G" bem mais elevados para o gel formado a partir de sus-
pensodes a pH 4,0, condicdo menos favoravel a reativida-
de dos grupos tiol [2], em relacdo as demais condicdes de
pH usadas no presente estudo. Em experimentos realiza-
dos com suspensodes de WPIa 13%,apHS5eapH 7, o pse-
udo-platé nao so foi atingido mais rapidamente a pH 5,
como também os valores de G' foram mais elevados [25].
Os resultados obtidos no presente trabalho parecem indi-
car que, para o concentrado de proteinas, no qual uma
quantidade significativa de sais esta presente, a forma-
cao de ligacoes hidrofobicas em solucdes aquosas, que é
favorecida pelo aquecimento e pelo decréscimo do pH,
tem papel mais importante na estabilizacdo do gel de
maior G', a pH 4,0. Essa interpretacdo é baseada nas evi-
déncias acumuladas em relacdo a estabilizacdo da con-
formacédo terciaria de proteinas globulares, para a qual
as interacdes hidrofébicas sdo consideradas dominantes
[7].

A Figura 3 apresenta os espectros mecanicos obtidos
a 80 C e amplitude de eformacao de 1%, na faixa de fre-
quéncia entre 0,06283 e 200rad/s. Nas condi¢oes de pH
estudadas, os respectivos espectros apresentam seme-
lhancas qualitativas; G' e G" variam relativamente pouco
com a freqiiéncia e os valores de G" permanecem bem me-
nores do que os de G'. As variacoes de G' e de G", dentro
da escala logaritmica, assim como o angulo de perda, tg
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=G"/G' menor do que 0,1 para os géis formados sob con-
dicoes de pH 4,0, confirmam o seu carater elastico mais
marcante. As flutuacoes de G" observadas sob freqtiénci-
as baixas, principalmente para o gel a pH 7,0, podem es-
tar relacionadas ao seu carater viscoso, comumente ob-
servado para géis de proteinas.

As Figuras 4a e 4b mostram a variacdo de G' e de G",
respectivamente, com o decréscimo da temperatura de
80 a 20 C. Para os géis de suspensédes preparadas a pH
7,0 e 4,6, um pequeno aumento nos valores de G' e de G"
pode ser observado.

Um aumento muito mais expressivo ocorreu no caso
dos géis obtidos a partir de suspensodes preparadas sob
condigdes de pH 4,0. Com o decréscimo da temperatura,
a formacao de pontes de hidrogénio é favorecida; os géis
tornam-se mais fortes, e G' e G" aumentam. No caso da
gelificacao induzida pelo calor de WPC a pH 4,0, o au-
mento bem maior de G' pode ser atribuido a formacéo, pe-
lo resfriamento, de pontes de hidrogénio intermolecula-
res na rede tridimensional anteriormente estruturada e
fortalecida por ligacoes hidrofébicas.
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FIGURA 3 - Espectros mecanicos a 80°C de suspensdes de géis
de WPC a 10% (m/m) em agua; A, A, pH 7,0; @, O, pH 4,6;
V¥, V,pH4,0. Simbolos cheios, G'; simbolos vazios, G"

Ap6s um periodo de estabilizacdo de 2h a 20 C (Figu-
ra 5), espectros mecanicos foram obtidos sob essa tem-
peratura (Figura 6). Comparado ao espectro da Figura 3,
os valores de G' e de G" a 20 C s&o bem maiores e variam
pouco com a freqtiéncia. O aumento dos médulos foi mai-
or no caso dos géis da suspensdo de WPC a pH 7,0, quan-
do comparado aqueles a pH 4,6. Nesse caso, os resulta-
dos parecem indicar que, com o decréscimo da tempera-
tura e a formacédo de pontes de hidrogénio, as estruturas
dos géis obtidos a partir de suspensoes de WPC a pH 7,0
e apH 4,6 aparentemente tendem a igualar-se. No entan-
to, a 20°C o menor valor de tg  ~ 0,06 a pH 7,0 indica
que, dentre as condic¢oes estudadas de pH, esse gel apre-
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FIGURA 5 - Cinética de gelificacao a 20°C de géis de WPC a 10%
(m/m) em agua; A, A, pH7,0; ®, O, pH 4,6; ¥, V, pH 4,0.
Simbolos cheios, G'; simbolos vazios, G"

senta o carater elastico mais elevado. O decréscimo no va-
lor de tg 6 com a queda da temperatura de 80°C para
20°C, observado para uma amostra de WPI, foi relaciona-
do a existéncia de rede de fiada fina [25].

As diferencas estruturais entre os géis de WPC po-
dem ainda ser conferidas a partir dos experimentos reali-
zados em seguida aos espectros mecanicos a 20 C.
Nesses ensaios, os géis foram submetidos a amplitudes
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FIGURA 6 - Espectros mécanicos a 20°C de géis de WPC a 10%
(m/m) em agua; A, A, pH7,0; ®, O, pH 4,6; ¥, V, pH 4,0.
Simbolos cheios, G'; simbolos vazios, G"

de deformacao crescentes, na faixa entre 0,02 a 100%, a
20°C. A Figura 7 mostra a variacao de G'/G', em funcéao
da amplitude de deformacéo, para os géis de WPC a dife-
rentes pH. Os géis a pH 4,6 suportam apenas deforma-
coes baixas, até o limite de 1%, acima do qual o compor-
tamento viscoelastico linear ndo mais é observado. Por
outro lado, a faixa de comportamento viscoelastico linear
estende-se até, aproximadamente, 4% para os géis a pH
7,0 e a pH 4,0. De acordo com a Figura 7, embora
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apresente o mesmo limite de deformacéao elastica obser-
vado para o gel obtido a pH 4,0, o gel a pH 7,0 mantém-se
mais proximo a linearidade sob deformacdes elevadas.

11 ‘rvvvﬂt#*t#tt‘li::"';:;“‘“
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FIGURA 7 - Mé6dulo de armazenamento reduzido (G'/G') em

funcédo da amplitude de deformacéo a 20°C de géis de WPC a
10% (m/m) em dgua; A pH7,0; ® pH4,6; ¥ pH4,0

4 - CONCLUSOES

O estudo reolégico sob cisalhamento oscilatério rea-
lizado com suspensdes de proteinas do soro do leite
(WPC) a 10% (m/m) em agua, a diferentes condicoes de
pH, mostrou (a) que a concentracao usada foi suficiente
para que ocorresse formacao de géis macroscépicos sob
todas as condicoes usadas de pH; (b) que o pH exerce um
papel importante sobre a temperatura critica de gelifica-
céo e sobre as propriedades viscoelasticas dos géis cura-
dosa80ea?20°C. ApH4,0, o processo de gelificacao indu-
zido pelo calor teve inicio a 65°C e, apods a cinética de geli-
ficacdo a 80°C, foi formado o gel mais rigido e de carater
elastico mais elevado, estabilizado por interacdes hidro-
fébicas. Com o resfriamento a 20°C, um aumento signifi-
cativo nos valores de G' e de G" foi observado; o efeito da
formacao de pontes de hidrogénio revelou-se marcante.
A pH 7,0, a suspensdo mostrou-se mais estavel ao calor.
O processo de gelificacdo teve inicio a 80°C e o gel menos
rigido e de menor carater elastico foi caracterizado, apos
a establizacdo a 80°C. A pH 4,6, o cruzamento dos modu-
los deu-se a 67°C, mas o aumento acentuado de G' s6 foi
observado a 76°C. O gel curado a 80°C apresentou valo-
res intermediarios de G'. Espectros mecanicos realizados
a 20°C mostraram caracteristicas viscoelasticas aparen-
temente semelhantes para os géis a pH 7,0 e a pH 4,6. No
entanto, o gel obtido a pH 7,0 foi aquele que apresentou o
carater elastico mais elevado e demonstrou a menor sen-
sibilidade a deformacéo sob essa temperatura, muito pro-
vavelmente devido a formacao favorecida de ligacoes co-
valentes.
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