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RESUMO

SILVEIRA, Arlan Caldas Pereira, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2012. Propriedades reoldgicas e interfaciais de sistemas
modelo constituidos de agua, proteinas lacteas e fosfolipideos em
diferentes proporcdes. Orientador: Anténio Fernandes de Carvalho.
Coorientadores: Italo Tuler Perrone, Afonso Mota Ramos e Luis Antdnio Minim.

As proteinas do leite s&o largamente utilizadas nas industrias alimenticias. Elas
podem ser classificadas em relagao a suas estruturas: proteinas flexiveis, para
as caseinas e as proteinas globulares, para as proteinas soluveis. A superficie
do po reflete a interface ar/agua das goticulas de secagem e sabe-se pouco a
respeito das interacbes protéicas que podem se produzir na fabricagdo dos
lacteos em pos. O objetivo deste trabalho foi de elucidar os mecanismos de
formagao de interfaces ar/agua, entre estes dois tipos de proteinas, em fungao
da presenga e auséncia de fosfolipideos, e de se focar na ligagao existente
entre estas proteinas e os processos utilizados industrialmente na atomizagéao.
A utilizagdo simultanea, de tensdo interfacial, de reologia de cisalhamento
interfacial e de reologia de dilatagédo interfacial permitiu a caracterizagado das
propriedades interfaciais de diferentes misturas a alta concentragcdo de
proteinas, e de fosfolipideos na interface ar/agua. As solugdes de caseinas e
proteinas soluveis mostraram comportamentos diferentes na interface ar/agua.
Existe uma interacdo entre as moléculas de caseinas e fosfolipideos ao curso
de suas adsorg¢bes na interface ar/agua. No mais outro resultado interessante
deste trabalho, mostra que a adicdo de fosfolipideos em solugdes de alta
concentracdo de caseinas, antes do processo de atomizagdo, ndo é suficiente

para diminuir o tamanho das gotas formadas nos processos de atomizagéao.
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ABSTRACT

SILVEIRA, Arlan Caldas Pereira, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2012. Rheological and interfacial properties of model systems
consisting of water, milk proteins and phospholipids in different
proportions. Adviser: Antonio Fernandes de Carvalho. Co-Advisers: Italo Tuler
Perrone, Afonso Mota Ramos and Luis Antonio Minim.

Milk proteins are widely used in food industry. They can be classified in relation
to their structure: caseins are flexible proteins, while the soluble proteins are
globular. The surface of the powder reflects the air / water interface of droplet
drying and we know relatively little about protein interactions that may occur
during the manufacture of powder. The objective of this work is to understand
the mechanisms of formation of air / water interfaces, between these two
different proteins, in the presence and absence of phospholipids, and to
examine the link between these properties and the spray-drying processes
used. The simultaneous use of surface tension, interfacial shearrheology, and
interfacial expansion rheology has allowed us to characterize the interfacial
properties of different solutions of high protein concentration. Caseins and
soluble protein solutions show different behaviors at the air / water interface.
There is an interaction between the molecules of phospholipids and caseins
during their adsorption at air / water interface. In addition, another interesting
result of this work shows that the addition of phospholipids in highly
concentrated solutions of casein before the atomization process is not sufficient

to reduce the droplet size formed during atomization.

Xiii



1. Introducéo
Além de suas caracteristicas nutricionais as proteinas do leite séo

utiizadas como ingredientes em industrias alimenticias devido a suas
propriedades funcionais. As proteinas do leite podem ser classificadas em
relagdo a suas estruturas em proteinas flexiveis para as caseinas e proteinas
globulares para as proteinas soluveis (Dickisonm 2001). As caseinas
apresentam uma estrutura dindmica e constituida das proteinas a, 3, k-caseina.
As duas principais proteinas soluveis sdo o—Lactalbumina e a B—Lactoglobulina
sendo que esta ultima representa 50 a 60 % das proteinas do soro. Uma
caracteristica importante das proteinas do soro € que elas contém pontes
dissulfetos com estruturas terciarias, e preservam sua forma globular mesmo
apds adsorcdo em uma interface. Em consequéncia destas caracteristicas a
estrutura molecular das proteinas tem um forte impacto sobre suas
propriedades reologicas e interfacias. Como as proteinas do leite podem ser
degradadas pela agao fisica ou microbiolégica elas sdo secas por pulverizagao
para minimizar a velocidade das principais reacdes de deteorizagado, reduzir
custos de transporte e para facilitar a manipulagao.

Desde os anos 80, a industria de laticinios tem desenvolvido novos
processos tecnologicos para extrair e purificar proteinas, tais como as
proteinas do leite e do soro de leite (Caron et. al., 1997; Goudédranche et. al.,
1980; Le Graét et. al., 1979; Madsen & Bjerre,1981; Maubois et. al., 1987),
caseina micelar (Fauquant et. al., 1988; Schuck et. al., 1994a)
phosphocaseinato nativo (Pierre et. al., 1992; Schuck et. al., 1994b), e
proteinas do soro de leite desmineralizado (Jeantet et. al., 1996). Este
desenvolvimento se deve, em grande parte, ao surgimento da tecnologia de
membranas (microfiltragao, ultrafiltracdo nanofiltragdo, e osmose inversa).

Como as proteinas do leite sdo pereciveis, estas sdo estabilizadas por
processos de secagem, pela remogao de parte de sua agua, com o objetivo de
aumentar seu tempo de prateleira, diminuir custos de transporte e estocagem,
dentre outros. O processo de secagem mais comum utilizado para a
desidratacdo destas proteinas é o processo de spray-dryier, durante o qual as
solucdes de proteinas sdo transformadas em poé pela eliminacdo da quase

totalidade de seu conteudo em agua. A influéncia da composi¢éo do liquido a



ser seco sobre a composicdo da interface dos pos foi estudada por
espectrometria fotoeletrénica de raios X (XPS) (Faldt & Bergenstahl, 1996;
Gaiani et al, 2006.; Kim, 2008). Todos esses autores mostraram que a
composic¢ao da interface do p6 é muito diferente da composicdo média do seu
interior . Quando um componente tensoativo estd presente no liquido a ser
seco, como proteina ou fosfolipideos, a superficie do po é recoberta por este
componente (Gaiani, et al. 2007; Kim 2008). Outros autores sugeriram que a
superficie do po refletia a interface ar/agua das goticulas de secagem (Faldt,
1995; Landstrom et. al., 2000; Landstrom, et. al., 2003). Os processos de
pulverizagdo durante a secagem, provocam igualmente varias alteragcdes
estruturais e transformagdes fisico-quimicas que podem influenciar as
propriedades funcionais dos pos, como a molhabilidade (Faldt & Bergenstahl,
1996;. Gaiani et al, 2009), a aglomeragao (Nijdam & Langrish, 2006), a fluidez
(Onwulata, et. al., 1996) ou ainda a estabilidade a oxigenacao (Hardas, et. al.,
2000). Quando diferentes componentes tensoativos sdo misturados a adsorgéo
concorrencial, ou seja a concorréncia pela adsorgdo na interface, € um
fenbmeno comum.

De acordo com Dickson (2001) é possivel identificar trés etapas
principais ao curso dos processos de adsorcdo nas interfaces. A primeira etapa
€ a passagem das proteinas através da interface, em seguida se produzem as
ligacbes entre as proteinas na interface, e por fim, acontecem os arranjamentos
estruturais na camada adsorvida (Dickson, 2001). Este fenbmeno é bem
documentado e varias informacgdes sao disponiveis no dominio das emulsdes
(Dickinson, et. al., 1988 a; McClements, 2004) e de espumas (Marinova et al,.
2009; Zhang & Goff, 2004). é dificil comparar os estudos onde se é permitido
que a adsorcgao atinja o equilibrio, altas escalas de tempo (emulsdes, espuma)
com resultados onde a adsorcéo € interrompida, ao curso da atomizacgao, por
exemplo, apds uma fragdo de segundos (Faldt, 1995). Em consequéncia, sabe-
se muito pouco a respeito das competicdes entre as proteinas ao nivel da
adsor¢ao na interface ar/agua em uma goticula de secagem.

As propriedades funcionais dos leites em pd podem ser controladas
pelo conhecimento de seus elementos e das técnicas utilizadas, como o
tratamento térmico, a homogeneizacdo, a filtragdo, a concentracdo e a

secagem. Os fatores que controlam as caracteristicas fisicas (a solubilidade, a
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dispersibilidade etc.), sdo bem documentados. Existem poucas informagdes na
literatura cientifica sobre as interagdes entre proteinas que podem ocorrer
durante a fabricacdo dos produtos desidratados e como essas interagdes
podem influenciar sua funcionalidade (Singh, 2007).

Existe igualmente pouca informacgao disponivel sobre a relagdo entre
as propriedades funcionais e os processos de altera¢gdes induzidos ao nivel das
proteinas. A fim de se produzir novos produtos lacteos desidratados com
propriedades funcionais especificas, a compreensao quantitativa da
funcionalidade, e sua relagdo com as diversas alteracbes nos componentes do
leite ,durante a fabricagao, deverao ser desenvolvidas.

O objetivo deste trabalho foi o de entender os mecanismos de
formagado de interfaces ar/agua entre dois grupos de proteinas de estruturas
diferentes: um de estrutura micelar, constituida pelas caseinas nativas (PPCN);
outro de estrutura globular constituido pelas proteinas soluveis (PS); na
presenca e na auséncia de fosfolipideos (PL). Adicionalmente, objetivou-se
correlacionar essas propriedades com os processos utilizados industrialmente

para a secagem de produtos lacteos.



1. Reviséo de Literatura
1.1 Leite

O leite pode ser entendido como um fluido secretado pelas fémeas de
mamiferos com o propédsito de satisfazer os requerimentos nutricionais dos
recém nascidos. Como tal, constitui-se na unica fonte de energia, provida por
lipideos e lactose, aminoacidos, acidos graxos essenciais, vitaminas,
elementos inorganicos e agua para o0s neonatos. Apresenta ainda um
importante papel fisiolégico representado principalmente por fatores de
crescimento, enzimas, hormdénios, compostos antibacterianos, proteinas e
peptideos, incluindo imunoglobulinas (Fox, 2003).

O valor médio de pH do leite bovino situa-se em 6,7 sob temperatura
ambiente. Apresenta uma constante dielétrica média de 80, a temperatura de
20° C, a qual é aproximadamente a mesma da agua pura. Embora a
viscosidade seja duas vezes maior que a da agua, comporta-se como fluido
newtoniano. As substancias dissolvidas conferem pressao osmoética média de
700 kPa (7 bar) e atividade de agua de 0,995. Possui densidade média de 1029
kg/m? que varia principalmente em fungao do teor de gordura (Walstra, 2006).

Sob uma perspectiva fisico-quimica, o leite é uma secrecdo de pH
proximo a neutralidade, que se constitui em uma emulsédo de gorduras e agua,
estabilizada por uma dispersao coloidal de proteinas, em uma solucéo de sais,
vitaminas, peptideos, lactose, oligossacarideos, caseinas e outras proteinas.
Possui também enzimas, anticorpos, hormoénios, pigmentos (carotenos,
xantofilas, riboflavina), células (epiteliais, leucécitos, bactérias e leveduras) e
gases dissolvidos (CO,, O, e Np) (Walstra, 2006). A composi¢cao do leite é

mostrada na Tabela 1.



Tabela 1. Composicao centesimal do leite de vaca.

Constituinte Conteudo médio no leite Variagao (% m/m)
(% m/m)

Agua 87,1 83,5 — 88,7
Solidos nao-gordurosos 8,9 7,9-10
Gordura no extrato seco 31 22 -38
Lactose 4,6 3,8-5,3
Gordura 3,6 25-55
Proteinas 3,4 23-4.4
Caseinas 2,6 1,7-3,5

Minerais 0,7 0,57 - 0,83

Acidos organicos 0,17 0,12 - 0,21

Diversos 0,15 -

Fonte: (Walstra, 2006).

A matéria nitrogenada do leite representa aproximadamente 3,4 % de
sua massa. Ela pode ser dividida fundamentalmente em trés grupos: caseinas,
proteinas do soro e nitrogénio ndo protéico. A caseina corresponde a 80 %
(m/m) do total protéico no leite bovino, e pode ser subdividida em quatro
fragbes principais, os1, as2, p € k— caseina, que se associam para formarem a
micela de caseina. As proteinas do soro apresentam formato globular, sendo
que as principais encontradas no leite bovino s&o B-lactoglobulina, ao-
lactoalbumina, albumina do soro sanguineo (BSA) e imunoglobulinas. O leite
bovino também possui quantidade expressiva de minerais, sendo que se
destacam o calcio e o fosforo, além de vitamina A do complexo B (Fox, 2003).

A maioria destas proteinas, usadas como ingredientes nutricionais ou
funcionais, sdo comercializadas na forma desidratada (Figura 1). O "Cracking"
do leite em diferentes formas desidratadas e estaveis levou a um aumento
subito no uso de produtos lacteos intermédiarios. Novas utilizagdes destes
constituintes surgiu com a fabricagcdo de novos produtos para formulagdes,

substitutos e adaptadores de matéria-prima.
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1.2 Micelas de caseina

Segundo Fox (2003) as quatro principais caseinas do leite bovino séo
Os1, Os2, B € K e representam respectivamente 37, 10, 35 e 15 % do total de
caseinas. Entre suas principais caracteristicas (Tabela 2), duas apresentam
papel fundamental para a estrutura. A primeira diz respeito a importante
presenca de residuos de prolina, principalmente na [(-caseina, na qual
representa 17 % do total dos aminoacidos. A presenga de multiplos residuos de
prolina afeta a organizacdo espacial das proteinas, interrompendo estruturas
secundarias do tipo a-hélice e folha 3. A segunda refere-se a presenca de dois
residuos de cisteina nas fragdes ags; € K-caseina, que permitem a formacgao de
pontes dissulfeto intra ou intermoleculares. Além desses fatores, as caseinas
sdo ricas em residuos de glutamina e asparagina que estdo sob forma ionizada
(PK=4,5-4,7) no pH do leite, e contribuem significativamente para a formagao
de cargas negativas.

Caseina pode ser definida como uma proteina micelar precipitada por
acidificacao do leite desnatado a pH 4,6 e a temperatura de 20°C, sendo
classificada como fosfoproteina, devido a presenca de fosforo (Sgarbieri, 1996).

A capacidade das caseinas de formarem estruturas similares a micelas
quando em solucdo, advém da natureza anfifilica das suas moléculas. No leite,
as caseinas sao associadas por meio de ligagdes de seus grupos de fosfato de
calcio, formando micelas com diametro aproximado de 200 nm (De Kruif,
2003). Quando o fosfato de calcio é removido, as micelas de dissociam em
mondmeros e, ou submicelas de caseina (Walstra, 1990).

A caseina possui regides hidrofobicas e hidrofilicas (De Kruif e Grinberg,
2002). A conformac&o das moléculas expde consideravelmente os residuos
hidrofébicos, o que resulta em forte associagado entre as caseinas e as torna

insoluveis em agua.



Tabela 2. Principais caracteristicas das caseinas de origem bovina
(Swaisgood, 2003; Farrel et al., 2004).

a-s1 caseina a-s2 caseina B-caseina K-caseina
(Variante B 8P)  (Variante A 11P)  (Variante A? 5P) (Variante B 1P)
N° de variantes 5 4 7 2
genéticas
Massa Molar (Da) 23614 25230 23983 19023
Concentracgao 10 2,6 9,3 3,3
(g/L)

Amino-acidos 199 207 209 169
Prolina 17 10 35 20
Cisteina 0 2

Acido glutamico 24 25 18 13
Acido aspartico 7 4
Fosfosserina 8 11
Glicosilagao 0 0 0 0-5
Carga pH 6,6 -21 -15 -12 -3
(mV)
pl 4,94 5,37 5,14 5,90
Precipitagéao + + + -

(CaCly/ pH 7)

O termo micelas de caseinas foi utilizado inicialmente no trabalho de
Beau (1932). Todavia somente a partir dos trabalhos de Waugh e
colaboradores (1956, 1965, 1971) que comecgou ser amplamente difundido nas
publicacdes cientificas sobre leite e derivados lacteos.

No Compéndio de Terminologia Quimica publicado pela International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC, 1997), as micelas de caseina
podem ser descritas como particulas de tamanho coloidal, denominadas como
supramoléculas, ou ainda como entidades moleculares organizadas e mantidas
em conjunto por meio de interagdes intermoleculares ndo covalentes. Na tabela
3 encontra-se algumas das caracteristicas gerais das micelas de caseina.

Por meio de microscopia eletrébnica constata-se que as micelas de
caseina s&o geralmente esféricas com diametro variando de 50 a 500 nm,
média de 150 nm, e massa variando de 10° a 3 x 10° Da, média de 10® Da. Sao

encontradas em uma proporcdo de 10'* a 10" micelas.mL™ de leite. Pequenas



micelas também estdo presentes em grande quantidade, porém representam

infima proporgédo da massa (FOX, 2003).

Tabela 3. Caracteristicas gerais das micelas de caseina (Fox, 2008).

Caracteristicas Valor
Diametro 150 nm (variando de 50-500 nm)
Area superficial 8 x 10"%cm?
Volume 2,1x 10" cm?
Densidade (hidratada) 1,0632 g.cm™
Massa 22x10"g
Conteudo de agua 63 %
Hidratacao 3,7gH,0.9g"
Massa Molar (hidratada) 1,3 x 10° Da
Massa Molar (desidratada) 5x 10% Da
N° cadeias polipeptidicas 5x10°
N° particulas por mL de leite 10™-10"°
Superficie micelar por mL de leite 5 x 10* cm?
Distancia livre média 240 nm

As caseinas ndo apresentam conformacdo terciaria (tridimensional)
rigida e possuem a capacidade de modificar-se rapidamente as mudangas
ambientais. Uma analise preliminar da sequéncia de aminoacidos das caseinas
sugere uma conformagdo extendida dessas proteinas em fungédo da elevada
frequéncia de residuos de prolina, acarretando consequentemente na redugao
de conformacdes secundarias e terciarias. Entretanto, o estabelecimento de um
modelo conformacional para as micelas de caseina ainda demanda estudos
com elevado grau de sofisticag&o, incluindo ressonéncia magnética nuclear,
modelagem molecular e microscopias eletrénicas. Segundo Horne (2009) para
qualquer modelo de micela de caseina sugerido faz-se necessario considerar a
localizac&o superficial da k-caseina assim como seu papel estabilizador.

Em meio aos varios modelos propostos para a estrutura da micela de
caseina, um em particular parece mais consistente, o modelo de estrutura
aberta (Figura 2) (Holt, 1992; De Kruif e Holt, 2003; Dalgleish, 2004). Nesse



modelo as moléculas de k-caseina apresentam-se com a parte C-terminal
proeminente, estendendo-se de 5-10 nm da superficie da micela, para formar
uma camada denominada pilosa (hairy-layer). Essa camada confere
estabilidade a micela devido ao seu baixo potencial zeta de - 20 mV, somado a
estabilizacao espacial (De Kruif e Holt, 2003).

Horne (1998, 2006) descreve o papel das interagdes hidrofobicas e
ibnicas na formagao das micelas de caseina no modelo de estrutura aberta.
Esse autor leva em consideracdo as estruturas individuais das caseinas e
ressalta o importante papel da formagdo de “pontes” de fosfato de calcio
coloidal entre elas e nao entre sub-micelas. De acordo com De Kruif e Holt
(2003) cada “nanocluster” de fosfato de calcio coloidal pode se ligar a cinco
cadeias polipeptidicas e, considerando que as caseinas 0g1, Os2 € J
apresentam duas ou mais sequéncias de residuos fosfosserina, o fosfato de
calcio coloidal torna-se imprescindivel a formacdo de uma estrutura micelar
tridimensional.

Horne (2009) salienta que apesar das interagdes de origem hidrofébicas
serem relativamente fracas, elas estido presentes em elevado numero nas
micelas de caseina e contribuem para a sustentacdo da estrutura micelar. Haja
vista a manutencao dessa estrutura apos a acidificacdo do leite, a qual resulta

em dissolugéo do fosfato de calcio coloidal (Marchin et al., 2007).

Figura 2. Modelo de micela de caseina em estrutura aberta (Holt, 2003).

O conhecimento sobre a estrutura das micelas de caseina € importante
devido ao seu papel na industria lactea, por exemplo, na fabricagdo de queijos,
na estabilidade de leite UHT, leite condensado, leite reconstituidos e produtos

congelados.
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1.3 Proteinas Sollveis

O soro de leite pode ser obtido em laboratério ou em industrias por trés
processos principais (Zinsly et al.,2001; Maubois et al.,2001): a) pelo processo
de coagulagao enzimatica, resultando na coagulagdo das caseinas, matéria-
prima para a produgao de queijos e no soro "doce"; b) precipitagéo acida no pH
isoelétrico (pl), das caseinas (pl = 4,6) resultando na caseina isoelétrica e no
soro acido; c) separacao fisica das micelas de caseina por microfiltragdo, em
membranas de 0,1 um, obtendo-se um concentrado de micelas e as proteinas
do soro.

O soro de leite, em geral, contém aproximadamente 20 % das
proteinas originais do leite (tabela 4). As duas principais proteinas sao a [3-
lactoglobulina e a a-lactalbumina, que perfazem 70 % a 80 % das proteinas
totais do soro (Sgarbieri,1996). As sub-fracdes ou peptideos secundarios,
assim denominados por se apresentarem em pequenas concentragées no soro
de leite, sdo compostas por: glicomacropeptideos, imunoglobulinas, albumina,
lactoferrina, lactoperoxidase, lisozima, lactolina, relaxina, lactofano, fatores de
crescimento IGF-1 e |IGF-2, proteoses-peptonas e aminoacidos livres
(Haraguchi et al., 2006).

11



Tabela 4. Composicao do soro bovino.

Composicao Proteinas

o .
do Soro de leite % do soro de leite Propriedades
Sdlidos totais 6,5 B-Lactoglobulina Gelatinizante
Proteina 0,8 a-Lactalbumina Formar espuma
. Substituta do
Imunoglobulina
colostro
Lipoproteinas
(BSA*) Emulsificante
Lactoferrina Bacteriostatica
Lactoperoxidase Bacteriostatica
Gordura 0,05
Lactase 4,5
Cinza 0,5

Acido Lactico 0,05
Fonte: Adaptado de Antunes, 2003.

*BSA: Albumina do soro bovino

As proteinas do soro apresentam quase todos os aminoacidos
essenciais em excesso as recomendacdes, exceto pelos aminoacidos
aromaticos fenilalanina e tirosina que nao aparecem em excesso, mas atendem
as recomendacoes para todas as idades. Apresentam elevadas proporcoes dos
aminoacidos triptofano, cisteina, leucina, isoleucina e lisina (Sgarbieri, 2004;
Torres, 2005).

As proteinas do soro de leite sdo altamente digeriveis e rapidamente
metabolizadas pelo organismo, estimulando a sintese de proteinas sanguineas
e teciduais a tal ponto que alguns pesquisadores (Boirie et al.,1997; Dangin et
al., 2001) classificaram essas proteinas como proteinas de metabolizag&o
rapida, fast metabolizing proteins, muito adequadas para situagbes de
estresses metabdlicos em que a reposigao de proteinas no organismo se torna
emergencial.

As proteinas do soro de leite sdo conhecidas pela versatilidade de suas
propriedades funcionais, sendo utilizadas na alimentacdo de atletas, na

fabricacdo de bebidas lacteas, na producédo de ricota e como coadjuvantes
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tecnoldgicos e, ou ingredientes nas industrias de produtos carneos, panificagcao
e confeitaria (Wit, 1998).

1.3.1 B-Lactoglobulina

A B-lactoglobulina (B-Lg) é, quantitativamente, a principal proteina do
soro de leite, apresentando massa molar média entre 18400 — 36800 Da. E a
principal proteina do soro de leite em ruminantes, ndo sendo encontrada em
abundancia no leite de muitas outras espécies, como no leite humano. A [3-
lactoglobulina apresenta polimorfismo genético, sendo que as variantes A e B
sdo mais comuns (Kinsella & Whitehead, 1989; Sgarbieri, 1996; Haraguchi, et
al., 2006).

A B-lactoglobulina bovina apresenta na sua estrutura primaria 162
aminoacidos, ponto isoelétrico de 5,2 e massa molar de aproximadamente
18.300 Da. Possui cinco residuos de cisteina sendo que quatro estio
envolvidos em duas ligacdes dissulfeto entre os residuos de cisteina (106-119)
e (66-160) que contribuem para a manutengdo da sua estrutura terciaria
(Torres, 2005) (Figura 3).

Figura 3. Estrutura tridimensional de um mondémero de B-lactoglobulina (Qin et
al., 1998).

A alergenicidade atribuida as proteinas do leite esta, essencialmente,
associada a B-lactoglobulina, e afeta cerca de 1% - 2% de criangas com menos
de dois anos, sendo algo compreensivel ja que se trata de uma proteina

inexistente no leite humano (Torres, 2005).
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A proteina existe como um dimero estavel em solugéo, leite, devido a
interacdo eletrostatica entre Asp™° e Glu'* de um mondmero com o residuo de
lisina de outro mondémero, e em pH < 3 e pH > 8 os dimeros se dissociam em
mondmeros (Kinsella & Whitehead, 1989; Sgarbieri, 1996).

1.3.2 a-Lactoalbumina

Em termos quantitativos, a a-lactalbumina (a-La) é a segunda proteina
do soro, de massa molar igual a 14000 Da (Walzem et al., 2002).
A a-lactalbumina (a-La) (Figura 4) € uma proteina globular compacta e se
manifesta como monémero no pH natural do leite, pH 6,6. Possui um excelente
perfil de aminoacidos essenciais, sendo rica em lisina, leucina, treonina,
triptofano e cistina (Kinsella & Whitehead, 1989; Sgarbieri, 1996).

Figura 4. Estrutura tridimensional de uma molécula de a-lactalbumina (Qin et
al., 1998).

A funcdo biolégica da a-La € modular a especificidade da
galactosiltranferase no complexo lactose sintetase, que catalisa o ultimo passo
da biossintese da lactose no tecido mamario (Kinsella & Whitehead, 1989;
Sgarbieri, 1996; Walzem et al., 2002).

A a-La purificada é usada comercialmente em formulas infantis devido
a similaridade estrutural e composicional em relacido a principal proteina do
leite materno. E também utilizada em alimentos protéicos para esportistas, pois
constitui uma boa fonte de aminoacidos de cadeia ramificada, os quais estao
envolvidos no fornecimento de energia e sintese protéica muscular (Walzem et
al., 2002; Ha & Zemel, 2003).
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1.4 Secagem

A secagem ou desidratacdo € uma operagdo muito util na industria de
alimentos assim como em industrias farmacéuticas, poliméricas e quimicas
(Schuck, 2002). Esta operacao consiste na extragdo de parte da agua de um
produto, permitindo uma conservagdo mais longa e diminuindo os custos
logisticos.

A tecnologia de secagem do leite é empregada industrialmente desde o
inicio do século XX. O primeiro dispositivo confeccionado para a secagem do
leite foi o dispositivo de secagem por cilindros, de Just et Hattmaker,
patenteado em 1902 (Sloth et al., 1990). Apés a segunda guerra mundial, as
instalagdes de secagem por cilindros ndo eram mais suficientes para secar a
totalidade dos excedentes lacteos e nem por satisfazer a demanda por
qualidade do produto. Foi entdo desenvolvido a secagem por atomizagao para
produtos lacteos, o que permitiu a obtengdo de um produto de melhor
qualidade em comparagao a secagem por cilindros. A secagem por atomizagéo
€ utilizada nas industrias de laticinios desde 1930, mesmo que a primeira
patente sobre este processo € datada de 1865 por Larmont, para a secagem
de ovos (Masters, 1991).

A secagem dos liquidos por pulverizagdo, frequentemente chamada de
secagem por atomizagéo ou “spray drying” em inglés, consiste em dispersar o
produto a ser seco sobre forma de pequenas goticulas em uma corrente de ar
quente de maneira a obter um pdé. Quando um alimento € colocado em uma
corrente de ar com baixa umidade relativa e elevada temperatura (150 a
300°C), é formada espontaneamente uma diferengca de temperatura e presséo
parcial de agua entre o alimento e o ar, resultando uma transferéncia de
energia na forma de calor do ar para o produto e uma transferéncia de agua do
produto para o ar (Figura 5, Bimbenet, 1978). O principio de secagem por
pulverizacao é de criar uma superficie de troca muito elevada entre o liquido
pulverizado e o ar quente de secagem a fim de melhorar a transferéncia de
matéria e de energia na forma de calor, 0 que permite limitar o tempo de
estadia do produto a ser seco na torre de secagem. A temperatura da interface
do produto é cerca de 45 °C (temperatura do bulbo umido) e o tempo de

estadia é cerca de 3 a 30 segundos, 0 que permite conservar a qualidade
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nutricional e biolégica do produto (Dittman et Cook, 1977). Este tipo de
secagem é, portanto bem adaptada aos produtos termo sensiveis como os

produtos alimentares.

Transferéncia de energia

na forma de calor | Ar de secagem

_ Temperatura: 200°C;

Pressao de vapor: 1554 Pa
| > | Umidade relativa (UR): 0,1%
Transferéncia de agua

T

Ar em contato com o produto
Temperatura: 40°C;

Presséao de vapor: 9583 Pa
Umidade relativa (UR): 100%

Figura 5. Principio de secagem por atomizagéo (Bimbenet, 1978).

A velocidade de secagem é ligada a trés fatores: a superficie de
evaporacgao, a diferenga da pressao parcial de agua entre a goticula e o ar e a
velocidade de migracédo de agua na goticula (Schuck, 1999). De acordo com a
lei de Fourier, quanto maior a area de troca, mais rapida sera a transferéncia
de energia na forma de calor e, portanto maior sera a velocidade de secagem.
A pulverizagdo pode aumentar significativamente a area de troca entre o
produto e o ar quente: um litro de liquido pulverizado em goticulas de 100 um
de diametro tem uma area de 60 m?. Assim a area é 1200 vezes superior que a
area de uma esfera de mesmo volume. Acontece o0 mesmo para a cinética de
secagem. A transferéncia de agua do produto para o ar é causada pela
diferenca da pressao parcial da agua entre as goticulas e o ar seco. Quanto
maior a diferenga, mais a secagem sera rapida. Uma desidratagéo do ar e, ou
um aumento da temperatura permite uma diminuigdo de sua pressao parcial da
agua. A velocidade de migracdo da agua do interior da goticula para a
superficie € também um fator que influencia a velocidade de secagem

(Sougnez, 1983). Essa velocidade depende do coeficiente de difusdo da agua
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que varia de acordo com a composi¢gao bioquimica, do teor de agua e da
temperatura da goticula (Charlesworth & Marshall, 1960, Chandrasekaran &
King, 1972, Okos et al., 1992).

A secagem por atomizagdo evoluiu de um simples estagio até trés
estagios (Tabela 5). A torre de secagem ‘simples estagio’ (ou ‘um tempo’,
Figura 6), tem um tempo de estadia na camara de secagem muito curto, de 20
a 60 segundos em média, portanto ndo existe um equilibrio real entre a
umidade das particulas ou aglomerados do p6 e do ar. A temperatura de saida
do ar é, portanto mais elevada e o rendimento térmico é diminuido (Sougnez,
1983, Knipschildt, 1986, Masters, 1991).

A torre de secagem ‘dois estagios’ (ou ‘dois tempos’, Figura 7) é
construida para obter um tempo de secagem mais longo, até varios minutos e
portanto mais proximo do equilibrio termodinamico. Por este tipo de instalagao,
um leito fluidizado externo vibrante € necessario para obter a umidade residual
requerida (Sougnez, 1983, Knipschildt, 1986, Masters, 1991).

A secagem ‘trés estagios’ (ou ‘trés tempos’ ou ‘MSD’ (‘Multi Stage
drying’), Figura 8) é o maior progresso realizado nesta area desde o inicio da
secagem por atomizacgdo. Para reduzir os custos de secagem e melhorar as
performances das instalacdes, tem-se que transferir a maior parte possivel da
secagem da fase ‘atomizagédo’ para a fase ‘fluidizagédo’. O limite € o inicio da
colagem entre o produto umido e a parede da torre. Para evitar este
inconveniente, um leito fluidizado no interior da unidade (leito fluidizado interno
ou estatico) é instalado para secar o produto umido (Sougnez, 1983, Pisecky,
1985; Knipschildt, 1986; Masters, 1991). A temperatura do ar de entrada e
saida variam de acordo com as diferentes torres de secagem. Para as
unidades ‘trés tempos’, aproxima-se o meio do equilibrio termodinamico.
Devido a melhora do rendimento térmico, a temperatura de entrada deste tipo
de torre pode ser mais elevada, sendo que, ao contrario, a temperatura de
saida &€ mais baixa. Uma melhora da qualidade do produto ao nivel da
aglomeracao, da solubilidade, da dispersibilidade e da molhabilidade, é
igualmente observado sobre as torres de secagem de trés efeitos (Sougnez,
1983; Pisecky, 1990; Refstrup, 1992.

Existem também outras instalagdes de secagens (Tallform, Filtermat,

Secagem a bandas) destinadas aos produtos que tem propriedades
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especificas, alto teor em matérias gordas, amidos, ovoporodutos, etc.
(Knipschildt, 1986; Pisecky, 1990; Masters, 1991).

Tabela 5. Evolugao de secagem por atomizagao (Sougnez, 1983).

Undade "simples Unidade "dois Unidade "trés
estagio” estagios” estagio”
Temperatura ar de entrada (°C) 190 220 320
Temperatura ar de saida (°C) 97 85 80
Umidade do p6 no leito fluidizado X
interno (%) - - 6a15
Umidade do po no leito fluidizado R .
externo (%) - 4a6 436
Umidade final do po (%) 4 4 4
Consumo (kJ.kg™ d'agua) 4912 4076 3449
Consumo (kWh.kg'1 d'agua) 1,36 1,13 0,96
=/
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Figura 6. Esquema do principio da torre de secagem ‘simples estagio’ (1:
Bomba de alimentacéao, 2: Circuito de alimentagao, 3: Atomizador, 4: Ventilador
de ar de entrada, 5: Aquecedor de ar, 6: Canalizador de ar quente, 7: Camara
de secagem, 8: Ciclone, 9: Ventilador de ar de saida.

18



@=5

Produto

_>@1

@=5 @=11

Figura 7. Esquema do principio da torre de secagem ‘dois estagios’ (1: Bomba
de alimentagao, 2: Circuito de alimentacao, 3: Atomizador, 4: Ventilador de ar
de entrada, 5: Aquecedor de ar, 6: Canalizador de ar quente, 7: Camara de
secagem, 8: Ciclone, 9: Ventilador de ar de saida, 10: Ventilador de leito
fluidizado externo, 11: Resfriamento de ar, 12: Leito fluidizado externo, 13:
Valvula rotativa).
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Figura 8. Esquema do principio da torre de secagem ‘trés estagios’ (1: Bomba
de alimentacéo, 2: Circuito de alimentacao, 3: Atomizador, 4: Ventilador de ar
de entrada, 5: Aquecedor de ar, 6: Canalizador de ar quente, 7: Camara de
secagem, 8: Ciclone, 9: Ventilador de ar de saida, 10: Ventilador de leito
fluidizado externo, 11: Resfriamento de ar, 12: Leito fluidizado externo, 13:
Valvula rotativa, 14: Ventilador do ar do leito estatico, 15: Leito fluidizado
interno, 16: Ciclone secundario).

A pulverizagdo tem como objetivo formar uma nuvem de pequenas
goticulas a fim de aumentar a area de troca e facilitar a transferéncia de agua
entre o produto e o ar quente e influencia o rendimento energético, a
velocidade de secagem e a granulometria do po6 (Filkova & Mujumdar, 1987).

Existem trés tipos de atomizadores: o disco centrifugo, o atomizador de

pressdo e o atomizador duplo fluido. Para a turbina centrifuga, o liquido é
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dispersado pela forca centrifuga. A velocidade de rotacao se situa entre 10000
a 40000 rotagdes por minuto, e a quantidade de liquido injetado pode atingir 75
toneladas por hora em certas instalagdes (Kessler, 1981; Sougnez, 1983). O
didmetro das goticulas pode ser controlado variando a velocidade de rotagéo
ou o diametro do disco. O disco centrifugo € largamente utilizada nas industrias
de alimentos graga a sua compatibilidade com os concentrados viscosos
alimentados por uma bomba positiva (Filkova & Mujumdar, 1987).

O atomizador de pressao dispersa o liquido pela pressao do préprio. A
pulverizagao é efetuada pela passagem do liquido sobre pressao entre 0,15 a
1,5 MPa, através de uma pastilha que se encontra em baixo de um ponto no
bico. Para obter uma vaz&o elevada, varios bicos s&o frequentemente
instalados em uma torre de secagem industrial. Neste caso, a quantidade do
produto injetado pode variar de 1 a 1,5 toneladas por hora e por bico (Kessler,
1981; Hayashi, 1989; Westergaard, 1994).

O bico duplo fluido funciona com ar comprimido, este tipo de bico
permite a pulverizacdo de produtos que, devido as caracteristicas fisicas, nao

podem suportar uma pressao elevada.

1.5 Proteinas nainterface
A identificacdo de alguns parémetros fisico-quimicos de proteinas que

determinam suas propriedades interfaciais, € ainda incompleta e representa um
desafio, especialmente para as proteinas de origem alimentar. Proteinas séo
macromoléculas bioldgicas que estabilizam emulsdes e espumas (Dickinson,
1998 b; Murray & Ettelaie, 2004). Esta capacidade deriva, em parte, da
natureza anfifilica destas moléculas, que Ihe permitem adsorver em interfaces
hidrofébicas e hidrofilicas, mas que também é relacionada com a sua
propensao a se agregarem na interface, formando um filme viscoelastico.
Outros parametros importantes, tais como a carga liquida, hidrofobicidade
superficial e estabilidade intrinseca, também tem de ser levados em conta para
explicar os mecanismos de formagdo e as propriedades das camadas
interfaciais (Dickinson, 1998 b; Wierenga et. al.,, 2003; Perriman & White,
2006). O conhecimento destas reagdes € de suma importancia na tecnologia

de alimentos, particularmente quando ingredientes complexos tais como
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proteinas da clara de ovo sao utilizados para modular a textura de produtos
alimentares (Desfougeéres et. al., 2011)Proteinas e moléculas surfactantes de
baixa massa molar s&o conhecidas por suas capacidades de formar camadas
interfaciais. No entanto, os mecanismos pelos quais esses componentes
estabilizam a interface tém sido descritos de maneiras diferentes (Bos & Vliet,
2001; Wilde et al., 2004). As moléculas surfactantes de baixa massa molar sao
capazes de se difundirem livremente na interface, criando um gradiente de
pressao superficial através da interface. Esse efeito € conhecido como o efeito
Gibbs-Marangoni. Para as proteinas alguns autores sugerem que a
estabilizacao da superficie esta relacionada com a formacdo de uma rede
continua (Dickinson et al., 1988 a; Damodaran et al., 1997).

Esta rede resultaria em uma resisténcia a deformacao da interface por
uma forga mecanica, o médulo de elasticidade. A existéncia de uma rede desse
tipo tem sido muitas vezes estudada por analises reoldgicas de cisalhamento
interfacial. A técnica foi discutida em 1979 por Izmailova (Izmailova, 1979) e por
Bos e van Vliet (Bos & Vliet, 2001; Wilde et al., 2004). Varios autores
argumentam que a camada de proteina adsorvida resulta de uma rede de
particulas altamente interagidas (Bantchev & Schwartz, 2003; Murray, 2002;
Clarck et al., 1990; Wijmans & Dickinson, 1998 b).

A rede interfacial semi-rigida que se desenvolve ao longo do tempo é
Unica para cada proteina e condicbes da solugdo. O estudo de misturas
complexas, geralmente ndo permitem o esclarecimento de quais modificagdes
estruturais da cadeia peptidica contribui para a alteracdo das propriedades
interfaciais. Além disso os tratamentos tecnoldgicos aplicados em um contexto
industrial conduzem frequentemente a modificagdes nas estruturas proteicas
que sao dificeis de se elucidar. Embora muita atencédo tenha sido dada na
literatura para a caracterizagao reologica de camadas de proteinas adsorvidas,
a relagdo entre reologia interfacial e a estrutura das proteinas permanece
obscuro.Desfougéres et. al. mostraram que o tratamento térmico de solugdes
desidratadas de lisozima (Dry-Heating) leva a formagao de moléculas com
melhores propriedades de formag¢ao de espuma (densidade e estabilidade mais
elevada de espuma) e que pequenas alteragdes estruturais podem fortemente
afetar o comportamento interfacial ar/agua de uma proteina modelo. Em

condigdes experimentais, lisozima nativa adsorve na interface ar/agua,
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produzindo uma unica camada de moléculas com propriedades mecanicas
semelhantes as de outros sistemas de proteinas globulares. Em contraste, o
aquecimento a seco de lisozima de clara de ovo, leva a formagao de agregados
de proteinas que tém a capacidade de se acumular na interface ar/agua,
formando multicamadas de polipeptidios sem alteragcbes em suas
conformagdes gerais. Além disso, o filme resultante apresenta coportamento do
tipo-solido e propriedades similares as de solidos amorfos (Desfougéres et. al.,
2011). (Desfougéres et. al., 2008).

A adsorgcdao de proteinas em interfaces desempenha um papel
importante em muitas matrizes bioldgicas, biomédicas e de utilizagao
farmacéutica para aplicagdo na area de alimentos. No entanto, a
termodinamica e a cinética de adsorgao de proteinas em interfaces liquidas é
uma questdo complexa, uma vez que o comportamento de filmes de proteinas
adsorvidas difere de moléculas surfactantes de baixa massa molar: (I) as
proteinas se desdobram nas interfaces devido a desnaturacdo interfacial, em
especial a baixas pressdes de superficie ou cobertura da superficie, (ii) a area
interfacial ocupada por uma molécula de proteina adsorvida é grande
comparada com a de uma pequena molécula de surfactante e ndo pode ser
assumido como sendo constante, (iii) o numero de configuragbes das
moléculas de proteinas adsorvidas na interface € superior a da fase continua
da solugao, e (iv) adsorcdo de proteinas e alteragbes posteriores dentro da
camada adsorvida, ocorrem em escala de tempo com varias ordens de
magnitude maior do que para a de pequenas moléculas surfactantes de baixa
massa molar (Wilde, 2000).

Devido ao seu carater globular anfifilico macromoleculas de proteinas,
tais como proteinas do soro de leite, apresentam uma alta atividade superficial,
e tém um efeito estabilizador sobre espumas e emulsées (Mahmoudi, et. al.,
2010). As propriedades de formacao de espuma de proteinas globulares s&o
determinadas pela sua taxa de difusdo e de adsorgcdo na interface
(Borcherding, et. al., 2008). No entanto, fragcdes de proteinas de soro de leite
diferem em seus comportamentos de adsorcéo a interface. O desdobramento
da estrutura molecular, suas estruturas terciarias, durante a adsor¢céo de um a-
lactalbumina realiza-se mais rapidamente do que a B-lactoglobulina (Cornec, et.
al., 1999).
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Espuma é geralmente definida como uma dispersao coloidal de uma
fase gasosa em uma fase liquida. O volume da fase dispersa (ar) € geralmente
grande em comparagédo com o volume da fase continua (agua). A grande area
interfacial e a diferenca de densidade das duas fases, resulta em uma alta
tensao interfacial e, portanto, em um sistema instavel. A fungdo das proteinas
em espumas € estabilizar o sistema, reduzindo a tensao interfacial. A
capacidade de formar espumas (Foamability) pode ser caracterizada através
do tempo necessario para se obter um volume de espuma especifico (Marinova
et al., 2009). As caracteristicas de formagdo de espuma em dispercdes
alimentares sdo importantes para se determinar atributos de qualidade de
muitos alimentos (leite, carne, maionese, sorvetes, bolos, paes, dentre outros).
A estrutura de muitos destes produtos dependem da formacéo e estabilidade
de espumas, o que facilita a mistura e contribui para as qualidades sensoriais.
Estas dispersbes sao termodinamicamente instaveis, e sua relativa estabilidade
depende das propriedades dos componentes tensoactivos no sistema (Carrera
& Patino, 2005; Patino & Nifio, 2008).

Na industria alimentar, as espumas sao estabilizadas principalmente por
proteinas (Rullier, Novales, & Axelos, 2008), sendo as proteinas do leite umas
das mais utilizadas. Em particular a B-lactoglobulina (B-Lg), que representa
cerca de 50% da massa total das proteinas do soro de leite, € amplamente
utilizada devido a sua elevada capacidade de se adsorver na interface ar/agua,
diminuir a tensdo superficial e formar redes interfaciais elasticas apds o
desdobramento nas interfaces (Kinsella, 1984; Murray, 1998; Phillips et. al.,
1994). Esta proteina forma finas camadas interfaciais até proximo de seu ponto
isoeléctrico (pl 5,2) (Kinsella, 1984; Phillips et al., 1994) e, sob tratamento
térmico, uma agregacao muito forte a um pH proximo de seu pl pode ser
produzido. Assim, a formacédo de agregados de proteinas através de ligagbes
covalentes de pontes dissulfeto (Schmitt et. al., 2005) pode alterar as
propriedades de formacao de espuma destas proteinas. No entanto, a pH
neutro foi demonstrado que um desdobramento parcial de B-Lg através de um
tratamento térmico, melhora suas propriedades de formacao e estabilidade de
espumas (Bals & Kulozik, 2003; Davis & Foegeding, 2007; Kim et. al., 2005).

Neste contexto, a busca de processos que podem melhorar a eficiéncia de

24



propriedades funcionais de proteinas e, por conseguinte, aumentar seu grau de
aplicabilidade é de interesse crescente.

Quando a interface estabilizada pelas proteinas ndo € composta por
uma unica proteina, interacbes e fendbmenos de separacdao de fase nas
camadas interfaciais podem ocorrer (Dickinson, 1999). A determinacao direta
da cinética de adsorgdo foi estudada por técnicas como ‘radio-labeling’ e
elipsometria (Benjamins et al., 1975; Graham & Phillips, 1979; Hunter et al.,
1990; Russev et al., 2000; Xu & Damodaran, 1993).

Parece ter havido um ressurgimento do interesse no tema de reologia
interfacial. Sem duvida, ha uma série de razéescomo: em primeiro lugar, tem
havido crescente reconhecimento de que a reologia interfacial pode ter uma
importante contribuigcdo para varios processos bioldgicos, tais como a fungao
de alvéolos pulmonares (Ueno, 2002), varios processos digestivos e de
adsorcao (Reis et al., 2008; Proctor et al., 2005), formacao de fibras (Vezy et
al., 2009) e funcdo de membranas (Khattari et al., 2005); em segundo lugar,
novas técnicas experimentais para reologia interfacial foram desenvolvidas; em
terceiro lugar, parece haver um aumento do uso de técnicas de reologia
interfacial para estudar as interagdes dentro dos filmes adsorvidos.

Varios grupos de pesquisas tém estudado as interagdes que contribuem
para a estabilidade das proteinas (Fersht, 1999; Tanford, 1970). Recentemente
uma revisdo abrangente enumerou a importancia de parametros reoldgicos
para a compreensdo de processos interfaciais (Miller et. al.,2010).
Propriedades reoldgicas dilationais e de cisalhamento, de camadas adsorvidas
de B-caseinas em pressenga de surfactantes em forma neutra e carregada tém
sido experimentalmente estudadas, e modelos tedricos para compreender a
difusdo para a interface nestes sistemas binarios tém sido desenvolvidos
(Kotsmar et. al., 2009). Lakshmanan et al. e Muthuselvi et al. estudaram
diferentes propriedades interfaciais de proteinas na presenca de aditivos e
observaram um comportamento viscoelastico andémalo nestes sistemas
(Lakshmanan et. al., 2008; Muthuselvi et. al., 2008).

A adsorcdo de proteinas em interfaces resulta na formagao de
multicamadas viscoelasticas devido a flexibilidade e agregacdo de proteinas
(Bos & Vilet, 2001). As propriedades destas multicamadas podem ser

caracterizada pela reologia interfacial, onde a influéncia do estresse mecanico
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sobre a interface é analizado. De acordo com a literatura, reologia dilatacional e
de cisalhamento sdo as mais comumente aplicadas (Kraegel et al., 2008;
Rodriguez Patino et al., 2008). Reologia dilatacional refere-se a medidas
tomadas durante mudangas na area interfacial, enquanto reologia de
cisalhamento refere-se a mudangas na forma da interface sem alterar a area
(Bos & Vilet, 2001; Ravera et al., 2005).

Todos os meétodos de reologia interfacial sdo baseados em uma
perturbacdo mecanica do equilibrio da interface e na posterior avaliacido da
resposta do sistema. Na Figura 9, podemos observar que apds a compressao,
as proteinas globulares (proteinas do soro) respondem como esferas rigidas e
sao resistentes a compressao e produzem altos modulos de armazenamento.
Proteinas flexiveis, tais como a 3-caseina, comportam-se como esferas moles,
favorecendo a compressdao e a producdo de baixos modulos de
armazenamento. Devemos distinguir a reologia de dilatagao interfacial da
reologia de cisalhamento interfacial. A reologia de dilatag&o interfacial concerne
em induzir uma alteragcdo na &area de uma solugdo calculando-se
simultaneamente sua tensao interfacial. O método da reologia de cisalhamento
induz um cisalhamento no filme, sem alterar a area e muitos arranjos diferentes
existem para este método.

Para a reologia de cisalhamento interfacial, a dificuldade experimental
reside em separar as contribui¢cdes viscoelasticas da fase continua e da medida
interfacial. A importancia deste problema aumenta com o aumento da
viscosidade do bulk, mas para a maioria das proteinas que adsorvem na
interface entre o ar / 4gua ou até mesmo agua / dleo, a baixa viscosidade, o
modulo de elasticidade interfacial € grande o suficiente para negligenciar este

problema (Murray, 2011).
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Figura 9. Esquema das camadas de proteina adsorvida na interface,
submetidos a compressdo da area interfacial, como em uma experiéncia de
reologia de dilatacdo. Moléculas de proteinas adsorvidas, representados como
esferas, sdo conectados por interagdes intermoleculares, representado pelas
linhas escuras (Pereira et. al., 2003).

A reologia de cisalhamento interfacial € uma ferramenta importante para
estudar a estrutura da interface liquido / ar. Ela pode igualmente fornecer
informacdes preciosas sobre a formagao da estrutura de camadas adsorvidas
na interface. Este fato conduz a elaboracdo de inumeras técnicas de medidas
das propriedades reologicas de interfaces (Kragel et al., 1994; Warburton,
1996; Miller et al., 1997; Bos and van Vliet, 2001; Jones and Middelberg, 2002;
Murray, 2002). Frequentemente, quando discos, anéis, bicones ou geometrias
similares sdo utilizadas como redmetros interfaciais, o fluxo interfacial é
considerado ser totalmente separado do fluxo da fase continua, e a dissipacao
do stresse interfacial na fase continua é negligenciado.

Na superficie de um meio denso (liquido ou sélido) ou na interface entre
dois meios densos, a matéria n&o esta estritamente no mesmo estado. A este
novo estado local, corresponde uma energia um pouco maior. Na superficie (ou
interface) é associado uma certa energia por unidade de area (expressa em
joules por metro quadrado — J-m™?), cuja origem é a forca de coesdo entre
moléculas idénticas. Outra forma de expressar a mesma coisa é dizer que
existe nas proximidades da superficie ou interface, uma tensdo ao estresse,
uma forca por unidade de comprimento, expressa em N-m™'. Falamos, entso,

de energia ou tensdo. Para a interface entre um meio denso e um gas, dizemos
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tensdao superficial (Dickinson, 1996). Medidas de tensdo superficial, € um
instrumento analitico importante para se determinar propriedades de moléculas
surfactantes na formagao e estabilizagdo de espumas e emulsdes (Marinova et
al., 2009). Uma rapida queda da tensao superficial indica uma adsorgao rapida
dos agentes tensoativos na superficie e, portanto, uma rapida estabilizagdo da
fase dispersa contra a coalescéncia (Tamma et. al., 2012).

A adsorc¢ao de proteinas € um processo complexo e, portanto é dificil de
sabermos quais sdo as caracteristicas das proteinas, tais como a
hidrofobicidade, a carga, a estabilidade no estado nativo, a estrutura
secundaria e o peso molecular, que influenciam na tendéncia das proteinas a
se adsorverem na interface ar/agua. A compreensdo das interagbes entre
camadas insoluveis de fosfolipidios e de proteinas tem uma importancia

particular em varias aplicagdes biotecnoldgicas (Roberts, et. al. 2005)
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2. Materiais e métodos

O experimento foi conduzido no Instituto Nacional de Pesquisas
Agrondmicas (INRA, Rennes, Franca) na Unidade Mista de Pesquisa — Ciéncia
e Tecnologia do Leite e do Ovo (UMR — STLO). Todos os métodos analiticos,
onde os resultados sdo expressos em funcado da temperatura, foram realizados
a temperatura de 40°C, sendo esse o valor da temperatura de entrada da
disperssdao concentrada na torre de secagem, antes do processo de

atomizacgao (figura 5).

2.1 Materiais

As misturas protéicas estudadas sao:

— Caseina micelar em pé (PPCN) (ProMilk 872B) produzido por Ingredia
(Arras, Franga), obtido a partir da tecnologia de membranas por microfiltracao
tangencial (0,1 um) de leite desnatado, seguido de uma diafiltragcdo com agua,
e secagem por spray dryer.

— lIsolado protéico de soro (PS) (Prolacta) produzido por Lactalis
(Retiers, Franga), obtido por ultrafiltracdo membranar tangencial (10 kDa) e
diafiltracdo do microfiltrado estéril, coletado durante a producdo do PPCN. A
dispercéao resultante a uma concentracéo de cerca de 20% a 25% de proteinas
soluveis, segue para um proceso de secagem em spray dryer, sofrendo um
tratamento térmico de cerca de 45°C por 60 segundos. Como o binédmio
tempo/temperatura para a obtencdo do isolado protéico de soro é baixo, o
tratamento térmico ocorre apenas na torre de secagem, a desnaturagao
protéica é baixa.Solugao de fosfolipidios (TM Solec MB-45), contendo 42 %
(m/m) de fosfolipidios, 25 % (m/m) de gordura e 33 % (m/m) de oleina.

2.2 Preparacao das dispersdes proteéicas

Os isolados protéicos, PPCN e PS, foram reidratados durante 24 horas a
um conteudo de 15 % (m/m) de proteinas e ficaram sob agitacdo durante cerca

de 12 horas a temperatura de 20 °C, para obter uma hidratacao total da micela
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de caseina das dispersdes preparadas a partir de PPCN. Esta concentragao de
protéinas € proxima a concentracdo de micelas de caseinas presentes em um
leite desnatado concentrado a 50% (m/m) de solidos totais. Azida de sédio foi
adicionada em uma concentracao de 0,02 g.L'1, para impedir a multiplicacao
microbiana. Para verificar se houve uma total reidratacdo das dispersbdes de
PPCN foi realizada uma analise granulométrica no dia dos experimentos (figura
10).

As diferentes dispersdes, em concentracdes diferentes de proteinas,
foram preparadas pela combinagdo das solugbdes de fosfolipidios (PL) e das
dispersdess a 15 % (m/m) de PS e PPCN. As solugdes utilizadas neste
trabalho foram:

— Dispersdes de PPCN e PS a 15 %, 10 % e 5 % (m/m), de proteinas.
Para verificar as propriedades interfaciais e bioquimicas de uma dispersdes de
proteina pura.

— Para estudar a interagdo entre os dois tipos de proteinas e suas
influéncias nas propriedades bioquimicas / interfaciais, preparou-se dispersdes
de PPCN/PS a uma proporgéao de 50 % (m/m) de PPCN e 50 % (m/m) de PS
(PPCN/PS 50-50) em concentracdes de 15 %, 10 % e 5 % (m/m) de proteinas.

— Preparou-se, também, dispersées de PPCN/PS na proporcédo de 80 %
(m/m) de PPCN e 20 % (m/m) de PS, em concentracbes de 15 %, 10 % e 5 %
(m/m) de proteinas (PPCN/PS 80-20). Esta relacédo foi escolhida porque é a
mesma presente no leite.

Finalmente cada dispersbes foi acrescentada de trés diferentes
concentragbes de PL[0 % 0,5 % e 1 % (m/m)]. Portanto, estudou-se 36

diferentes dispersdes.
2.3 Andlises Fisico-quimicas

2.3.1 Determinacido de Densidade

A determinacdo da densidade das dispersdes foi necessaria para os
calculos nos métodos de tensdo interfacial, reologia de cisalhamento e de
elasticidade interfacial, pois esses métodos analiticos variam em fungao deste
parametro. O densimetro Mettler-Toledo DE40 (Mettler-Toledo, Columbus, OH)

foi utilizado para determinacdo da densidade das dispersbées a 40 °C. A
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precisdo do instrumento é de 1 x 10 gcm™ e cada dispersdo foi medida em

duplicata.

2.3.2 _Nitrogénio

A concentracao de nitrogénio total (NT; nitrogénio total x 6,38) foi medido
pelo método de Kjeldahl utilizando o equipamento Tecator (Humeau, Nantes,
Franga), Nitrogénio ndo caseinico (NCN), foi determinando a partir do teor de
nitrogénio total do sobrenadante obtido apds precipitagéo isoelétrica da caseina
pelo método de Aschaffenburg & Drewry (1959), nitrogénio nao protéico (NPN)
por determinagao do nitrogénio total do sobrenadante, obtido apds precipitagcao
de todas as proteinas na presencga de acido tricloroacético com concentracéo
de 12% m/v (Rowland, 1938). A diferenca entre NT e NCN foi utilizada para
determinar o teor de caseina, a diferenca entre NCN e NPN foi utilizada para

determinar o teor de proteina soluvel.

2.3.3 Matéria seca

A matéria seca (MS) foi determinada por secagem em estufa (102-105
°C) por 5h.

2.3.4 Cinzas

A matéria mineral ou cinzas (MM) foi determinada apds a incineracéo da
MS em estufa a 550 °C até a obtencdo de uma cinza branca pelo método da
AOAC 942.05 (1945).

2.3.5 Determinacdo do tamanho das particulas

A determinagao da distribuicdo de tamanho dos agregados proteicos foi
realizada usando um equipamento DLS-3000HS Zetasizer (Malvern, UK). A
técnica para determinar o tamanho das particulas, consiste em medir o efeito
Doppler produzido durante a iluminagdo das particulas coloidais por um laser
He-Ne (A = 633 nm) (Marchin et al.,, 2007). O movimento Browniano das

particulas é entdo calculado a partir do efeito Doppler e permite-nos deduzir um
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coeficiente de difusdo. Este coeficiente, por sua vez permite determinar o
diametro hidrodinamico das particulas. Os parametros utilizados para estas
medidas de tamanho sdo os recomendadas por Regnault et al, 2004 e
recalculado para uma temperatura de 25 °C. Os parametros sao apresentados

na Tabela 6.

Tabela 6. Parametros utilizados para as medidas da distribuicdo de tamanho a
25°C.

o Viscosidade Indice de
Materiais ]
(m.Pa.s™) refracéo
Micela de caseina 1,570
Agua 0,89 1,333
12
10
8
p=
g 6
£
4
2
0
0,01 0,1 1 10 100 1000
Taille (nm)

Figura 10. Distribuicdo de tamanho (intensidade em %) em fung¢do do didmetro
hidrodindmico (nm) das solugées de PPCN a concentragcéo de 15% (m/m) de
proteinas.

2.4 Comportamento reoldgico

Reogramas foram obtidas a 40 °C a partir de um redmetro Physica MCR
301 (Anton PAR), usando sensores de cilindros coaxiais de aluminio (raio
interno: 23,05 mm, raio externo: 25 mm; Altura do rotor: 30 mm; gap: 5 mm). As

amostras foram equilibradas por 10 minutos a 40 °C e, em seguida, cisalhadas
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durante 8 minutos com um aumento da taxa de cisalhamento, de 0,1 a 500 s'1,
apo6s com uma diminuigdo da taxa de cisalhamento de 500 a 0,1 s™', durante 4
minutos.

2.5 Andlises interfaciais

2.5.1 Tensao superficial

Para a analise de tensdo superficial, o método utilizado foi o de gotas
pendente. Este método é baseado na forma das gotas em equilibrio com os
efeitos gravitacionais, que dependem do volume da gota. Quando os efeitos da
tensdo superficial e efeitos gravitacionais estdo em equilibrio, pode-se
determinar a tensao superficial de um liquido em fungdo da forma da gota
obtida. Este método € comumente utilizado, e requer uma pequena quantidade
de liquido (cerca de 4 mL de disperséo). Ele fornece uma medida rapida e
relativamente precisa da tensdo superficial. O procedimento consiste em
formar, usando uma agulha, uma gota em equilibrio. A medida da tensao
superficial da dispersédo, foi feita usando um dispositivo Tracker TECLA®,
consistindo de uma seringa micrométrica com um volume de 2 mL, um tubo e
uma agulha de acgo inoxidavel (Figura 11). As imagens das gotas sao
adquiridas por uma camera CCD (charge coupled device) capaz de fornecer 25
images por segundo em formato de 640x512 pixels. Em seguida, € transmitida
a um computador com uma placa grafica e software para processamento de
imagens. As medidas foram realizadas em condigdes livres de correntes de ar
ou qualquer movimento do dispositivo. Primeiro foi verificado a tenséo
superficial da agua destilada, que deve ser igual a 73 mN.m™', o mesmo que da
agua pura. Sucessivamente, foram realizadas medidas em dispersdes de
proteina a uma temperatura constante de 40 °C. Em dispersdes de proteina (na
auséncia e presenca de PL) medidas da tensao superficial foram feitas com
uma cinética de 600 segundos. Todas as medidas foram realizadas duas vezes

para verificar a repetibilidade.
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Figura 11. Esquema de um goniémetro a gota pendente e de um réometro de
dilatagao de interfaces (Pereira et. al., 2003).

2.5.2 Reologia de cisalhamento interfacial

Todos os experimentos foram conduzidos em deformagdo e stresse
controlados usando um reémetro Physica MCR 301 (ANTON PAR). Detalhes
completos sobre a configuragdo instrumental do redmetro de sensor de cone
duplo e a anélise do campo de fluxo podem ser encontradas no artigo de Erni
et al 2002. Usou-se uma geometria no formato de cone duplo (R2 = 34,14 mm
de raio, angulo do cone a = 5° R1 = raio de 40,00 milimetros). O disco foi
posicionado com a sua borda situada sobre a superficie da fase aquosa (Figura
11). A posicdo da medida na interface pode ser detectada através de um
sensor de forgca normal e o sistema pode ser alinhado afim de garantir
condigbes de medidas reprodutiveis (Figura 13). Todos os testes foram
realizados na regido viscoelastica linear a 40 C, frequéncia de oscilagado
variando de 0,05 a 5 Hz e stresse de 1 %. Os resultados foram expressos em
modulo de elasticidade interfacial (G')) e moédulo de perda interfacial (G"), em
funcdo da frequéncia (Hz). As dispersdes foram colocadas no recipiente e
permaneceram por uma hora antes de se efetuar as medidas. Todas as

analises foram feitas em triplicata.
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Figura 12. Reometro de sensor de cone duplo (Erni et.al., 2002).
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Figura 13. Deteccao da posicao do disco na interface ar/agua pelo captor de
forga normal.

2.5.3 Reologia de dilatacao interfacial

Para as medidas de dilatacido interfacial, o método utilizado envolve
aplicagdes de compressao e expansao sinusoidal na interface. Realizadas
atraves do aumento e da redugdo do volume da gota a uma amplitude
desejada (AA/A) e a uma determinada frequéncia (Hz). O mdédulo de dilatag&o

interfacial (E) proveniente da variagdo da tensao interfacial (o), resultante de
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uma pequena mudancga da interface, pode ser descrita pela equagcao (1)

(Lucassen et al,1972..):

E=3x Eq. 1

Onde A ¢é a area da interface ar/agua e o é a tensao superficial da agua.
O modulo de dilatagdo superficial (E, mN.m™") é uma medida da
resisténcia do material a uma deformacéo dilatacional total (viscosa + elastica).
As medidas de dilatacdo superficial para os filmes adsorvidos na
interface ar/agua foram realizados com um gonidmetro automatico de gota
pendente (Rastreador TECLA ®), Figura 9, conforme descrito por (Patino et al.,
1999). Os experimentos foram realizados a temperatura de 40° C. Os
parametros de reologia interfacial (E) foram medidos em efun¢do do tempo de
adsorcgao e da tensao superficial, a 10% de amplitude de deformacao (AA/A) e

0,1 Hz de frequéncia. As medidas foram realizadas pelo menos duas vezes.

2.6 Analises estatisticas
Esse estudo foi dividido em trés experimentos. Todos seguiram o

delineamento inteiramente casualisado com trés repeticbes e nove
tratamentos. Em cada experimento, existem dois fatores diferentes: os tipos de
proteinas e a adicdo de fosfolipideos nas dispersdes. Os niveis do fator
proteina as diferentes concentracdes destas e os niveis do fator fosfolipideos
sao os seus diferentes teores nas dispersdes, combinado com os niveis do
fator proteina. Os dados foram analisados por meio de analise de variancia, e

as analises de médias por meio de teste de Tuckey.
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3. Resultados

3.1 Caracterizagéo fisico-quimica dos sistemas protéicos

Os isolados protéicos de PPCN e PS foram inicialmente caracterizados
em funcéo de suas composicdes bioquimicas. Essa caracterizacdo se deve ao
fato de que as condicbes e o tempo de armazenamento desses produtos
podem influenciar em suas composi¢des fisico-quimicas, sendo assim as
tabelas 8 e 9 apresentam a composicao fisico-quimica dos isolados protéicos
estudados.. Esses produtos apresentaram um alto teor protéico. Como
previsto, as cinzas foram sistematicamente mais elavadas para o isolado
protéico de PPCN (tabela 8), pois a caséina é rica em minerais, principalmente
calcio e fosforo, provenientes da fragao coloidal. O isolado protéico de PS,
apresentou um baixo teor em caséinas (tabela 9), as quais sdo em grande
parte extraidas no processo de microfiltracdo, 0,1 um, etapa que antecede a
concentracido das PS pelo processo de ultrafiltragdo.Para a solugao de PL, foi-
se utilizado os valores fornecidos pelo fabricante (tabela 7). A composi¢cao das
disperssbes preparadas apartir dos isolados protéicos, foi calculada por
balanco de massa, pois ocorreu um porcesso de diluigdo desses produtos
desidratados. A comparacdo das caracteristicas fisicas das disperssdes
preparadas, a mesma concentracdo de protéinas, mostra que suas
composi¢coes em extrato seco total e densidade foram similares (Tabelas 10 e
11). Para as dispersdes em presenca de PL os valores de sélidos totais (ST)
(tabela 10) foram sempre superiores em relagdo as solugbes de mesma
concentracdo protéica em auséncia de PL, onde a adigao deste contribuiu para

o0 aumento dos ST (tabela 7).
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Tabela 7. Composicao bioquimica do fosfolipideo utilizado. Dados fornecidos
pelo fornecedor.

Atributos g-100 g~ disperséo
Solidos Totais 100

MG vegetal 25

Oleinea 33
Fosfolipidios 41-42

Tabela 8. Composigao bioquimica do PPCN utilizado (média de trés
determinagdes + desvio padrao).

Atributos g-100 g~' de po
Solidos Totais 93,1+0,2
Caseinas 79,2+0,3
Proteinas Soluvéis 48 +0,5
Nitrogénio néo

Protéico 04202
Cinzas 7,0+0,1
Lipideos 1,0+£0,3

Tabela 9. Composicdo bioquimica do PS utilizado (média de trés
determinagdes + desvio padrao).

Atributos g-100 g~ de p6
Sélidos Totais 944 +0,1
Caseinas 09+0,3
Proteinas Soluveis 79,6 £0,2
Nitrogénio n&o

. 1,3+0,2
Protéico
Cinzas 1,2+ 0,1
Lipideos <0,05
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Tabela 10. Composicao protéica e solidos totais das dispersdes preparadas.

ST Caséinas PS NPN
(g-100g™") (g-100g”) (g-100g™) (g-100g™)

PPCN 5% 5,37 5,0 0,3 0,03
PPCN 5% 0,5PL 5,87 5,0 0,3 0,03
PPCN 5% 1PL 6.87 5.0 03 0.03
PPCN 10% 11,72 10,0 0,61 0,06
PPCN 10% 0,5PL 12,22 10,0 0,61 0,06
PPCN 10% 1PL 12,72 10,0 0,61 0,06
PPCN 15% 17,62 15,0 0,91 0,09
PPCN 15% 0,5PL 18,12 15,0 0,91 0,09
PPCN 15% 1PL 18,62 15,0 0,91 0,09
PS 5% 5,92 0,62 5,0 0,08
PS 5% 0,5PL 6,42 0,62 5,0 0,08
PS 5% 1PL 5,92 0,62 5,0 0,08
PS 10% 11,85 1,24 10,0 0,16
PS 10% 0,5PL 12,35 1,24 10,0 0,16
PS 10% 1PL 12,85 1,24 10,0 0,16
PS 15% 17,78 1,87 15,0 0,24
PS 15% 0,5PL 18,28 1,87 15,0 0,24
PS 15% 1PL 18,78 1,87 15,0 0,24
PPCN/PS (50-50) 5,87 2,5 2,5 0,05
PPCN/PS (50-50) 5,37 2,5 2,5 0,05
PPCN/PS (50-50) 6,87 2,5 2,5 0,05
PPCN/PS (50-50) 11,79 5,0 5,0 0,11
PPCN/PS (50-50) 12,29 5,0 5,0 0,11
PPCN/PS (50-50) 12,79 5,0 5,0 0,11
PPCN/PS (50-50) 17,71 7,5 7,5 0,16
PPCN/PS (50-50) 18,21 7,5 7,5 0,16
PPCN/PS (50-50) 18,71 7,5 7,5 0,16
PPCN/PS (80-20) 5,88 4,0 1,0 0,04
PPCN/PS (80-20) 5,38 4,0 1,0 0,04
PPCN/PS (80-20) 5.88 4.0 1.0 0.04
PPCN/PS (80-20) 11,77 8,0 2,0 0,08
PPCN/PS (80-20) 12,27 8,0 2,0 0,08
PPCN/PS (80-20) 12,77 8,0 2,0 0,08
PPCN/PS (80-20) 17,66 12,0 3,0 0,12
PPCN/PS (80-20) 18,16 12,0 3,0 0,12
PPCN/PS (80-20) 18,66 12,0 3,0 0,12
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Tabela 11. Composicéo bioquimica das dispersbes preparadas.

Lipideos Cinzas Dendidade
(g.100g")  (g.100g™) (cm.g®)

PPCN 5% 0,06 0,44 1,0105
PPCN 5% 0,5PL 0,06 0,44 1,0108
PPCN 5% 1PL. 0.06 0.44 1.0103
PPCN 10% 0,13 0,9 1,0286
PPCN 10% 0,5PL 0,13 0,9 1,028

PPCN 10% 1PL 0,13 0,9 1,0276
PPCN 15% 0,19 1,33 1,476

PPCN 15% 0,5PL 0,19 1,33 1,0441
PPCN 15% 1PL 0,19 1,33 1,0397
PS 5% X 0,07 1,0095
PS 5% 0,5PL X 0,07 1,0087
PS 5% 1PL X 0,07 1,0086
PS 10% X 0,15 1,0253
PS 10% 0,5PL X 0,15 1,0257
PS 10% 1PL X 0,15 1,0253
PS 15% X 0,22 1,0432
PS 15% 0,5PL X 0,22 1,0391
PS 15% 1PL X 0,22 1,0366
PPCN/PS (50-50) 0,03 0,25 1,099

PPCN/PS (50-50) 0,03 0,25 1,0094
PPCN/PS (50-50) 0,03 0,25 1,0091
PPCN/PS (50-50) 0,06 0,51 1,0274
PPCN/PS (50-50) 0,06 0,51 1,0265
PPCN/PS (50-50) 0,06 0,51 1,0269
PPCN/PS (50-50) 0,09 0,78 1,0455
PPCN/PS (50-50) 0,09 0,78 1,0424
PPCN/PS (50-50) 0,09 0,78 1,0399
PPCN/PS (80-20) 0,05 0,36 1,0104
PPCN/PS (80-20) 0,05 0,36 1,0104
PPCN/PS (80-20) 0.05 0.36 1.0097
PPCN/PS (80-20) 0,10 0,74 1,0283
PPCN/PS (80-20) 0,10 0,74 1,0287
PPCN/PS (80-20) 0,10 0,74 1,0278
PPCN/PS (80-20) 0,15 1,10 1,0467
PPCN/PS (80-20) 0,15 1,10 1,0438
PPCN/PS (80-20) 0,15 1,10 1,0415
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3.2 Comportamento reoldgico

As figuras 14 a 17 mostram os graficos dos comportamentos reoldgicos
das dispersdes protéicas em presenca e auséncia de PL. Dois comportamentos
réologicos diferentes foram observados neste estudo. Para as dispersbes em
concentragédo de 15 % (m/m) de PPCN, em presenga e auséncia em PL (figura
17), observou-se um comportamento pseudoplastico; ou seja, a viscosidade
diminui em relacdo ao aumento da taxa de deformacio. Para todas as outras
dispersdes, observou-se um comportamento Newtoniano: a viscosidade
manteve-se constante em qualquer fosse a taxa de deformacéo (figuras 14 a
16).

Para as dispersdesa alta concentracdo de PPCN (15%) (Figura 17), um
comportamento pseudoplastico pode ser devido a uma diminuicdo da
densidade de enovelamento e de um aumento da orientacdo em trés
dimensdes das estruturas macromoleculares em altas taxas de deformacéao
(Varesano & Tonin, 2008). A maior parte das dispersdes de PPCN tiveram um
comportamento newtoniano, a viscosidade ndao se modificou com a taxa de
deformagao (figura 16).

O termo “viscosidade aparente” foi utilizado para descrever
precisamente a resisténcia ao escoamento dos sistemas protéicos, pois um
grande numero entre eles sdo nao-newtonianos, com uma viscosidade que se
modifica em funcdo da taxa de deformacdo. A fim de se fazer comparacdes
diretas entre as diferentes dispersdes protéicas, a viscosidade aparente a uma
taxa de deformacdo de 100 s (ns) foi utilizada. Este valor de taxa de
deformacéo foi escolhido, pois ele é associado a agitacdo, ao escoamento nas
tubulagbes, na pulverizagdo e em outras operagdes de trasformacgdes (Steffe,
1996; Carr, et. al., 2003).

Quando comparamos os quatros sistemas protéicos (Tabela 11),
observamos que as dispersdes a 10 % e 15 % (m/m) de PPCN, tiveram uma
viscosidade aparente mais elavada que as dispersbes de PS a mesma
concentracdo. O que reflete a estrutura molecular destes dois tipos de
protéinas. As micelas de caséina conferem um aumento superior a
visocosidade das dispersdes. No entanto as PS, moléculas globulares, de
forma mais compacta em relagdo as micelas de caséina, demonstraram uma
viscosidade que permaneceu praticamente constante. Para as dispersdes de
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PPCN, a viscosidade aparente aumenta de maneira significativa com o
aumento da concentracdo em protéinas, em particular na passagem da
concentragédo de 10 % a 15 % (m/m). Testes realizados em dispersdes de 18 %
(m/m) de PPCN, mostraram uma viscosidade aparente (nig0) de 284 m.Pa.s,
valor muito superior ao encontrado para as dispersdes de 15% (m/m) de
PPCN. Portanto podemos dizer que a relagao entre a viscosidade aparente e a
concentracdo de PPCN, segue uma curva exponencial (figura 14).

300
250 2 _
R =0,8789
- 200 1 Y = 0,112580'3873x
o
o
_§ 150
é 100
50
*
] P r 2 T T
0 2 4 5] 8 10 12 14 1& 18
Concentracio em PPCN {g.100g%)

Figura 14. Viscosidade de dispersdes a diferentes concentragbes de PPCN. (
*) viscosidade aparente.

Os valores de viscosidade aparente de todos os sistemas protéicos
PPCN/PS foram intermediarios entre os de PPCN e de PS na mesma

concentracao (tabela11).
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Tabela 12. Viscosidade a taxa de deformacéo de 100s™ (n100) das dispersdes

protéicas.

N100 £ desvio padrao

PPCN 5% 1,31+£0,2
PPCN 5% 0,5PL 1,31+£0,2
PPCN 5% 1PL 1,32+0,1
PPCN 10% 3,3+0,1
PPCN 10% 0,5PL 3,2%0,2
PPCN 10% 1PL 3,88+ 0,10
PPCN 15% 16,4 £ 0,1
PPCN 15% 0,5PL 18,48 + 0,10
PPCN 15% 1PL 23,83+ 0,20
PS 5% 1,09+ 0,10
PS 5% 0,5PL 1,14 £ 0,10
PS 5% 1PL 1,14+ 0,20
PS 10% 2,04 £0,20
PS 10% 0,5PL 2,08 £ 0,20
PS 10% 1PL 2,08 £ 0,20
PS 15% 4,22 +0,10
PS 15% 0,5PL 4,22 +0,20
PS 15% 1PL 4,33+ 0,10
PPCN/PS (50-50) 5% 1,18 £ 0,10
PPCN/PS (50-50) 5% 0,5PL 1,2+0,20
PPCN/PS (50-50) 5% 1PL 1,27 £ 0,10
PPCN/PS (50-50) 10% 2,03+0,10
PPCN/PS (50-50) 10% 0,5PL 2,08 £ 0,20
PPCN/PS (50-50) 10% 1PL 2,26 £ 0,20
PPCN/PS (50-50) 15% 4,15+0,20
PPCN/PS (50-50) 15% 0,5PL 4,21+ 0,10
PPCN/PS (50-50) 15% 1PL 4,59+ 0,10
PPCN/PS (80-20) 5% 1,19+ 0,20
PPCN/PS (80-20) 5% 0,5PL 1,28 £ 0,10
PPCN/PS (80-20) 5% 1PL 1,36 + 0,20
PPCN/PS (80-20) 10% 2,38+£0,10
PPCN/PS (80-20) 10% 0,5PL 2,46 + 0,10
PPCN/PS (80-20) 10% 1PL 2,83+0,20
PPCN/PS (80-20) 15% 6,19+ 0,10
PPCN/PS (80-20) 15% 0,5PL 6,45+ 0,20
PPCN/PS (80-20) 15% 1PL 7,37 £0,10
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Figura 15. Comportamento reolégico de todas as dispersdes de PS e
PPCN/PS (50-50) em auséncia e presenga de PL. (i‘) dispersdes a 15%
(m/m) de protéinas, (™) dispersdes a 10% (m/m) de protéinas e ()
dispersées a 5% (m/m) de protéinas, em presenga e auséncia de PL. (A)
Reograma, tensao de cisalhamento vs taxa de cisalhamento; ( B) Viscosidade
vs. Taxa de cisalhamento.
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Figura 16. Comportamento reoldgico de todas as dispersées de PPCN/PS (80-
20) em auséncia e presenca de PL. ( i‘) dispersdes a 5% (m/m) de protéinas
e () dispersdes a 10% (m/m) de protéinas, em presencga e auséncia de PL;
(®) dispersdes a 15% (m/m) de protéinas em auséncia e presenga de 0,5%
de PL; e ( #)dispersdes a 15% (m/m) de protéinas em presenca de 1% de PL.
tensdo de cisalhamento vs taxa de cisalhamento;
Viscosidade vs. Taxa de cisalhamento.
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Figura 17. Comportamento reoldgico de todas as dispersées de PPCN, a
concentragdo de protéinas inferior a 15%, em auséncia e presengca de PL.
(™) dispersdes a 10% (m/m) de PPCN em presenca de 1% de PL,
(“‘) dispersdes a 10% (m/m) de PPCN em auséncia de PL; e (1)
dispersdes a 5% (m/m) de protéinas, em presenga e auséncia de PL. (A)
Reograma, tensdo de cisalhamento vs taxa de cisalhamento; ( B) Viscosidade
vs. Taxa de cisalhamento.
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Figura 18. Comportamento reoldgico de todas as dispersées de PPCN, a
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1% (m/m) em PL. (A) Reograma, tensdo de cisalhamento vs taxa de
cisalhamento; ( B) Viscosidade vs. Taxa de cisalhamento.
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3.3 Tensao interfacial

Os resultados das tensbes interfaciais das diferentes dispersdes
protéicas realizadas nesse trabalho estdo apresentados nas figuras 18 e 19.
Para as sdispersées em auséncia de PL (figura 18), quando aumenta-se a
concentracido de proteinas, a tensao interfacial diminui, o que confirma que as
protéinas do leite sdo naturalmente tensoativas (Davis &Foegedinget. al.,
2007). Esta redugao € mais pronunciada nas dispersdes de PS e menos para
as de PPCN. Em que se concerne as dispersdes protéicas de PPCN/PS, a
tensao interfacial mais baixa foi a da mistura de 50 % (m/m) de PS para 50 %
(m/m) de PPCN. Esses dados confirmam que as PS s&o mais tensoativas, pois
quando a concentragédo de PPCN aumenta (80 % (m/m) de PPCN para 20 %
(m/m) de PS), a tensao interfacial das dispersdes também aumentam (figura
18).

A evolugcdo temporal da tensao interfacial das dispersdes protéicas
mostra que o aumento da tensdo interfacial em relacdo ao tempo é diferente
entre esses dois tipos de protéinas (figura 19), e que a molécula que se
adsorve mais rapidamente sdo as PPCN, o que esta de acordo com (Perez et.
al. 2010). De maneira geral a inclinacdo das curvas de tensao interfacial em
funcdo do tempo, depende da velocidade de adsorcdo das moléculas na
interface, assim quanto maior a velocidade das moléculas a se adsorberem na
interface, menor sera o valor do médulo da inclinacdo da curva. Na tabela 12
estdo representados os moédulos das inclinacbes das curvas de tensao
interfacial em funcdo do tempo. As caseinas com uma atividade interfacial
elavada e uma estrutura flexivel e supramolecular, se adsorvem e se ligam a
interface ar/agua rapidamente, em comparacdo com uma proteina mais
compacta e globular, como as protéinas soluveis (Gaiani et. al., 2011; Perez et.
al. 2011).
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Tabela 13. Inclinagdes das curvas de tenséo iterfacial em fungdo do tempo,
das dispersbées a 15% (m/m) de proteinas. Mesmas letras em uma mesma
coluna nao diferem significativamente.

Solucgdes Inclinacao Solucgbes Inclinagao Solugdes Inclinagao
PPCN 1PL 0,0090 a PPCN 0,5PL 0,0045 a PPCN 0,0003 a
PS 1PL 0,0077 a PS 0,5PL 0,0102 b PS 0,0086 b
PPCN/PS 50- PPCN/PS 50-50 PPCN/PS 50-
50 1PL 0,0137 b 0,5PL 0,0103 b 50 0,0056 ¢
PPCN/PS 80- PPCN/PS 80-20 PPCN/PS 80-
20 1PL 0,0140 b 0,5PL 0,0063 a 20 0,0032 ¢

Para as dispersdes em presenca de PL, os valores de tensao interfacial,
foram sempre inferiores em relacédo as dispersdées em auséncia de PL (figura
18), foi mostrado que em misturas de protéinas e surfactantes de baixas
massas molares onde pequenas quantidades destes, em relacdo a uma certa
concentracdo de protéinas, podem aumentar a taxa de declinio da tensao
interfacial em relacdo a observada por proteinas em auséncia de surfactantes
de baixas massas molares (Wilde et. al., 2004, Davis & Foegeding, 2007). No
entanto com o aumento da concentragao de proteinas, existe um aumento da
tensao interfacial (figura 18), o que contraria o comportamento das dispersdes
em auséncia de PL. Esse comportamento indica que a lecitina, um surfactante
de caracteristicas idnicas, interage com as moléculas de proteinas, mais
provavelmente com as caseinas, pois o aumento da tensdo interfacial foi
superior neste caso. Esse efeito pode ser explicado pelo fato de as caseinas
terem uma area molecular superior, em relacdo as PS, pois sua estrutura é
naturalmente aberta, pois ndo apresenta estrutura terciaria,, portanto podera

existir mais sitios disponiveis para a interagdo com os PL.
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Figura 19. Tensao interfacial da superficie ar/agua, medida a 40 °C com uma
cinética de 600 segundos em fungdo da concentracdo de protéinas em

auséncia de PL (’); presenca de 0,5% (m/m) de PL ( ®); e presenca de 1%

(m/m) de PL ( “ ). (A) disper¢cdes de PS; (B) disper¢des de PPCN; (C)
dispergcdes de PPCN/PS (50-50); e (D) dispergdes de PPCN/PS (80-20).

Para melhor compreensao do comportamento da adsorcao de diferentes
dispersdes protéicas em presenga e auséncia de PL, a resposta dinamica da
tensdo interfacial de todas as dispersées a 15 % (m/m) de proteinas, é
igualmente apresentada na figura 19. N&o foi esperado o tempo de
estabilizacao da tensao interfacial, pois durante a atomizacédo, o tempo de
secagem € cerca de 20 — 60 segundos, o que ndo € suficiente para a
estabilizacdo da camada interfacial, ar/agua.
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Figura 20. Evolugdo temporal da tensao interfacial da interface ar/agua,
medida a 40 °C, das dispersdes protéicas a concentracdo de 15 % (m/m) em:
( *) PS; (M) PPCN; (*) PPCN/PS (50-50); e ( ) PPCN/PS (80-20). (A)
dispersdes em auséncia de PL; (B) dispersdes em presencga de 0,5 % (m/m) de
PL: e (C) dispersbes em presenga de 1% (m/m) de PL.
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De acordo com Nahringbauer (1995), as curvas podem ser divididas em
trés etapas:

o Um periodo de adaptagcdo durante o qual o valor de tensao
interfacial ndo varia, o qual ndo é visto nos experimentos realizados neste
trabalho. A tensao interfacial diminui muito rapidamente. Nestas concentracoes
protéicas, muito elevadas, o processo de adsorgao € terminado em um tempo
muito curto, menos de alguns segundos, (Mezdour et. al. 2007). Pelo fato da
alta concentracao de proteinas na fase continua, a cobertura da interface ja é
relativamente elevada, mesmo na etapa inicial do processo de adsorcao
(Piazza, et. al., 2009). De maneira geral, maior as concentragdes protéicas,

menor sera o tempo para que as moléculas se dispersem para a interface.

o Um periodo de rapida baixa de tensao interfacial, ao curso do qual
as macromoléculas de tensoativas sdo adsorvidas e a cinética real da adsorgao

depende da fracdo da cobertura da interface.

o Uma regidao a qual uma diminuicdo muita lenta da tenséao
interfacial € observada em razao da ordem de arranjos progressivos das

proteinas na camada interfacial (Avranas & Tasopoulos, 1999).

De maneira geral maior a concentragao de PL, mais rapido é o tempo de
estabilizacdo da tensdo interfacial. Como dito anteriormente e pode ser
confirmada nestas figuras, a caseina tem um tempo de estabilizacdo da

interface ar/agua mais rapido, em relagao as proteinas soluveis (figura 19).

3.4 Reologia de cisalhamento interfacial

A fim de se avaliar o comportamento de filmes interfaciais, é util
examinar os modulos de estocagem e perda em fungdo da frequéncia. Nas
Figuras 20 e 21, esses mddulos sao apresentados em fungédo da frequéncia
(Hz). O médulo de elasticidade interfacial ou modulo de estocagem interfacial
(Gi") descreve a caracteristica solida de uma interface; o modulo de perda
interfacial ou mddulo viscoélastico interfacial (Gi”) descreve as caracteristicas
liquidas interfaciais. A interface é do tipo liquido, se seus valores de G;” > G/,

caso contrario € de uma interface do tipo sdlida.
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Figura 21. Medidas de Gy (circulo) e G;” (quadrado) em varredura em
frequéncia de todas as solu¢des em auséncia de PL; Solug¢des de PS
(simbolos fechados) e solugdes de PPCN/PS 50-50 (simbolos abertos).

10
Pa-m |

10

0,01 0,1 1 H=z 10
Frequency T — -

Figura 22. Medidas de Gi (circulo) e G’ (quadrado) em varredura de
frequéncia de todas as solugbes em presencga de 1% de PL (sinais fechados) e
0,5% de PL (sinais abertos).

Para as dispersdes contendo somente PPCN e PPCN/PS 80-20, nao
foram encontrados valores de G e G”. A natureza das monocamadas de
PPCN assim como suas estruturas desordenadas (figura 2) podem ser as
possiveis causas. A alta concentracdo de PPCN nas dispersdes pode ter
influenciado os resultados, pois as micelas de caseinas tém uma forte
contribuicdo para o aumento da viscosidade das dispersdes (figura 14), e a
metodologia da reologia de cisalhamento interfacial é fortemente influenciada
pela viscosidade da fase continua, portanto maior a viscosidade da dispersao,

maior sera as dissipacoes do stress aplicado, alterando assim os resultados de
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G’i e G”; do sistema. Mais experiéncias deverao ser feitas para um melhor
entendimento dos efeitos das PPCN nas interfaces ar/agua, medidas a partir de
um redmetro de cisalhamento interfacial.

As dispersdes de PS tiveram valores de G’; mais elevados em relagao a
G”; em todas as faixas de frequéncias estudadas, tipico de uma interface de
caracteristicas solidas (G’; > G”j). Mas para as dispersdes de PPCN/PS (50-50),
o G”; foi superior do que o G’;, tendo assim uma interface do tipo liquido (G’; <
G”). As PPCN influenciaram a caracteristica das interfaces, pois as dispersdes
de PPCN/PS (50-50) tiveram menores valores de G’} e G”; em relagdo as
dispersdes de PS, e valores de G’; < G”;, apresentando uma interface do tipo
liquida.

Foram encontrados valores de G’; e G”; para todas as dispersdes em
presenca de PL, inclusive para as dispersées de PPCN. Em razdo de sua
natureza anfifilica, as moléculas de fosfolipideos podem ser ligadas a interface
ar/agua e formar monocamadas estaveis (Kragel et al., 1996). Este efeito foi
observado para todas as dispersbes contendo PL, as quais tiveram as
respostas de cisalhamento interfacial constante em relagdo a suas
concentracdes de PL (figura 23).

Na figura 21, a partir de valores de frequéncias superiores a 0.1 Hz,
houve a quebra do filme interfacial. Caracterizado pela queda brusca dos
valores de G’; e 0 aumento dos valores de G”;.

As dispersdes contendo PL (Figura 23) tiveram valores de G’; (mddulo de
perda interfacial) maiores que G”; (mdédulo de estocagem interfacial) em
menores valores de frequéncia o que indica que as interfaces das dispersdes
eram mais elasticas que viscosas e que a interface tinha uma estrutura do tipo
gel ao repouso. No entanto em maiores valores de frequéncia, acontece a
ruptura da interface, ponto de intercessao das curvas de G’; e G”;. Isso resulta
uma modificagdo da interface do tipo gel, a uma interface do tipo liquida,
quando o valor de G”; passa a ser maior que o valor de G’;.

O resultado do teste de varredura em frequéncia mostra que as
propriedades da rede de proteinas - fosfolipideos na interface ar/agua nao sao
fortemente influenciadas pela composicdo e a concentragcao do liquido na fase

continua.
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3.5 Reologia de dilatagdo interfacial

As diferentes concentracbes e formas protéicas tiveram efeitos
diferentes na elasticidade interfacial. Nas Figuras 24 e 25, o médulo elastico (E)
€ plotado em funcdo do tempo. O mddulo elastico aumenta em funcédo do
tempo, para a maioria das dispersdes, como foi observado para sistemas multi
- componentes (Piazza et. al., 2008). Os dados de reologia de dilatagédo
interfacial para todas as dispersdes estudadas neste trabalho, Figura 24,
mostra que as proteinas nao precisam de um tempo finito para migrar e se
adsorverem na interface, pois em alta concentracdo de proteinas no bulk, o
grau de cobertura da interface ja é relativamente alto na etapa inicial do
processo de adsorcao (Kudryashova et al, 2003;. Xu & Damodaran, 1993). Foi
demonstrado que o moddulo de dilatagao interfacial aumenta simplesmente
quando a cobertura de saturagdo é atingida, em razdo das interagdes
intermoleculares (Jongh et al., 2004). Mas para as dispersdes que contem
somente PPCN em auséncia e presenca de 0,5 % (m/m) de PL (figura 25) o
modulo de dilatagdo foi constante em funcdo do tempo, o que pode ser
explicado pelo fato que o médulo de dilatagdo € limitado e retardado pelos
arranjos de conformagbes em razdo do alto grau de cobertura da interface
(Kudryashova et al, 2003;. Xu & Damodaran, 1993). Este tipo de
comportamento € caracteristico de uma formagdo de monocamadas. Em
consequéncia, para as dispersbes de PPCN em presenca de PL, a alta
concentragao de proteinas pode impedir que os PL cheguem e se adsorvam na
interface ar/agua, durante esta cinética estudada, 300 segundos. As dispersdes
de PPCN em presenca de 1 % (m/m) de PL tiveram um maodulo de dilatagao
crescente em fungado do tempo. Em consequéncia, as dispersdes com as mais
baixas concentragbes de PPCN em presencga de 1 % (m/m) de PL mostraram
um maior aumento do moédulo de dilatacdo (figura 25), menor a relagao

PPCN/PL, menor é o impedimento estérico das moléculas de PPCN.
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Figura 23. Evolugao temporal do médulo de elasticidade na interface ar/agua,
medido a 40 °C, das dispersbes de proteinas a concentragdo de 15 %.
Dispersdes de PS em auséncia de PL( *); dispersdes de PS em presenga de
PL (0,5% e 1%) e solugdo de PPCN/PS 50-50 em auséncia de PL (®
);Dispersdes de PPCN e PPCN/PS 50-50 em auséncia de PL (*);Dispersdes
de PPCN em presenga de PL ( #);Dispersées de PPCN/PS 80-20 em auséncia
e presenca de PL (0,5% e 1%) ( ™).
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Figura 24. Evolugao temporal do modulo de elasticidade na interface ar/agua,
medido a 40 °C, das dispersdes de PPCN; em auséncia e presenca de 0,5% de
PL(#);dispersdes a 15% de PPCN em presenca de 1% de PL ( #);dispersdes a
10% de PPCN em presenga de 1% de PL (- );dispersdes a 5% de PPCN em
presenca de 1% de PL ().
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Figura 25. Tensédo interfacial da interface ar/agua em fungdo do modulo de
elasticidade, medida a 40 °C, das dispersdes de diferentes concentracoes de
PPCN: dispersdes em auséncia de PL (M);dispersdes a 15% de PPCN em
presenca de 1% de PL (* );dispersdes a 10% de PPCN em presenca de 1% de
PL ( #);dispersdes a 5% de PPCN em presenca de 1% de PL ( ).

Na figura 26, percebe-se o efeito da tensao interfacial sobre o moédulo de
dilatagao para as dispersdes de PPCN. Em geral, observa-se que os valores de
E aumentam quando a tensao interfacial diminui (Patino et. al., 1999), o que
indica que existe mais moléculas na superficie, que contribui para a reducio da
tensao interfacial e portanto para o aumento do modulo de dilatagcédo. Para as
dispersdes de PPCN em auséncia de PL (Figura 26), a tensao interfacial foi
similarmente constante, assim como o moédulo de dilatagdo, comportamento
caracteristico de monocamadas. No entanto, quando foi adicionado PL, a
tensao interfacial foi reduzida e o médulo de dilatagdo aumentou, o que indica
que existe uma adsorgao das moléculas de PL na interface ar/agua e, portanto
essa molécula pode, provavelmente, substituir as moléculas de PPCN na
interface. Assim sendo, para as dispersdées com as menores relacdes entre a
concentracdo de PPCN/PL na fase continua, a adsor¢cdo das moléculas de PL

na interface, se passa em uma velocidade mais elevada.
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4. Discussao

Todas as solugdes preparadas apresentaram uma viscosidade aparente
(n 100) Mais baixa em relagdo a um nivel maximo para a atomizagao 200 m-Pa.s
(Jeantet, 2008). As solugbes a 15 % de PPCN tiveram as maiores
viscosidades, o que esta ligado a sua estrutura molecular desorganizada, no
entanto as PS tiveram a viscosidade praticamente constante em todas as
concentragcbes estudadas, o que confirma que as caseinas sao os agentes
presentes naturalmente no leite que tém o papel mais importante no aumento
da viscosidade durante os processos de concentragao.

As PPCN e as PS mostraram um efeito surfactante, pois quando se
aumenta as suas concentracdes nas dispersdes, a tensao interfacial diminui.
Em relacdo a essas duas proteinas as PS tiveram um poder surfactante
superior que as PPCN, e estas ultimas apresentaram uma velocidade de
migragdo superior no sentido da interface. Quando adicionamos PL as
solugcdes, a tensao interfacial foi sempre inferior, em relagcdo as mesmas
concentracdes de proteinas em auséncia de PL, mas quando as concentragdes
de proteinas aumentaram, principalmente para as solugdes de PPCN, a tenséo
interfacial também aumentou igualmente, contrariando ao que se era esperado.

Todas as solugdes protéicas em presenga de PL foram classificadas
como do tipo gel, G} > G”, confirmando que existem interacbes entre as
moléculas na interface ar/agua. Esses valores de G’; e G”; foram similares para
todas as solugcdes. Podemos deduzir que, provavelmente, sdo os efeitos das
moléculas de PL que migram para a interface ar/agua que influenciam sobre
este efeito. Para as solugdes protéicas em auséncia de PL, as solugdes de PS
tiveram os maiores valores de G’j e G”; os quais nao foram encontrados para as
solucdes de PPCN em auséncia de PL.

Para as analises de elasticidade interfacial, as solu¢gdes de PS tiveram
0s maiores valores do modulo de dilatagdo, que aumentou em fungdo do
tempo, o que confirma que a adsorcao ainda estava acontecendo, e que o
equilibrio ndo foi atingido. No entanto para as solugbes de PPCN em auséncia
de PL, o médulo de dilatagcdo ndo se alterou em fungdo do tempo, portanto

podemos afirmar que apo6s uma cinética de adsor¢do de 300 segundos, o
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equilibrio foi atingido. Confirmando que as moléculas de PPCN formam
monocamadas nas interfaces ar/agua.

Quando foi-se adicionado PL nas solugcbes de PPCN, o mddulo de
dilatacdo aumentou em funcdo do tempo, confirmando que os PL tiveram um
transporte no sentido da interface.

A relacdo PPCN/PL mais baixa permite um aumento na tenséao interfacial
e do médulo de dilatagcdo em funcdo do tempo. No entanto os valores de G’ e
G”; sao constantes para todas as relagcbes proteinas/PL. Esse método foi
realizado apds uma cinética de 60 minutos, portanto as solugbes podem ter
atingindo o equilibrio. Sendo assim foi encontrado PL na camada interfacial
ar/agua. Mas para a metodologia de tensdo interfacial e de reologia de
dilatagao interfacial ndo foi esperado que as solugdes atingissem o equilibrio,
nesta cinética inferior a 600 segundos, a relagao proteina/PL principalmente
PPCN/PL influenciaram nos resultados.

A secagem por pulverizagao implica a transformagao de uma substancia
de forma liquida em forma seca devido a uma pulverizagdo em um meio a
temperatura elevada e baixa umidade relativa (Figura 5). Procede-se em uma
sO operacado continua e completamente automatizada. A matéria pode ser
sobre forma de solugéo, suspensido ou de massa. O objetivo da pulverizagéo
de um concentrado é de aumentar a area de contato ao maximo para favorecer
a evaporagao. Menores sdo as gotas, maior sera a area e mais facil sera a
evaporagao, obtendo assim um melhor rendimento térmico. O ideal seria que
todas as goticulas fossem atomizadas a um tamanho uniforme, o que
significaria que o tempo de secagem seria 0 mesmo para todas as goticulas,
obtendo assim uma taxa de umidade uniforme (Masters, 1991; Tratnig et. al.,
2009). Os parametros pertinentes para a formacao das gotas sao a viscosidade
dinamica do liquido, a densidade e a tensédo interfacial da interface ar, o
didmetro e a altura da cémera, assim como o didmetro do orificio de
pulverizagao (Tratnig et. al., 2009).

A adicao de PL tem por efeito diminuir a tensao interfacial da superficie
do concentrado e, portanto de formar gotas de pequenos tamanhos, e também,
de recobrir a superficie do p6é para melhorar suas propriedades de reidratacio.
Para todas as solucdes de PPCN, o efeito da diminuicdo da tensao interfacial

foi atendido, mas quando a concentracdo de PPCN aumentou em relagédo a
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concentracdo de PL a tensado interfacial também aumentou. Portanto se
adicionarmos PL antes do processo de atomizacdo, em solugcdes de alta
concentragdo de caseinas, como algumas férmulas de leites infantis, ou
mesmo para a elaboragao de PPCN, o tamanho das goticulas formadas e os

efeitos da encapsulagcao dos poés pelos PL nao serao influenciados.
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5. Concluséo
A utilizacdo simultdnea, da tensdo interfacial, da reologia de

cisalhamento interfacial e da reologia de dilatagdo interfacial, permitiu a
caracterizacao das propriedades interfaciais de diferentes misturas a alta
concentracido de micelas de caseinas, proteinas soluveis e fosfolipidios na
interface ar/agua. Os recentes progressos ao nivel da caracterizagao dos filmes
interfaciais permitem a melhor compreensao das propriedades de formacgao da
interface ar/agua de solugdes concentradas.

As solucbes de micelas de caseinas e proteinas soluveis mostraram
comportamentos diferentes na interface ar/agua. Contrariamente as proteinas
soluveis, as micelas de caseinas formam monocamadas na interface ar/agua e
sua tensao interfacial € notavelmente maior que a obtida para as solugdes de
proteinas soluveis.

Além de seus comportamentos reoldgicos distintos, as propriedades
interfaciais destas duas proteinas sao igualmente diferentes, as micelas de
caseinas mostram uma velocidade mais importante de migragdo para a
interface, um poder surfactante mais fraco, e um maior aumento da viscosidade
comparado as proteinas soluveis.

Um dos resultados mais importantes deste estudo € sem nenhuma
duvida a interacdo existente entre as micelas de caseina e fosfolipideos ao
curso de suas adsorgdes na interface ar/agua. Esses resultados ndo somente
foram confirmados pelos dados de tensdo interfacial, mas também pelos
resultados reoldgicos de cisalhamento e de dilatacao interfacial. A partir desta
interacdo entre as micelas de caseinas e fosfolipidios podemos formular uma
teoria que as micelas de caseina formam uma monocamada estavel na
interface e impedem que as moléculas de fosfolipidios cheguem e se adsorvam
a esta, em um tempo definido.

A partir destes resultados, novas perspectivas de pesquisas podem ser
propostas. Na verdade, mostra-se necessario de continuar o estudo desta
relagdo existente entre as moléculas de caseina e os fosfolipidios nas
propriedades interfaciais. Para a confirmagdo dessa teoria, mostra-se
importante efetuar, por exemplo, uma analise de microscopia de infravermelho
na interface (PM-IRRAS) nas solu¢des de diferentes concentragdes de micelas

de caseina e fosfolipidios, em funcdo do tempo de estabilizacdo desta
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interface, para saber se nas solugdes de micelas de caseina - fosfolipidios, sao
encontradas na interface, matéria gorda, proteinas ou essas duas moléculas.
Outro resultado interessante deste trabalho mostra que a adicao de
fosfolipidios em solucdes de alta concentragcado de caseinas, antes do processo
de atomizacdo, ndo é suficiente para diminuir os tamanhos das goticulas
formadas a partir da atomizacdo. E que a superficie do pd sera recoberta por
essas proteinas, pois elas migram para interface com uma velocidade mais
elevada que os fosfolipidios. Este efeito pode diminuir as propriedades de
reidratacdo dos pdés. Uma boa alternativa é de se adicionar os fosfolipidios
apo6s o processo de atomizacdo das dispersdes, pois o fraco tempo de
secagem (cerca de 20 a 60 segundos), n&o sera suficiente para fazer com que
as caseinas cheguem a interface do p6 substituindo os fosfolipidios. Portanto a
superficie do pé se constituiria praticamente de fosfolipidios, melhorando as

propriedades de reidratacdo do produto.
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