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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi utilizar a espectroscopia Raman e o analisador rapido de
viscosidade (RVA) no estudo das propriedades quimicas dos concentrados proteicos de soro
do leite (WPC), visando identificar atributos intrinsecos aos produtos durante processamento
de obtencdo ou utilizacdo industrial. Com o uso da espectroscopia Raman foi possivel
identificar o estado fisico da lactose presente em amostras de WPC, obtidas em planta piloto
sob diferentes parametros tecnologicos, devido a caracterizacdo do estado fisico deste
carboidrato nas particulas dos pés. O processo de cristalizagdo da lactose foi identificado em
diferentes repeticdes dos tratamentos aplicados, devido &s mudancgas espectrais que ocorrem
na regido de 2900 cm™ e, principalmente, na regido entre 1200 e 800 cm™. Estas alteragGes no
perfil dos espectros foram atribuidas ao processo de mudanca de fase da lactose amorfa para a
lactose cristalina, durante a qual ocorre o aparecimento de novas bandas, devido ao
abaixamento de simetria que ocorre na transi¢do de fases. O RVA foi utilizado para avaliar o
comportamento sinérgico de sistemas proteicos reidratados contendo WPC, visando elucidar a
influéncia das diferentes estruturas proteicas destes sistemas em diferentes processamentos
térmicos sob a influéncia do pH do meio, permitindo alcancar melhor otimizacdo da definigdo
dos produtos e processos. A interpretacdo das reagdes e das interacGes que ocorrem de forma
simultdnea entre o0s constituintes proteicos destes sistemas em dispersdo durante o
processamento térmico ainda € um grande desafio e, neste trabalho, foi feita através da
observacdo das mudancgas reoldgicas da viscosidade durante a rampa de aquecimento,
utilizando-se 10 parametros analiticos especificos obtidos nos perfis viscograficos. O estudo
demonstrou a clara influéncia do pH 5,5 na elevagdo de no minimo 5°C na temperatura de
inicio da viscosidade de arranque dos sistemas proteicos e o impacto das diferentes
proporcdes proteicas em pH 7,0 no perfil das curvas viscogréficas, tendo como principal
agente o efeito sinérgico proveniente entre as reacdes e interacdes das caseinas com as
proteinas do soro durante o processamento. Assim, este trabalho reforca a importancia da
espectroscopia Raman como ferramenta analitica na caracterizacdo do estado fisico da
lactose, do RVA como um instrumento analitico utilizado na simulacdo de processos
industriais envolvendo os sistemas proteicos e 0 uso da rampa de viscosidade de arranque
como forma de interpretacdo das interagdes dos seus componentes em relacdo as
modificagOes relacionadas a temperatura de tratamento.

Palavras-chave: WPC. Raman. Transi¢édo vitrea. RVA.



ABSTRACT

The objective of this study was to use Raman spectroscopy and Rapid Viscosity
Analyzer (RVA) in the study of chemical properties of Whey Protein Concentrates (WPC),
aiming to identify intrinsic attributes of the products during processing or during industrial
use. By means of Raman spectroscopy, it was possible to identify the structure of the lactose
present in the WPC samples, obtained in a pilot plant under different technological
parameters, due to the characteristics of the physical state of this sugar in the powder
particles. The crystallization process of the lactose has been identified in different repetitions
of treatments because of the spectral changes occurring in the region of 2900 cm™ and
especially in the region between 1200 and 800 cm™. These changes in the profile of the
spectra were attributed to phase change process of amorphous lactose to crystalline lactose,
which occurs during the appearance of new bands due to the lowering of symmetry in the
phase transition. The RVA was used to evaluate the synergistic behavior of WPC containing
rehydrated protein systems, to elucidate the effect of different protein structures of these
systems in various thermal processing under the influence of pH, allowing to a better
optimization of definition of products and processes. The interpretation of reactions and
interactions that occur simultaneously among the protein constituents of these systems in
dispersion during thermal processing is still a major challenge, and this work was carried out
by observing the rheological changes in viscosity during the heating ramp, using 10 specific
analytical parameters obtained from the viscographic profiles. The study showed a clear
influence of pH 5.5 in the elevation of at least 5°C in the initial temperature of the start-up
viscosity of the protein systems and the impact of different protein ratios at pH 7.0 in the
profile of viscographic curves, the main agent being the synergistic effect between the
reactions and interactions of caseins with whey proteins during processing. This study
reinforces the importance of Raman spectroscopy as an analytical tool in characterizing the
physical state of lactose and the RVA as an analytical tool used in the simulation of industrial
processes involving protein systems and also the use of start-up viscosity ramp as a means of
interpretation of the interactions of its components in relation to thermal treatment related

changes.

Keywords: WPC, Raman, Glass transition, RVA.
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1- INTRODUCAO GERAL

O concentrado proteico de soro (whey protein concentrate - WPC) em p6 é um
produto com elevado valor de mercado, sendo empregado como ingrediente nobre nas
industrias de aditivos e ingredientes, nas industrias de alimentos e na elaboracdo de dietas
nutricionalmente elaboradas para pessoas com necessidades especiais em nutrientes.

A producdo de WPC por meio da aplicacdo das técnicas de membranas, evaporacao a
vacuo e secagem por spray € uma alternativa tecnoldgica viavel ao aproveitamento do soro
oriundo das fabricas de queijos, possibilitando a obtencdo de produtos com alto valor
mercadoldgico agregado (CARVALHO e MAUBOIS, 2010), grande aplicabilidade industrial
e também propriedades funcionais diferenciadas aos produtos obtidos a partir de soro.

Entretanto, historicamente, o Brasil caracteriza-se como grande importador de WPC,
existindo uma grande caréncia por informacdes técnicas, principalmente com embasamento
cientifico, por parte das inddstrias de laticinios no tocante as tecnologias para transformacéo
do soro em WPC. No Estado de Minas Gerais os Laticinios Barbosa e Marques (Governador
Valadares), Laticinios Porto Alegre (Ponte Nova e Mutum) e Kerry do Brasil (Trés Coragdes)
destacam-se pelos investimentos nos Ultimos anos na instalacdo de sistemas de membranas,
evaporagao a Vacuo e secagem por spray, com vistas ao aproveitamento do soro e a producgao
industrial de derivados desidratados em p6 deste co-produto da producdo de queijos. O estado
de Minas Gerais possui aproximadamente 35% das industrias de laticinios do Brasil sendo,
portanto, Estado potencial para o aproveitamento de parte do seu soro como WPC.

Atualmente, as relagOes interinstitucionais constituem o cerne da vida académica e
refletem os avancos experimentados pela consolidagdo da ciéncia no mundo. A importancia
estratégica das relagdes interinstitucionais consiste em fortalecer o conhecimento cientifico,
construindo, nos seus espacgos de articulacdo e de dialogo, a viabilidade necessaria para a
realizacdo de projetos de desenvolvimento nacional. As relac@es interinstitucionais permitem
as Instituicbes Cientificas e Tecnoldgicas (ICTs) dialogar entre si e demais instituicGes do
segundo e terceiro setor e, assim, promover a articulacdo necessaria para realizar inovacao e
criar condi¢cbes para o crescimento tecnologico e econémico, objetivando distribuicdo de
renda e incluséo social, geracdo de empregos e oportunidades de trabalho para todos. Nesse
sentido, o diferencial estratégico das relagdes interinstitucionais é promover relacdes baseadas
no didlogo, na cooperacdo e principalmente na transparéncia. As relagdes interinstitucionais,
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visando & inovagdo e & pesquisa cientifica e tecnolégica no ambiente produtivo, sdo
incentivadas pela Lei n° 10.973, de 2 de dezembro de 2004, conhecida como “Lei da
Inovacao”, que reflete a necessidade do pais contar com dispositivos legais eficientes que
contribuam para o delineamento de um cenério favoravel ao desenvolvimento cientifico,
tecnoldgico e ao incentivo a inovagdo (BRASIL, 2004.). Desta forma, o marco legal em vigor
representa um amplo conjunto de medidas cujo objetivo maior € ampliar e agilizar a
transferéncia do conhecimento gerado no ambiente académico para a sua apropriacdo pelo
setor produtivo, estimulando a cultura de inovacdo e contribuindo para o desenvolvimento
industrial do pais.

E neste cenario que inserimos este trabalho, cujo tema “Uma contribuicdo a pesquisa
das propriedades quimicas dos concentrados proteicos de soro do leite” visa utilizar a
“Espectroscopia Raman como ferramenta de caracterizacdo da estrutura da lactose em
concentrados proteicos de soro e o analisador rapido de viscosidade no estudo das
propriedades viscograficas de proteinas lacteas” ja que, nos Ultimos anos, foi possivel
construir relacBes interinstitucionais solidas visando a pesquisa na area de concentrados e
desidratados do leite e derivados, com énfase na pesquisa de produtos e processos de
preparacdo de concentrados proteicos de soro do leite entre a Universidade Federal de Juiz de
Fora, Universidade Federal de Vigosa e a Gemacom Tech S/A. O desenvolvimento do
trabalho esta dividido em duas etapas principais:

e 4 — Espectroscopia Raman como ferramenta na caracteriza¢éo da lactose em
concentrados proteicos de soro;
e 5 - Avaliacdo do efeito sinérgico de proteinas lacteas em analisador rapido de

viscosidade.

A espectroscopia Raman tem sido empregada no estudo de diversos produtos lacteos,
apresentando importantes contribui¢cdes no entendimento das tecnologias e nas propriedades
quimicas destes produtos (ALMEIDA et al., 2012; ALMEIDA et al., 2011; LEI et al., 2010).

O Instituto Americano de Produtos Lacteos (ADPI, 2002), que estabelece padrbes
elaborados como um guia para a selecdo de produtos lacteos a serem utilizados como
ingredientes na industria alimenticia, mostra que a lactose € o componente majoritario do
WPC35 (~350,0 g.kg? de proteina na base seca). A caracterizacdo da estrutura da lactose
presente neste produto, utilizando a espectroscopia Raman, é extremamente Gtil para o estudo

da influéncia do processamento e das condi¢cGes e tempo de armazenamento na lactose
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presente no mesmo, devido ao fato de ndo ser previamente cristalizada durante a producgdo. A
espectroscopia Raman consiste entdo, em uma potencial ferramenta emergente e relevante
para 0 uso no controle de qualidade da producdo industrial e para o entendimento e
aperfeicoamento dos métodos produtivos, impactando diretamente e decisivamente no
crescimento e na competitividade das industrias de alimentos do Estado de Minas Gerais.

Em uma oOtica complementar, as proteinas presentes nos WPC também possuem
grande importancia sob a perspectiva tecnoldgica, ja que desempenham funcées reologicas
em diferentes aplicacOes. Este trabalho insere-se na perspectiva do uso de condicGes
simuladas de processamento, empregando o equipamento Analisador Rapido de Viscosidade
(RVA), o qual proporciona ampla versatilidade ao permitir a aplicacdo de diferentes
tratamentos térmicos com simultdnea determinacdo continua da viscosidade. Na literatura
cientifica internacional este instrumento é citado como simulador de processo (BENNET et
al., 2007).

Espera-se que, ao final do trabalho, obtenha-se uma matriz de correlagdo da influéncia
das interacGes proteicas e da identificacdo das propriedades das proteinas frente as variagoes
de tratamentos térmicos e pH de diferentes sistemas proteicos, considerando que a
desnaturacdo térmica das soro-proteinas € determinante para a funcionalidade dos
ingredientes lacteos e pode ser descrita e avaliada, em diferentes tratamentos, com auxilio do
RVA.

Este projeto foi construido com o objetivo de se obter a transferéncia direta das
tecnologias obtidas para as industrias, por meio da difusdo publica das conclusdes obtidas no
trabalho, assim como pela formagdo de mdo de obra especializada constituida pelos
pesquisadores e colaboradores envolvidos no projeto, com capacidade multiplicadora de
conhecimento técnico cientifico. Este mesmo projeto esta configurando como uma pesquisa
realizada por meio de relacdes interinstitucionais (UFJF : UFV : Gemacom Tech), na qual o
avanco do conhecimento cientifico possui imediato e direto retorno para a sociedade.

O modelo de interagcdo utilizado foi o da Inovagcdo Aberta, permitindo o
compartilhamento dos laboratérios destas instituicbes, gerando um ambiente
multicolaborativo unico e essencial para a execucao das atividades envolvidas neste trabalho,
devido ao nivel de complexidade e especificidades envolvidas tanto nos procedimentos de
producdo em escala piloto dos produtos, quanto nos procedimentos analiticos. Assim, este
projeto teve como fundamentacdo apresentar a viabilidade da relacdo publica: privada no
ambito da Inovacdo Aberta, como mecanismo de aceleracdo do desenvolvimento cientifico e

industrial na area de alimentos no Brasil.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 QUIMICA E TECNOLOGIA DE PROTEINAS LACTEAS

A obtencdo dos concentrados proteicos pode ser realizada empregando a associacao de
processos de filtragdo por membranas, evaporacdo a vacuo e secagem em Spray Dryer. A
secagem por atomizacdo é a técnica mais conveniente para a producdo de concentrados
proteicos em pd. Entretanto, o seu emprego para secagem de produtos oriundos do soro de
leite (por exemplo, o concentrado proteico de soro — WPC) e novos produtos, frequentemente
ocorre de forma empirica, ocasionando a agregacao de particulas coloidais e adesdo dos pos
nos equipamentos. A origem destes problemas esta associada as propriedades fisico quimicas
dos produtos e atributos de processamento. As variaveis de controle mais relevantes sdo a
atividade de agua, a transicao vitrea e a cristalizacéo da lactose (SCHUCK et al., 2004).

O desenvolvimento de atributos operacionais e tecnoldgicos para o processamento do
WPC ¢é necessario para um eficiente projeto de equipamentos na industria de Concentrados e
Desidratados nacional. Equipamentos e linhas de processo bem projetados contribuirdo para
uma maior competitividade destas industrias nos mercados nacional e internacional, bem
como o melhor aproveitamento do soro.

O dissacarideo lactose € o predominante e mais importante carboidrato do leite,
existindo concentragbes muito baixas de outros monossacarideos, incluindo glicose e
galactose, oligossacarideos neutros e acidos e carboidratos ligados a peptideos e proteinas
(ROBINSON, 1981). Na Figura 1 é apresentada a estrutura quimica de lactose.
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FIGURA 1- Estrutura quimica da lactose

Beta-lactose

Fonte: PERRONE et al., 2011

De acordo com Damodaran et al. (2010), a concentracdo de lactose no leite varia
conforme a origem entre 2,0 % a 8,5 %. O leite de vaca contém, corriqueiramente, maior
guantidade de lactose do que qualquer outro componente sélido, apresentando uma
concentragéo quase constante entre 45 g.L. ™ a 50 g.L™* (WALSTRA e JENNESS, 1984).

Os acUcares que possuem atomos de carbono assimétricos sao opticamente ativos e
suas solucdes desviam o plano de vibracéo da luz polarizada que os atravessa. A a-lactose e a
B-lactose diferem em sua rotacdo especifica. Uma solucdo recém preparada de qualquer uma
delas mudara sua rotacdo com o passar do tempo a medida que tem lugar o equilibrio com a
outra forma. Segundo Holsinger (1997), a lactose pode ocorrer em duas formas cristalinas nos
produtos lacteos, a-hidratada e B-anidra, ou como uma mistura vitrea amorfa de o e 3 lactose.
A forma estrutural da o-lactose pode ser convertida na forma estrutural beta por meio da
mudanca na posic¢do da hidroxila e do hidrogénio no grupo redutor. Esta mudanca na rotacéo
na conformacdo espacial é denominada mutarrotagdo. De acordo com Whittier (1944), a
mutarrotacdo € um fenémeno caracteristico de todo agucar redutor em solucdo aquosa e, em
algumas instancias, é atribuida s mudancas nas concentrac@es das formas o e 3.

De acordo com Knipschildt e Andersen (1994), o método de secagem é o mais
importante método de conservacdo de lacteos, pois a utilizacdo desta técnica possibilita a
conversao do leite ou soro em leite ou soro em pd com perdas nutricionais minimas. Ha trés
tipos principais de sistemas de secagem em utilizacdo pelas industrias: Na secagem em Unico
estdgio, emprega-se apenas a camara de secagem para transformar o leite ou soro

concentrados em pd, o que produz um pé particulado caracterizado pela baixa solubilidade em
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agua; Na secagem em dois estagios, além da camara de secagem, emprega-se o fluidizador,
acarretando na obtengdo de um p6 aglomerado, com caracteristicas superiores de solubilidade;
E a associacdo de dois fluidizadores com capacidade de evaporagdo junto a camara de
secagem caracteriza o processo de secagem em trés estagios e em intensa aglomeracao do pé
(WESTERGAARD, 2001).

O processo de secagem de lacteos implica na formagdo de lactose no estado amorfo
que é altamente higroscopica. Segundo Hynd (1980), os produtos de soro em p6 possuem a
tendéncia de absorver dgua do ar ambiente, acarretando agregacdo de particulas coloidais do
produto durante o armazenamento e a substituicdo de parte da lactose amorfa por lactose
cristalina, como resultado da cristalizagdo do soro concentrado, transforma o soro em um
produto néo higroscopico. De acordo com Fox e McSweeney (2003), no intuito de aumentar o
prazo de conservacdo do soro em po, por exemplo, deve-se realizar controle da acidez do
soro, da cristalizacdo da lactose e da temperatura do ar de saida da cAmara de secagem.
Segundo Masters (2002), o soro em pd, quando obtido sem prévia cristalizacdo, € um po
muito fino, higroscopico e com grande tendéncia a agregacao de particulas coloidais, 0 que se
deve a presenca de lactose em um estado vitreo ou amorfo.

De acordo com Knipschildt e Andersen (1994), a cristalizacdo do soro concentrado
pode ser realizada pela adi¢do de nucleos de cristalizacdo, lactose microcristalina ou soro em
po, seguida de agitacdo e controle da temperatura.

Segundo Schuck (2001), as propriedades dos produtos lacteos desidratados sao
influenciadas por fatores que envolvem as condi¢cdes de operacdo dos equipamentos, as
caracteristicas da matéria prima e as condi¢des de estocagem. O aprimoramento da qualidade
de produtos lacteos desidratados, o qual é governado pelo histérico de tempo e temperatura,
envolve um grande entendimento do processo por meio de abordagens fisico quimicas,
termodinamicas e cineticas (JEANTET et al., 2008).

De acordo com Schuck et al. (2008), a quantidade maxima de umidade em um produto
lacteo desidratado deve ser definida pelo valor da atividade de agua, sendo desejado um valor
proximo a 0,200.

Conforme Roos (2001), elevadas temperaturas empregadas durante a secagem, em
associacdo com a presenca de &gua residual nos estagios finais da secagem produzem a
“pegajosidade’ (aderéncia), a agregacgdo de particulas coloidais e a adesdo do soro em p6 ao

equipamento. Segundo Hardy (2001), no caso de produtos lacteos desidratados, as suas
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propriedades (fluidez, estabilidade ao armazenamento e solubilizag&o) séo intrinsecamente
dependentes do modo e da intensidade das interacBes quimicas da agua com 0s outros
constituintes.

De acordo com Schuck et al. (2004), ao se produzir produtos em po de soro deve-se
controlar a temperatura do ar de saida da camara de secagem para que seja sempre inferior a
100°C, no intuito de evitar a transformacgéo de lactose amorfa em lactose cristalina, o que
acarreta em aglomeracédo e adesdo do produto no equipamento. Segundo Vuataz (2002), o
processo de secagem do leite e de seus derivados foi desenvolvido empregando uma base
mais empirica e tecnoldgica do que em conceitos da ciéncia dos materiais alimenticios, o que
pode ser desenvolvido por meio de diagramas de fases, curvas de sorcdo e andlise da
composicao fisico-quimica.

O principal componente quantitativo do leite € a dgua, seguida pela lactose, gordura e
proteina (caseina e soro-proteina). O leite também contém pequena quantidade de minerais,
especificas proteinas do sangue, enzimas e pequenos intermediarios da sintese mamaria. A
composicao do leite varia de acordo com a raca e a sanidade do animal, estagio de lactacdo e
o tipo e a quantidade de alimentacdo, dentre outros (WALSTRA e JENNESS, 1984).

O leite bovino normal contém aproximadamente 35 g.L™ de proteina, a qual pode ser
fracionada em caseinas e soro-proteinas. Segundo Walstra e Jenness (1984), as caseinas sao
um grupo de fosfoproteinas especificas do leite as quais se precipitam com acidificacdo a pH
4,6, presente na forma de micelas. Nesta categoria sdo inclusos quatro tipos de cadeias
polipeptidicas designadas as1, as2, B € k-caseinas, junto com alguns derivados formados pela
proteodlise destas. Micelas de caseina sdo particulas coloidais com 80 nm a 300 nm de
diametro (média aproximada de 150 nm), consistindo uma base seca de aproximadamente
94% de proteina e 6% aproximadamente de matéria inorganica como calcio, fosfato,
magnésio e citrato, sendo um importante composto inorganico presente o fosfato de calcio
coloidal.

As principais fracdes das proteinas do soro sdo p-lactoglobulina (B-LG), albumina do
soro bovino (BSA), a-lactoalbumina (a-LA) e imunoglobulinas (lgs). Diversas revisdes
abrangendo as estruturas e propriedades das proteinas do soro tém sido publicadas
(EDWARDS et al., 2009; HAMBLING et al., 1992; KINSELLA e WHITEHEAD, 1989). -

LG é a mais abundante soro-proteina, representando aproximadamente 50% do total das soro-
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proteinas do leite bovino, tem uma massa molecular de 18.000 unidades de massa atdmica,
possui duas ligagOes dissulfeto internas e um grupo tiol livre.

O processo de conversdo do leite ou do soro liquido em po altera a natureza e o
comportamento dos componentes do leite. Fatores que afetam a capacidade de absorcdo de
agua das proteinas lacteas incluem: composicdo; estrutura proteica e conformacédo; carga
superficial e polaridade; presenca de carboidratos, lipidios e sais; pH; forca idnica;
temperatura; grau de desnaturacdo e agregacdo; e formacgdo de ligacOes dissulfidicas
(DAMODARAN, 1996; GARCIA et al., 1997).

A modificacdo na estrutura das proteinas e, consequentemente, as interacdes entre as
mesmas e também com outros compostos ndo proteicos, € extremamente determinante para o
comportamento funcional dos produtos desidratados.

Segundo Araujo (1995), a desnaturacdo altera varias propriedades importantes das
proteinas, do ponto de vista da tecnologia de alimentos. A proteina desnaturada €, geralmente,
menos sollvel ou até mesmo insollvel, promove aumento na viscosidade do alimento e tem a
reatividade de seus grupos laterais intensificada. O autor prossegue afirmando que a proteina
desnaturada é mais sensivel a hidrélise por enzimas proteoliticas.

A desnaturacdo das soro-proteinas afeta a conformacdo tridimensional e as
caracteristicas funcionais das mesmas. O grau de desnaturacdo térmica das soro-proteinas
varia em funcdo da intensidade do tratamento térmico aplicado ao leite no processamento de
diferentes derivados. Dessa forma, a desnaturac@o deve ser conduzida de forma a beneficiar as
propriedades importantes para cada derivado lacteo.

Alteracdes na conformacéo proteica podem afetar a termodinamica de ligagdo com a
agua por alterar a disponibilidade de sitios polares ou sitios de hidratacdo. A transi¢do da
conformacdo globular compacta da molécula de proteina, para a conformacdo aleatdria,
resulta no aumento da area superficial disponivel e exposi¢do de peptideos e cadeias laterais
de aminoacidos (antes protegidos), desta forma, podem interagir com a agua (KINSELLA,
1982).

O comportamento térmico das proteinas do soro é governado, principalmente, pelas
propriedades da B-lactoglobulina que, por sua vez, séo afetadas pelo pH do meio, lactose,
cloreto de sddio, ions célcio e outros. Particularmente, a B-lactoglobulina e a BSA comandam
a agregacdo de proteinas por meio da troca tiol-dissulfeto e reacdes de oxidacdo-reducéo

durante o tratamento térmico.
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A desnaturacdo das proteinas do soro afeta a conformagdo tridimensional e
propriedades funcionais das mesmas. Assim, é de esperar-se um comportamento ligeiramente
diferente da soro-proteina do leite fervido, se comparado com o pasteurizado, por exemplo,
relativo a capacidade de absorver agua, de gelificar, emulsificar, na viscosidade e outros.

O grau de desnaturacdo térmica das soro-proteinas varia em funcdo da intensidade do
tratamento térmico aplicado ao leite no processamento de diferentes derivados. Dessa forma,
a desnaturacao deve ser conduzida de forma a beneficiar as propriedades importantes para
cada derivado.

A cinética da desnaturagdo térmica das soro-proteinas € complexa, com efeito
significativo nas mudancgas entre 80-100°C. A reacdo de desnaturagdo mostra uma relacéo néo
linear de Arrhenius; existe uma notavel mudanca dependente da temperatura proximo de 80-
90°C para ambas o-LA e B-LG. A energia de ativacio aparente esta na faixa de 260 kJ.mol™ a
280 kJ.mol™? para a B-LG e 270 kJ.mol™* a 280 kJ.mol* para a o-LA em temperaturas abaixo
de 90°C (DANNENBERG e KESSLER, 1998; OLDFIELD et al., 1998a). Em temperaturas
mais altas, a energia de ativagdo é menor, variando de 54 kJ.mol™ a 60 kJ.mol? paraa B-LG e
de 55 kJ.mol ™ a 70 kJ.mol* para a a-LA, indicando interagdo quimica (agregacéo).

Oldfield et al. (1998b) sugerem que existem pelo menos trés possiveis espécies de
desnaturacdo da B-LG que podem associar com as micelas: (i) monomero de B-LG
desdobrado, (ii) auto-agregacdo de B-LG e (iii) agregados de B-LG/a-LA. A taxa relativa de
associacdo destas espécies com as micelas de caseina depende da temperatura e do gradiente
de aquecimento que, por sua vez, afetam as taxas relativas de desdobramento e formacéo das
diferentes espécies agregadas. Em temperaturas elevadas e taxas de aquecimento répido, todas
as soro-proteinas do leite comegcam a se desdobrar em um curto periodo de tempo,
apresentando assim mais oportunidade para os monémeros de B-LG desdobrados se auto-
agregarem que, consequentemente, fard a associacdo com as micelas de caseina menos
eficiente. Estes agregados de B-LG poderiam sobressair da superficie da micela de caseina
promovendo um efeito estérico para novas associacdes de B-LG. Além disso, estes agregados
podem ter seus grupos reativos sulfidrilicos enterrados no interior do agregado e, portanto,
indisponivel para as reacdes de transferéncia sulfidril-dissulfeto com a k-caseina micelar. A
formacdo de B-LG desdobrada pode ser promovida por longos periodos de aquecimento a

temperaturas baixas, ou por aquecimento em uma taxa lenta até a temperatura desejada. Estas
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moléculas monoméricas de B-LG desdobradas penetram na camada capilar da k-caseina com
maior facilidade e tem o grupo sulfidrilico mais facilmente acessivel.

Além do tempo e da temperatura de aquecimento, varios outros fatores influenciam a
extensdo da associacdo das soro-proteinas desnaturadas com as micelas de caseina, que
incluem o pH do leite antes do aquecimento, as concentracdes de calcio e fosfato sollveis e a
concentracdo de sélidos do leite (SINGH, 2009). Aquecimento em valor de pH inferior a 6,7
resulta em uma maior quantidade de soro-proteina desnaturada associada com as micelas de
caseina, enquanto em pH mais alto, os complexos de soro-proteina e k-caseina dissociam-se
das superficie das micelas, aparentemente por causa de dissociacdo da k-caseina (SINGH e
FOX, 1995).

Associagdes das soro-proteinas modificam as superficies das micelas de caseina e
podem ser capazes de influenciar a funcionalidade de alguns ingredientes lacteos
reconstituidos.

As proteinas de origem animal e vegetal estdo sendo cada vez mais utilizadas como
ingredientes em um grande numero de alimentos formulados. Os beneficios das proteinas do
leite como ingredientes em outros alimentos originam-se de suas excelentes propriedades
nutricionais e sua capacidade de contribuir para propriedades tecno-funcionais, sensoriais e
reoldgicas nos produtos finais.

O mercado de produtos com alto teor de proteina ja é uma realidade no Brasil € no
mundo onde, a cada ano, cresce a oferta de novos produtos. O iogurte grego ja ndo é mais
uma novidade e atualmente tem surgido produtos como shacks com alto teor de proteina,
iogurte liofilizado, bebidas para praticantes de atividade fisica, bebidas com alto teor de
proteina lactea combinada a proteinas de fontes vegetais, entre outros.

Uma empresa que vem se destacando neste segmento € a Gemacom Tech S/A, pois
tem investido fortemente em pesquisas para apresentar ao mercado sistemas proteicos (SP)
gue proporcionem melhor tecno-funcionalidade dentro de cada perfil de produto. Atualmente,
oferece a0 mercado uma completa linha de proteinas lacteas isoladas e combinadas a
diferentes estabilizantes e espessantes atendendo a crescente demanda de produtos com maior
teor proteico.

No seu Centro de Inovacdo Tecnoldgica (CIT) é uma realidade a apresentacdo de
inovacdo em produtos com alto teor de proteina. Este CIT se configura como um dos mais
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modernos do Brasil no segmento de alimentos, contendo: planta piloto UHT, liofilizadores,
sistema de homogeneizagdo de alta pressdo, setor de padaria e confeitaria. Dentro desta
configuracdo ja é grande o numero de pesquisas realizadas que tem gerado sucesso na
apresentacdo de produtos inovadores ao mercado de alimentos, onde os produtos com alto
teor de proteina s&o o principal sucesso nos Gltimos anos.

O aprimoramento da cadeia de produtos lacteos em p6 ja é mundialmente estabelecido
e se enquadra atualmente como um dos mercados que mais crescem devido a necessidade

constante dos consumidores em relagcdo a produtos com maior valor nutricional.

FIGURA 2 - Geragdes dos produtos lacteos em po

19 Geragao Leite — Soro — Leitelho
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= g Proteinas do Soro — Proteinas do Leite

a == Ingredientes Tecnofuncionais
3 Geragao (Espuma — Textura — Emulsificante)
Ingredientes Biofuncionais
(Peptideos — Proteinas bioativas)

42 Geracao

Fonte: SCHUCK, 2010

De acordo com a Figura 2, a cada avanco em tecnologia e conceitos ligados a melhoria
da especificidade nutricional e tecno-funcional temos um enquadramento dos produtos em
uma nova geragdo. Diante da realidade do mercado nacional, somos significativos produtores
de leite em pé integral e desnatado além de soro em po, ou seja, pensando na capacidade
produtiva das industrias lacteas estamos enquadrados na 1% Geracdo de produtos lacteos
desidratados.

Analisando o mercado dos produtos enquadrados na 22 Geracédo, verificamos que o
Brasil é hoje um grande importador destes itens, mas ja se visualizam os primeiros passos das
indGstrias nacionais no intuito de atender este mercado, principalmente pensando em

concentrado proteico de soro (WPC).
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Contudo, quando pensamos em relacdo a 3% Geragdo que, traduzindo, seria
denominada de ingredientes tecno-funcionais, ja encontramos algumas industrias nacionais
trabalhando de maneira intensa para atendimento a necessidade do mercado consumidor.
Estes ingredientes sdo desenvolvidos avaliando exigéncias sensoriais e tecnologicas dos
produtos, bem como, as realidades de cada processo industrial, considerando suas
diferenciacbes e especificidades quanto ao tipo de tratamento térmico e necessidades
reoldgicas dentro dos processos, por exemplo.

O uso de diferentes tratamentos térmicos nas industrias de alimentos € um dos
principais fatores de influéncia sobre as propriedades tecno-funcionais dos SP, dentre as quais
a desnaturagdo térmica das soro-proteinas é determinante para a obtencdo das caracteristicas
desejaveis no produto processado. A compreensdo do comportamento da desnaturagédo
térmica destas proteinas na matriz a ser aplicada é de fundamental importancia para o controle
tecnoldgico do processamento.

Os tradicionais produtos lacteos proteicos, leite em pd desnatado (SMP) e 0 soro em
p6 (WP), tém uma longa histéria de uso como ingredientes nos produtos alimenticios, por
exemplo, nas bebidas, sorvetes, paes e bolos entre outros. O SMP pode ser classificado quanto
ao indice de desnaturacdo proteica (WPNI) como baixo, médio e alto tratamento térmico.
Leite em p6 com alta concentragio de proteina variando entre 500 g.kg™ a 850 g.kg™ sdo
normalmente classificados como concentrados proteicos de leite (MPC), sendo 0s principais o
MPC56, MPC70 e MPC85, onde o0 nimero é referente a concentracdo aproximada de proteina
na base seca.

O processo de fabricagdo do SMP consiste em diferentes etapas como: (i) desnate e
pasteurizacdo do leite cru, (ii) pré-aquecimento do leite com possiveis combinagfes entre
tempo/temperatura, (iii) concentracdo do leite em evaporadores de multiplos efeitos, (iv)
tratamento térmico do concentrado para reduzir a viscosidade inicial na entrada da camara de
secagem, e (V) secagem do concentrado.

Na fabricacdo do MPC, o leite desnatado é concentrado por ultrafiltracdo (UF) para
aumentar o contetdo de proteina e remover parte da lactose e os sais. Para 0os produtos com
concentracio mais alta de proteina, (normalmente acima de 700 g.kg™? de proteina na base
seca) diafiltracdo (DF) é normalmente aplicada. Geralmente, nenhuma etapa de pre-
aquecimento é necessaria. Depois da UF e DF do SMP, o retentado é evaporado para

aumentar a concentracédo de solidos e depois desidratado em camara de secagem.
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Os MPCs sdo comumente adicionados ao leite ou queijos formulados para aumentar a
concentracdo de proteinas e/ou rendimento do produto final. O MPC pode ser utilizado para
melhorar as caracteristicas de textura do iogurte, requeijoes e queijos processados. O uso do
MPC em bebidas nutricionais vem crescendo nos ultimos anos no Brasil. Nestas aplicacfes o
MPC contribui com ambas as proteinas do leite (caseina e soro-proteinas), na mesma
proporc¢do que o leite, porém com concentracdo de lactose muito menor.

A producdo dos derivados de soro em poO envolve a combinacdo de diferentes
processos como UF, NF, DF, osmose reversa, troca ibnica, evaporacdo e secagem. Os
produtos comerciais incluem os concentrados proteicos de soro (WPC), isolados proteicos de
soro (WPI) e proteinas fracionadas como a a-LA e B-LG. Os mais importantes sob o ponto de
vista comercial sdo o WPC (aproximadamente 850 g.kg' de proteina) e o WPI
(aproximadamente 950 g.kg™ de proteina).

O WPC tem aplicacdo em produtos carneos, bebidas, panificacdo e produtos infantis.
As principais caracteristicas de funcionalidade dos derivados de soro incluem a forte interacéo
com &gua, emulsificacdo, aeracdo e geleificacdo. As funcionalidades destes produtos nédo
dependem somente da composicdo, mas também dos varios processos a que sdo submetidos

durante as etapas de fabricacéo.

2.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN E FERRAMENTAS QUIMIOMETRICAS

O efeito Raman pode ser entendido a partir da interacdo da radiacdo eletromagnética
com a matéria. Quando a radiagdo atinge um composto quimico e essa radiacdo nao é
absorvida, ela pode passar direto pela matéria ou entdo ser espalhada.

A radiacdo eletromagnética pode ser descrita por dois componentes: 0S campos
elétrico e magnético, perpendiculares entre si. Isso quer dizer que uma onda eletromagnética é
formada por dois vetores perpendiculares, que se somam para dar origem a essa onda. Quando
a radiacdo eletromagnética interage com a matéria, do ponto de vista de transicdo entre
estados moleculares, apenas a parte elétrica da radiacdo é importante, e desconsidera-se 0

efeito provocado pela componente magnética. Na verdade, sera esse campo elétrico da
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radiacdo que ird interagir com a molécula, para dar origem ao efeito do espalhamento
(OLIVEIRA, 2001).

Toda molécula tem um momento de dipolo intrinseco ou efetivo. Entretanto, quando o
campo elétrico da radiacdo incidente interage sobre a molécula, teremos o aparecimento de
um novo momento de dipolo, que agora sera induzido pela radiacdo. Esse momento de dipolo
induzido P apresenta uma relacdo linear com o campo elétrico da radiacdo incidente, de

acordo com a Equacao 1:

P=oaE (Equacéo 1)

Onde o negrito significa que essas grandezas séo vetores.

O termo o que aparece na equagdo é uma constante, conhecida como polarizabilidade,
e tem uma semelhanca muito grande com o momento de dipolo efetivo da molécula. A
polarizabilidade € uma propriedade intrinseca de cada sistema quimico, mas que somente se
manifesta quando ha interagdo da radiacao eletromagnética com o composto em questao.

Tendo a molécula uma geometria de equilibrio, descrita pelo estado eletrdnico
fundamental, na qual ela tem seus 3N-6 graus de liberdade vibracionais, alguns deles serdo
ativos na técnica de espectroscopia no infravermelho, mas outros ndo. Esses modos € que nos
interessam quando falamos em espectroscopia Raman, pois, como os efeitos fisicos
envolvidos sdo distintos nas duas técnicas, os modos vibracionais também serdo distintos.

Para uma determinada molécula, alguns modos vibracionais aparecem no
infravermelho e outros no Raman. Isto implica em que as duas técnicas sdo complementares
entre si, e para uma analise completa da estrutura vibracional de um sistema quimico, torna-se
necessario obter-se ambos 0s espectros. Quando a radiacdo eletromagnética monocromatica
(féton) interage com uma molécula, temos uma nova identidade, que podemos identificar
como ‘molecula + radiacdo’. Dessa forma, ela sofre uma transicéo, pois o sistema ‘molécula +
radiacdo’ estd acrescido da energia que a radiacdo eletromagnética (féton) carrega. Quando
esse sistema volta ao estado fundamental, temos o espalhamento de um foéton, que pode
apresentar-se de duas formas: primeiro esse foton espalhado tem a mesma energia do féton
incidente, e entdo teremos o principio da conservagdo de energia estabelecido. Nesse caso,

temos o espalhamento conhecido como Rayleigh (tem esse nome em homenagem a Sir J.
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Rayleigh, reconhecido fisico que estudou o fendmeno de fluorescéncia de compostos). A
segunda forma consiste do espalhamento Raman descrito anteriormente (OLIVEIRA, 2001).

A interacdo da radiacdo eletromagnética com os elétrons e nacleos das moléculas dao
origem a uma série de técnicas espectroscopicas, baseadas na absor¢do, emissdo e nos
processos de espalhamento. Estas técnicas oferecem a possibilidade de obter informacGes
sobre estrutura molecular, niveis de energia, ligacdes quimicas, identificacdo e quantificagdo
de elementos quimicos e moléculas.

O efeito Raman foi demonstrado experimentalmente pela primeira vez em 1928, pelo
cientista indiano Sir Chandrasekhara Venkata Raman, apds ter sido previsto por Smekal em
1923 (SALA, 2008). A importancia da descoberta de Raman foi reconhecida em 1930 quando
foi agraciado com o prémio Nobel de Fisica.

Os avancos na instrumentacéo facilitaram a tarefa de obter um espectro Raman, como
exemplo, as novas fontes de radiagdo monocromaética, no inicio eram utilizadas lampadas de
mercario e hoje sdo empregados lasers como radiacdo incidente. Os lasers apresentam
atributos que os tornam uma excelente fonte de excitacdo, entre 0s quais podemos destacar
monocromaticidade, direcionalidade e coeréncia. Novos tipos de detectores, como 0s
detectores multicanal (CCD), uso de microscopio oOptico acoplado ao espectrémetro,
utilizacdo de fibra dptica para medidas remotas, desenvolvimento da espectroscopia FT-
Raman, técnicas de imagem e a minituarizacdo da instrumentacdo tem tornado a
espectroscopia Raman uma técnica cada vez mais popular para a caracterizagéo rapida e facil
de solidos, liquidos e no controle de qualidade, ganhando assim novos campos de pesquisa e
espaco no setor industrial (ALMEIDA et al., 2011).

A espectroscopia Raman, oferece algumas vantagens em relacdo a espectroscopia no
infravermelho: a agua néo interfere nos espectros e, além de ser uma técnica versatil, rapida,
determina mais de um componente a0 mesmo tempo. As amostras ndo precisam passar por
um pré-tratamento, ndo usa reagente, nao gera subprodutos toxicos, além de ser uma técnica
ndo destrutiva, adequada para processos on-line. Desta forma, a espectroscopia Raman
oferece oportunidades analiticas para muitas areas de producdo e controle de qualidade.

A quimiometria utiliza métodos matematicos e estatisticos para a analise de dados
multivariados com o objetivo de extrair informagdo, melhorar e otimizar medidas de
processos quimicos. Nos dados multivariados, diversas varidveis sdo analisadas

simultaneamente. O uso das ferramentas quimiométricas tornou possivel o processamento e
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interpretacdo de dados que antes seriam impossiveis de serem analisados. 1sso se deve ao
aumento da capacidade de processamento dos computadores, da instrumentagdo analitica e da
habilidade de adquirir dados rapidamente. Dentre as ferramentas quimiométricas mais
utilizadas estdo: calibracdo multivariada, reconhecimento de padrdes e planejamento e
otimizacdo de experimentos (BARROS NETO et al., 2006).

O uso de analises estatisticas multivariadas para a interpretacdo de dados analiticos
vem se tornando uma importante ferramenta para a interpretacdo de dados analiticos nos
ultimos anos, principalmente aquelas com base na andlise exploratéria de dados,
reconhecimento de padrdes e analise discriminante.

Os métodos de reconhecimento de padrdes permitem identificar similaridades e
diferencas nas propriedades das amostras e/ou variaveis. Os métodos de reconhecimento de
padrdes podem ser supervisionados e ndo supervisionados. Os métodos ndo supervisionados,
denominados também de métodos de andlise exploratéria, sdo aqueles usados apenas para
examinar similaridades ou diferencas entre amostras. Exemplo: a Anélise por Componentes
Principais (PCA, do inglés, Principal Component Analysis). O PCA ¢, dentre os métodos
multivariados, o mais simples e pode ser usado para explicar a estrutura de covariancia-
variancia de um conjunto de dados usando uma combinac&o linear das variaveis originais para
formar componentes principais (PCs) (BRERETON, 2003). As combinacbes das dimensdes
originais descrevem a maior variacdo entre 0s conjuntos de dados, e a maioria das
informacdes do conjunto de dados original pode ser explicada por um pequeno numero de
variaveis.

A PCA faz uma aproximacdo da matriz de dados em termos da soma de varias
matrizes de posto 1, na qual posto significa um ndmero que expressa a dimensionalidade da

matriz, como mostra a Figura 3.

FIGURA 3 - Representacao esquemaética da decomposigdo por PCA
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Fonte: ALMEIDA, 2011
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Esta matriz pode ser escrita como produto de dois vetores, escore t e peso p, conforme
a apresentado na Equacéo 2.

X=tip1 + top2 +... +tapa (Equacéo 2)

Para “a” componentes principais. Outra maneira de escrever a Equacdo 1 é por meio

da Equacéo 3:

X = TPT (Equagcdo 3)

Onde X é o conjunto original dos dados com n linhas (amostras) e m colunas
(variaveis); T é a matriz dos escores com n linhas e d colunas (nimero de componentes
principais, novas coordenadas no novo sistema de eixos) P é a matriz dos loadings
(informacdo do peso de cada varidvel original na formagdo dos novos eixos) com d linhas e m
colunas.

O novo conjunto de variaveis (componentes principais) é a combinacdo linear das
variaveis originais. A PCA tenta agrupar aquelas variaveis que estdo altamente
correlacionadas numa nova variavel chamada componente principal. Usualmente a grande
fracdo da variancia é descrita nos primeiros componentes principais, sendo possivel visualizar
os dados pelo grafico dos escores de um componente contra o outro. O grafico de escores
mostra a similaridade e as diferencas entre as amostras, e 0 grafico dos pesos mostra a

contribuicdo de cada varidvel para 0 modelo das componentes principais.

2.3 ANALISADOR RAPIDO DE VISCOSIDADE (RVA)

O Rapid Visco™ Analyser (RVA™), ou Analisador Réapido de Viscosidade é um
viscosimetro rotacional capaz de mensurar continuamente a viscosidade de uma amostra sob
condigbes controladas de temperatura (BOOTH e BASON, 2007). E um instrumento com
interface computacional, desenvolvido pela Newport Scientific (Warriewood, Australia), para

avaliar as propriedades intrinsecas a viscosidade dos amidos, cereais, massas e outros
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alimentos. A capacidade do RVA em suspender uma amostra no solvente, manté-la em
suspensdo durante todo o teste e aplicar apropriada agitacdo que pode ser configurada
conforme processo industrial fazem com que o mesmo tenha grande valor em inimeros
processos de pesquisas. Ele é especialmente usual para testes de matérias que exigem
relativos testes complexos, usando variagdes de temperatura e agitagdo, permitindo que o
material demonstre as suas propriedades em relacdo a viscosidade. O instrumento combinado
com o software Thermocline for Windows™ (TCW) é capaz de aquecer e resfriar a amostra
em mais de 100 diferentes gradientes de temperatura, em periodos variando de segundos ou
até mais de 100 horas.

O material a ser avaliado é disposto em um porta-amostra de aluminio, juntamente
com o solvente. Para hidrocoloides, como o amido, normalmente sdo necessarios 2 g a 4 g de
amostra, tendo a massa final (amostra juntamente com o solvente) aproximadamente 25 g a 30
g. O solvente mais comum € a agua, mas outros solventes como tampdes de pH, etanol e
etileno glicol podem ser utilizados. O agitador plastico é acoplado ao sensor de torque que
estd diretamente ligado ao motor elétrico montado no cabecote do RVA. Configurando o
motor para altas rotacGes, muitas amostras em pé podem ser efetivamente e convenientemente
suspensas no solvente. O equipamento permite configuragdes de 0 rad.s™® a 125,7 rad.s*. Em
relacdo a temperatura, diferentes perfis podem ser programados, com diferentes gradientes de
aquecimento e resfriamento, sendo a temperatura maxima de 100°C.

As diferentes combinacdes de agitacdo, aquecimento e resfriamento ao longo do
tempo, permitem criar curvas de viscosidade do material que mostram caracteristicas como
namero de inflexdes, picos e vales. As coletas de dados podem ser feitas a cada 0,5, 1, 2,4 e 8
segundos entre as leituras. Estas informacdes podem ser utilizadas para caracterizar o material
em diferentes testes (BOOTH e BASON, 2007).

Podemos definir viscosidade como sendo a resisténcia de um fluido ao escoamento
(STEFFE, 1996). No RVA, a resisténcia ao escoamento da amostra que esta sendo testada é
mensurada pela rotagdo do agitador na mesma em uma velocidade conhecida. Esta resisténcia
da amostra ao escoamento promove um torque em direcdo oposta a rotacdo. Para manter a
velocidade constante, 0 motor diretamente ligado ao agitado, precisa fornecer um torque igual
e oposto, sendo este mensurado e convertido para leitura de viscosidade.

Devido as suas caracteristicas, Bennet et al. (2007) sugerem o uso do RVA na

caracterizacdo das propriedades dos ingredientes e alimentos ricos em proteinas. Amostras de
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leite em po desnatado e concentrado proteico de soro processados com diferentes tratamentos
térmicos tiveram suas propriedades de viscosidade avaliadas pelo RVA e correlacionadas com
a proporcao de soro-proteinas soluvel. Proteinas de soja, gluten, gelatina, proteinas de ovo,
leite condensado agucarado e queijos também foram submetidos a diferentes perfis de
avaliacdo no RVA e cada grupo de produtos apresentou respostas viscograficas especificas
quanto ao tipo de processamento, pH, concentracdo e forma de hidratacdo, mostrando a
sensibilidade do equipamento a diversas influéncias nas proteinas destes produtos. Simulagdes
do processamento de iogurte também foram realizadas no RVA, desde o preparo da base, o
tratamento térmico, fermentacdo, quebra do gel e resfriamento. Assim, obtendo-se um perfil
viscografico de todas as etapas da fabricag&o.

2.4 INOVACAO ABERTA E INTERACOES INTERINSTITUCIONAIS

Atualmente a informagéo esta mais disponivel do que nunca. Se para as criancas de
hoje ndo é comum pensar em realizar uma busca em uma enciclopédia, h& pouco mais de 15
anos isso era praticamente a Unica fonte de referéncia para qualquer pesquisa formal que se
fazia. O desafio de encontrar informacdo confiavel é ainda maior no mundo de hoje, onde
tudo esta ao alcance de um clique, ja que tudo € “encontravel” pela internet.

O ser humano do século XXI chegou ao extremo de ter uma expressdo em inglés para
traduzir a frase: “vamos procurar isso no Google”. N&o sei se vocé leitor ja ouviu ou conhece,
mas 0s americanos quando querem indicar algo a ser buscado na ferramenta eletrénica usam a
expressao “let’s Google it”, ou seja, “Google iss0” ou “vamos googlar isso”.

Para grande parte dos itens que se busquem na internet € possivel encontrar milhares
ou milhdes de resultados. Com um universo deste tamanho é possivel encontrar coisas boas e
ruins, materiais com bom conteldo e materiais dispersos e que trazem as palavras de forma
isolada. Por isso, é preciso ter cuidado com o0 que encontramos na internet ou que nao
conhecemos a fonte.

Neste contexto de facilidade de interagdo e acesso a informagdes, diversos ambientes

colaborativos ganham espaco, surgindo com uma enorme abrangéncia.
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O conceito de Inovacdo Aberta é relativamente novo, tornou-se publico em 2003,
apresentado pelo professor da Universidade norte-americana de Harvard, Henry Chesbroug,
atraves da publicacédo do seu livro “Open Innovation: The New Imperative for Creating and
Profiting from Technology”.

Para chegarmos ao conceito de Inovagdo Aberta, precisaremos abordar primeiro a
Inovacdo Fechada (Figura 4), que é o modelo mais comum de ser encontrado nas empresas
em todo o mundo e que, resumidamente, consiste na empresa realizar suas atividades de
Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) de forma ndo colaborativa, ou seja, somente com sua

prépria equipe.

FIGURA 4 - Modelo de Inovacdo Fechada

ENTRADA PROCESSO

Comercializagao

Projetos
Internos

Projetos.

dias ¢ Concetos
i

Internos

Projetos
Internos

Fonte: GEMACOM TECH, 2014

Usando a ilustracdo base proposta pelo Prof. Chesbroug e adaptada pela Gemacom
Tech (2014), vamos considerar que a empresa € um grande funil, linha azul identificada como
os “limites da empresa”, ou seja, 0 que estd dentro do funil sdo questbes e acdes internas da
empresa e 0 que esta fora € 0 mundo ao redor da empresa.

Esta empresa de nosso exemplo encontra-se colocada sobre um processo qualquer, por
isso, apresenta “Entrada”, em amarelo escuro, o “Processo” propriamente dito, em verde
escuro, e as “Saidas” desta atividade, em azul escuro. Como estamos tratando de processos de
Pesquisa e Desenvolvimento, colocamos a empresa também sobre o processo de P&D,
composto por: “Pesquisa”, em amarelo claro; “Desenvolvimento”, em verde claro e a

“Comercializacdo”, em azul claro. A montagem da ilustracdo de forma sobreposta é



38

intencional e busca facilitar a visualizacdo de em qual etapa de um processo esta a etapa ou
atividade do processo de P&D dentro da empresa.

O fluxo dos processos segue o sentido das setas vermelhas da figura, ocorrendo da
esquerda para a direita.

Como esta empresa trabalha sem nenhum relacionamento com o mundo exterior a ela,
ou seja, trabalha fechada, as Unicas entradas que existem para seus respectivos projetos sdo
suas préprias ideias e conceitos. Assim, como ingresso neste processo nds so teremos projetos
internos da companhia. No processo fechado ndo se produz nada publico e também néo se
utiliza nada de dominio publico durante o processo. Neste modelo as saidas também séo
controladas pela empresa, apresentando ao mercado somente aquilo que é considerado
interessante.

Este modelo é amplamente utilizado por empresas que acreditam que podem obter
vantagem competitiva através de um novo produto, ou seja, maximizar seu lucro obtido com
um novo produto, tornando a a¢do da concorréncia mais demorada, havendo demanda por
uma grande equipe de P&D, altamente qualificada, aléem de altos investimentos nestes
projetos para que atinjam seus objetivos. Nesse contexto — para melhorar o retorno, reduzir os
custos dos projetos de P&D e aproximar todos 0s agentes que podem contribuir —, é que
surgiu o conceito de Inovagéo Aberta.

Para apresentarmos o modelo de inovacéo aberta vamos usar a mesma figura, mas com

alguns elementos modificados, que sdo exatamente as diferencas e os agregados da inovagéo

aberta.
FIGURA 5 - Modelo de Inovagdo Aberta
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Fonte: GEMACOM TECH, 2014
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E possivel reparar que os limites da empresa estdo pontilhados, ou seja, a empresa néo
fica mais isolada do mundo. Essa € a ideia que a linha pontilhada deve transmitir: o funil esta
todo aberto.

Como a empresa ndo esta mais trabalhando sozinha, nas entradas acrescentamos uma
etapa que chamamos de “interaces”, que sdo exatamente as trocas de ideias e conceitos que
poderdo servir de entrada no processo de P&D. Ou seja, outras empresas, clientes,
fornecedores, centros de inovacdo tecnoldgica, pesquisadores, estudantes, entre varias outras
possibilidades, todos podem contribuir ou ser geradores de ideias e conceitos.

Outra mudanga significativa nesta ilustragdo é que ao longo do processo de P&D
novos elementos podem ser agregados ao projeto, assim como pode haver saidas antes da
conclusdo do projeto, pelas mais diversas razdes, ja que o projeto pode parar em um
determinado momento por falta de viabilidade e ficar na “geladeira”, até seu possivel
aproveitamento em outro projeto, ndo necessariamente na mesma empresa. Enfim, s&o
inimeras as possibilidades, ndo sendo exequivel demonstrar todas as possibilidades na
ilustracéo. Por isso, a ideia principal € que haja a compreensdo de que todas as possibilidades
devem ser avaliadas.

H& uma tendéncia natural de que o proponente da ideia ndo veja nenhum ponto
negativo na sua criagdo ou que queira usar a ideia como meio Unico e absoluto para algum
determinado fim. Mas, trabalhar em equipe é extremamente produtivo, exatamente para juntar
pontos de vista distintos. Além disso, ndo podemos esquecer que se trata de um modelo cujo
objetivo final é alcancar o mercado, ou seja, se a ideia for fantastica e maravilhosa na opinido
de todo o grupo de trabalho, mas o apelo ndo seduzir o consumidor, 0 sucesso nao ocorrera!
Sem ter quem compre, 0 NOvo bem ou servigo j& deixou de ser uma inovagdo. Até por isso
existem saidas antes de chegar ao mercado criando até mesmo novos negdcios, pois o
proponente pode acreditar que consegue criar a demanda e pode resolver por criar uma
startup ou uma spin-off.

Quando as saidas sdo produtos ou servi¢os da empresa, neste modelo de Inovagdo
Aberta, as novidades podem ser para o mercado atual ou para um novo mercado.

Na pratica, cada empresa possui uma interpretacdo e usa a teoria dentro de sua
realidade. A Gemacom Tech, por exemplo, possui uma Plataforma de Inovacdo Aberta online,
gue pode ser acessada pelo link www.inovacaoabertagemacomtech.com.br. Esta Plataforma é

a primeira do Brasil focada na industria de alimentos.
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Na Plataforma h&a um espaco para submissdo de projetos e todas as possibilidades de
interacdo sdo apresentadas no site, a disposicdo de qualquer usuario da rede mundial de
computadores, gerando a capilaridade necessaria para a captacdo de diferentes propostas.

Trabalhar com inovacdo ndo € uma tarefa facil, pois ndo basta incluir no nome de um
departamento ou de um setor uma “palavra méagica”. Colocar o conceito de inovagdo em
pratica é um desafio que comeca na alta direcdo da empresa e vai até o “blue-collar worker”
(o chéo de fabrica), pois envolve 0 comprometimento de orcamento e a dedicacdo da equipe.
Se integrar a¢des dentro da empresa ja é dificil, imaginemos acrescentar elementos externos,
cujo controle direto é inexistente. O desafio é ainda maior.

E possivel que haja um enorme esforco das instituicdes pablicas e privadas de ensino e
pesquisa em todo o mundo, ndo sendo adequadamente aproveitado, tanto do ponto de vista de
conhecimento quanto o de potenciais produtos e servi¢os. Por isso, a ideia de trabalhar num
ambiente colaborativo, onde o0 mais simples dos projetos pode trazer um retorno a quem
participa e a quem o produto final do projeto se destina é algo de um enorme potencial.
Explorar este conceito € a proposta do modelo de inovacdo Aberta que, como o préprio nome

sugere, esta aberta a todos.
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3-OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Devido ao fato de ser iminente o avanco na implantacdo da tecnologia de producéo
dos concentrados proteicos no Brasil, este trabalho objetiva avaliar o comportamento quimico
de proteinas lacteas em sistemas complexos por meio da espectroscopia Raman e da
determinacéo da viscosidade pelo RVA, visando identificar as caracteristicas das mesmas em
relacdo aos parametros tecnologicos utilizados no processo produtivo e também na simulacao

como ingrediente alimenticio.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este projeto apresenta como proposta académica o uso da espectroscopia Raman como
ferramenta para a caracterizagéo da estrutura da lactose no estado amorfo, em transigéo vitrea
e cristalino dos concentrados proteicos de soro em pé produzidos sob diferentes condicdes
tecnoldgicas de processamento e armazenamento.

Este trabalho insere-se ainda na perspectiva do uso das propriedades viscograficas em
RVA de sistemas proteicos (neste estudo a combinagdo de concentrado proteico de leite e
concentrado proteico de soro), na identificacdo dos atributos tecnoldgicos proteicos
intrinsecos através do uso das condicGes simuladas de processamento, caracterizadas pela

evolugéo da viscosidade, sob influéncia de pH e temperatura.
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4 — ESPECTROSCOPIA RAMAN COMO FERRAMENTA NA CARACTERIZACAO
DA LACTOSE EM CONCENTRADOS PROTEICOS DE SORO

RESUMO

Neste trabalho, a espectroscopia Raman é explorada como uma técnica rapida para a
avaliacdo da qualidade do WPC. Com base em informac0es fornecidas por espectros Raman
das amostras produzidas em planta piloto sob diferentes parametros tecnologicos, foi possivel
classificar os WPCs em relacdo a estrutura da lactose presente nos produtos. O processo de
cristalizacdo da lactose foi identificado em diferentes repeticdes dos tratamentos aplicados,
devido as mudancas espectrais que ocorrem na regido de 2900 cm™ e, principalmente, na
regido entre 1200 e 800 cm™. Estas alteracdes no perfil dos espectros foram atribuidas ao
processo de mudanca de fase da lactose amorfa para a lactose cristalina, durante a qual ocorre
0 aparecimento de novas bandas, devido ao abaixamento de simetria que ocorre na transicdo
de fases. O presente trabalho mostra o uso da espectroscopia Raman como uma ferramenta
analitica aplicada ao controle de qualidade do WPC durante o processo produtivo ou durante a
vida de prateleira do produto, através da identificacdo da caracterizacdo da lactose antes,
durante e apds a transicdo vitrea. Além disso, a associacdo entre a espectroscopia Raman e a
quimiometria pode ser considerada um método de rastreio para analise de rotina ou controle

em linha de producdo.

Palavras-chave: WPC. Amorfo. Cristalino. Transicdo vitrea. Analise de componentes

principais (PCA).
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4.1 INTRODUCAO

O concentrado proteico de soro (WPC) tem aplicacdo em diferentes segmentos
alimenticios como em produtos carneos, bebidas, panificacdo, lacteos e produtos para dietas
especificas como infantis e atletas de alto desempenho. As principais caracteristicas de
funcionalidade dos derivados de soro incluem a forte interacdo com &gua, emulsificacéo,
aeracdo e gelificacdo. Tais funcionalidades ndo dependem somente da composi¢do, mas
também dos varios parametros de processos a que sdo submetidos durante a fabricacdo (DE
WIT et al., 1996). Muitos produtos a base de soro séo produzidos pela técnica de secagem em
spray dryer utilizando atomizador de bico. Usando tipicamente temperaturas de 160-180°C e
80-90°C para as temperaturas do ar de entrada e saida, respectivamente, sempre com um
correto processo de evaporagdo prévio, esta técnica € bem estabelecida e ndo resulta em
excessivos danos aos componentes do soro.

Produtos a base de soro requerem especificas técnicas de embalagem, especialmente
em casos onde a cristalizagdo da lactose ndo tenha sido incluida no processo. A secagem em
spray de um produto sem pré-cristalizacao resulta em um pé de alta higroscopicidade, o que
causa empedramento se ndo protegido da umidade. Os WPCs e WPIs oferecidos no mercado,
tais como o0s produtos para praticantes de atividade fisica, sdo frequentemente
comercializados em embalagens com barreira de umidade e luz, alguns usando gases inertes
para obtencdo de atmosfera modificada (TAMINE, 2009).

O prazo de validade dos produtos lacteos desidratados é geralmente estabelecido para
garantir a seguranca microbiol0gica e para manter aceitaveis as caracteristicas sensoriais.
Apesar de ser microbiologicamente estavel, mudancas fisicas e quimicas, como a cristalizacdo
da lactose, aglutinagdo de particulas, oxidacdo de gordura, reacdo de Maillard e reacGes
enzimaticas podem ocorrer durante 0 armazenamento, modificando as propriedades fisico-
quimicas e funcionais do produto (THOMAS et al., 2004a).

A literatura descreve a mudanca da estrutura da lactose como a principal modificagéo
fisica dos lacteos desidratados e precursora de outras mudangas durante o periodo de
armazenamento do produto. A lactose é o componente mais abundante do soro. Apds a

remocao da agua, a lactose encontra-se no estado amorfo, o qual é altamente higroscopico,
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absorvendo facilmente a agua do ambiente. O aumento da umidade relativa, da temperatura e
escalas de tempo relevantes sdo os fatores predominantes envolvidos na cristalizacdo da
lactose, afetando diretamente as propriedades funcionais dos produtos secos que contém esse
dissacarideo. A cristalizacdo ocorre acima da temperatura de transicdo vitrea (Tg), definida
como a temperatura em que ocorre a transicdo de um estado sélido vitreo para um estado
semi-liquido (gomoso) (THOMSEN et al., 2005c). Abaixo da Tg, um material amorfo
apresenta alta viscosidade e limitada mobilidade molecular; na temperatura de transicdo vitrea
e acima dela, a viscosidade diminui drasticamente e o resultado é um aumento significativo na
mobilidade molecular dos componentes do sistema, levando a uma série de transformacoes
estruturais como aderéncia, colapso e cristalizagdo durante o periodo de processamento e
armazenamento do material.

Existem varios trabalhos descritos na literatura sobre o estudo das mudancas fisico-
guimicas no armazenamento dos lacteos em pd. Diferentes técnicas sao aplicadas, desde teste
de sorgdo, calorimetria diferencial por varredura (DSC), espectroscopia de fotoelétrons
excitados por raios X (XPS ou ESCA), microscopia eletronica de varredura (MEV) e até
espectroscopia vibracional (NIR) a fim de compreender as mudancas ocorridas em funcéo de
fatores como temperatura, umidade relativa e composicdo (THOMAS et al., 2004b;
THOMSEN et al., 2004; BAECHLER et al., 2005; NORGAARD et al., 2005; THOMSEN et
al., 2005a, 2005b; GAIANI et al., 2009; KIM et al., 2009).

Nas ultimas decadas, os métodos espectroscépicos, juntamente com as ferramentas
quimiomeétricas, tém sido aplicados para avaliar a qualidade de produtos lacteos como uma
alternativa para os procedimentos tradicionais. A espectroscopia Raman oferece algumas
vantagens para a caracterizagdo de produtos lacteos em relacdo as outras técnicas
espectroscopicas: a &gua ndo € um interferente, € uma técnica versatil, rapida, determina mais
de um componente a0 mesmo tempo, as amostras ndo precisam passar por um pré-tratamento,
ndo usa reagentes e ndo gera subprodutos toxicos. Além disso, € uma técnica ndo destrutiva,
adequada para processos on-line. Desta forma, a espectroscopia Raman oferece oportunidades
analiticas para muitas areas de producdo e controle de qualidade, principalmente as que
envolvem matrizes lacteas.

Ngrgaard et al. (2005) utilizaram a espectroscopia Raman e NIR juntamente com
ferramentas quimiométricas para quantificar o teor de lactose em soro em pd. Outros

trabalhos relatam o uso da espectroscopia Raman no estudo da cristalizacdo da lactose,
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principalmente no uso desse componente em farmacos, sem énfase na matriz WPC (ISLAN e
LANGRISH, 2010; MURPHY et al., 2005; KIRK et al., 2007, TAYLOR e ZOGRAFI, 1998).
Entretanto, ndo foram encontrados na literatura trabalhos que relatassem o emprego da
espectroscopia Raman no monitoramento e compreensao das alteracdes fisico-quimicas que
ocorrem na producdo e armazenamento do WPC, o que justifica a necessidade de maiores
estudos na area.

Uma vez que a estabilidade é uma caracteristica desejavel dos alimentos, as
modificagdes fisicas da lactose que ocorrem no WPC, durante a secagem e com o tempo de
armazenamento, foram acompanhadas neste trabalho por espectroscopia Raman. A Analise de
Componentes Principais (PCA) foi aplicada aos dados espectroscopicos visando caracterizar e
identificar a estrutura da lactose presente em diferentes amostras previamente produzidas em
escala piloto, com todos os parametros tecnoldgicos monitorados.

Trés blocos experimentais de produgdo de WPC foram preparados visando obter
produtos com caracteristicas diferenciadas em relagdo a estrutura da lactose presente no po:

amorfa, em transicédo vitrea e cristalina.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Amostras de WPC

Apesar da tecnologia industrial de producdo do WPC compreender trés operacdes
unitarias principais (filtragdo, concentracdo e secagem), diferentes parametros tecnoldgicos
sdo utilizados por cada industria, visando obter melhor produtividade e produtos com
caracteristicas diferenciadas. Desta forma, visando o maior controle das informagdes das
amostras a serem utilizadas neste experimento, optou-se por produzir em planta piloto
diferentes lotes de WPC, considerando parametros tecnologicos distintos que simulassem as
condicBes industriais e que pudessem influenciar a caracteristica fisica da lactose durante a
secagem ou armazenamento.

Assim, foram preparados trés blocos experimentais de producdo piloto de WPC,
considerando os produtos do primeiro bloco como os produtos controle (cujos parametros
operacionais permitissem obter WPC com lactose em estado amorfo); os produtos do segundo
bloco, com variaveis tecnolégicas visando WPC com lactose no estado cristalino e os
produtos do terceiro bloco, com variaveis tecnolégicas visando diferentes estados da lactose.

Além das amostras produzidas em planta piloto, também foram avaliadas as
caracteristicas espectroscopicas de diferentes WPC de mercado, sendo selecionados produtos
de média concentracdo proteica WPC35 (~350 g.kg?), soro de leite em po e a-lactose
monohidratada como referenciais comparativos. Estas matrizes foram selecionadas devido ao
fato de serem as mais similares em relacdo as amostras de WPC produzidas para 0s
experimentos deste trabalho. A figura 6 apresenta os blocos experimentais e as amostras

utilizadas no estudo correspondentes a cada estado da lactose presente no produto.
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FIGURA 6 - Visao geral dos experimentos e amostras de referéncia.

WPC com lactose no estado WPC com lactose no estado Produtos com lactose no
amorfo amorfo, transicdo vitrea e estado cristalino
estrutura cristalina
¢ Primeiro bloco experimental ¢ Terceiro bloco experimental ¢ Segundo bloco experimetal
* Amostras industriais de WPC * Soro em pé industrial e a-

lactose monohidratada

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

4.2.2 Amostras de WPC do primeiro bloco experimental (controle)

Em laboratério foi preparado em duplicata amostras de WPC utilizando soro de leite
obtido através da fabricacdo de queijo Minas Frescal, realizacdo da ultrafiltracdo (UF),
concentracdo em evaporador a Vacuo e secagem em spray dryer. As variaveis “temperatura do
ar de entrada” e “fluxo de produto” foram mantidas constantes em 170 + 2 °C e 1 L.h*

respectivamente. Estes parametros foram definidos por Perrone et al. (2013).

4.2.3 Amostras de WPC do segundo bloco experimental (variaveis: evaporacdo e

secagem)

O experimento consistiu na centrifugacdo do soro de leite obtido atraves da fabricagéo
de queijo Minas Frescal. Realizou-se entdo a UF empregando uma planta piloto de
ultrafiltracdo (UF) da marca “WGM Sistemas” com uma membrana espiral de
polissulfona/poliamida, porosidade 10 kDa, area filtrante de 3,0 m2 e diferencga de presséo de
2,2 kgf.cm™,

Ao longo do processo, a temperatura foi mantida acima de 45 °C para diminuir a
viscosidade do soro e, desta forma, reduzir também o tempo de processamento. Contudo, a
temperatura foi controlada de forma a n&o ultrapassar 50°C, reduzindo assim a precipitagéo
dos sais de calcio e a desnaturag@o das proteinas do soro (especialmente a B-lactoglobulina), o
que causaria queda no fluxo de permeado e também o favorecimento do desenvolvimento de
microrganismos termoduricos. Pode-se tambem optar pelo processamento a frio, utilizando
temperaturas entre 10 e 15 °C, onde os problemas de precipitacdo de sais de calcio,

desnaturacdo de proteinas e multiplicacdo de termoduricos séo totalmente eliminados; porém,
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a viscosidade do soro aumenta, provocando também o prolongamento do processamento. O
processo de evaporagdo a vacuo ocorreu a temperatura de 60 + 2 °C em evaporador rotativo
microprocessado de bancada da marca Quimis, modelo Q344M. A evaporacdo foi conduzida
objetivando encontrar um fator de concentragdo igual a 3. O evaporado produzido foi
conduzido a um condensador de contato indireto no qual a temperatura da agua de
resfriamento foi controlada em 15 + 2 °C. Apds o célculo da quantidade de agua que deveria
ser evaporada em cada repeticdo, visando alcancar o fator de concentracao desejado, realizou-
se a evaporacao até o volume exato calculado de evaporado, que foi medido em proveta. O
processo de secagem ocorreu em spray dryer de Unico estagio, com atomizador de bico da
marca “Labmaq Brasil”’, modelo MSDi 1.0. As condi¢fes padronizadas durante o
experimento foram vazéo de 1 L.h'* de produto, 35 L.min* de ar no sistema de aquecimento e
2,66 m*min? de velocidade no soprador principal. Os tratamentos empregados durante a

secagem sdo apresentados na Tabela 1.

TABELA 1 — Condig¢bes empregadas durante a produgdo do WPC (n=3)

Teor de sélidos soltveis do
Temperatura do ar de entrada  retentado da ultrafiltracdo na

Amostras (°C) entrada do spray dryer
(°Brix)
WPC, 130+5 15,719
WPC; 145+5 15,7+1,9
WPC;s 130+5 47,1+1,9
WPC, 1455 47,1+1,9

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

WPCX = concentrado proteico de soro obtido pelo tratamento X; 1 = temperatura do ar de
secagem em 130°C e retentado ndo concentrado por evaporacdo a vacuo; 2 = temperatura
do ar de secagem em 145°C e retentado ndo concentrado por evaporacdo a vacuo; 3 =
temperatura do ar de secagem em 130°C e retentado concentrado por evaporacéo a vacuo; 4
= temperatura do ar de secagem em 145°C e retentado concentrado por evaporagao a vacuo.

Foram realizadas trés repeticdes de cada tratamento do delineamento experimental
executado. Todas as etapas do trabalho foram realizadas no Departamento de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de Vigosa (UFV). O evaporador rotativo microprocessado

e o spray dryer de Unico estdgio pertencem a Gemacom Tech S/A e estdo instalados no
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Laboratorio de Leite e Derivados do Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV por
meio de uma parceria de pesquisa publico-privada. A Figura 7, na pagina seguinte, apresenta

o fluxograma basico de producédo das amostras deste bloco experimental.

FIGURA 7 - Fluxograma de producéo das amostras de WPC do segundo bloco.

Soro de leite
cru integral
(4°C)
Centrifugacao
Ultrafiltragao
FC =6
Evaporagéo
FC=3
Secagem Secagem Secagem Secagem
(ar de entrada 130°C) (ar de entrada 145°C) (ar de ertrada 130°C) (ar de entrada 145°C)
WPCH* WPCF “WPCF WPCa”

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

4.2.4 Amostras de WPC do terceiro bloco experimental (variaveis: tratamento térmico e

microfiltracdo)

O delineamento foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos aplicados ao

soro de leite e quatro repeticdes. Os quatro tratamentos foram: soro microfiltrado utilizando
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membrana de 0,8 um de didmetro do poro, seguido de ultrafiltragdo, evaporagdo e secagem,
obtendo-se o produto MFO0,8UF; soro microfiltrado utilizando membrana de 1,4 pum de
diametro do poro, seguido de ultrafiltracio, evaporacdo e secagem, obtendo-se o produto
MF1,4UF; soro termizado a 65°C por 15 segundos, seguido de ultrafiltracdo, evaporacao e
secagem, obtendo-se o produto TM65UF; e soro pasteurizado a 72°C por 15 segundos,
sequido de ultrafiltragéo, evaporacdo e secagem, obtendo-se o produto PT72UF (Figura 8).
Os atributos avaliados foram: gordura, extrato seco total, umidade, cinzas, proteina total e Aw.
Todos estes resultados de analises de composicdo centesimal e fisico-quimicas foram
analisados por meio de andlise de variancia (ANOVA) e pela comparacdo de médias pelo
teste de Tukey.

O soro de leite utilizado neste trabalho foi fornecido por uma inddstria localizada na
Zona da Mata do estado de Minas Gerais/Brasil, sendo obtido a partir da fabricacdo de queijo
Minas Frescal (queijo de origem brasileira de grande comercializagdo), sem adicéo de cultura
latica. O soro foi armazenado sob refrigeracdo a 4 °C até 0 momento do seu uso, onde foi
centrifugado antes do inicio de cada tratamento.

A microfiltracdo do soro foi realizada em equipamento construido pela empresa “Tetra
Pak© Processing”, da Franca. Primeiramente, foi feita a higienizagdo do equipamento com
dois ciclos de limpeza em sistema fechado (cleaning in place — CIP), alcalino (80°C) e acido
(50°C), respectivamente. O soro foi aquecido a 50°C e filtrado tangencialmente através de
uma membrana ceramica tubular “Membralox®” com poros de tamanho 0,8 e 1,4 um,
velocidade de permeacdo 7,2 m.s?, sistema com érea total de membrana 0,24 m? e com
pressdo transmembrana de 0,5 bar.

Os tratamentos de termizagdo (65 °C por 15 segundos) e pasteurizacdo (72 °C por 15
segundos) foram realizados em trocador de calor a placas.

A ultrafiltragdo do soro foi realizada em uma planta piloto da marca “WGM sistema”,
sendo o equipamento utilizado um sistema aberto. O soro foi filtrado através de uma
membrana de polissulfona do tipo espiral “Koch Membranes” com massa molar de corte de
10 kDa, érea filtrante 3,0 m?, temperatura de operagdo de 35 °C e pressdo operacional entre
2,1e8,3bar.

A operacdo de evaporagdo a vacuo ocorreu a temperatura de 60 £ 2 °C em evaporador
rotativo microprocessado de bancada, marca Quimis modelo Q344M?2. A evaporacdo foi

conduzida objetivando concentrar o soro até um teor de sélidos totais de 250 g.kg™ antes da
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etapa de secagem. O evaporado produzido foi conduzido a um condensador de contato direto,
no qual a temperatura da agua de resfriamento foi controlada em 10 + 2 °C. Ap06s o célculo da
quantidade de agua que deveria ser evaporada para as amostras em cada repeticdo visando
alcancar o teor de sdlidos desejado, realizou-se a evaporacgédo até o volume exato calculado de
evaporado.

A operacdo de secagem ocorreu em spray dryer semi-industrial de Unico estagio, com
atomizador de bico de pressdo da marca “Labmaq Brasil”, modelo MSD1.0. As condicGes
padronizadas durante o experimento foram: vazdo de 1,10 L.h"* de produto, 35 L.min* de ar
no sistema de aquecimento e 3,10 m3.min? de velocidade no soprador principal. Estas
condi¢bes foram padronizadas para se obter os WPCs com as caracteristicas desejadas.
Alguns parametros de temperatura empregados durante a secagem de cada amostra estdo

apresentados na Tabela 2:

TABELA 2 - CondicGes de temperatura empregadas durante a producdo dos concentrados
proteicos de soro

Amostras Temperatura do ar de entrada (°C) Temperatura do ar de saida (°C)
Maximo Minimo Maximo Minimo
PT72UF 163 156 97 55
TM65UF 162 157 93 54
MFO0,8UF 164 150 99 61
MF1,4UF 162 155 87 61

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

PT72UF: WPC produzido a partir do soro pasteurizado a 72 °C por 15 segundos; TM65UF:
WPC produzido a partir do soro termizado a 65 °C por 15 segundos; MF0,8UF: WPC
produzido a partir do soro microfiltrado utilizando membrana de 0,8 um de diametro dos
poros; MF1,4UF: WPC produzido a partir do soro microfiltrado utilizando membrana de 1,4
pm de diametro dos poros.



FIGURA 8 - Fluxograma de producéo das amostras de WPC do terceiro bloco.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
4.2.5 Analises de composicao centesimal e fisico-quimica

A atividade de agua a 25 °C foi determinada utilizando-se medidoR digital “Aqualab”
(Decagon 3TE, Decagon Devices Inc., USA). O teor de gordura foi determinado utilizando o
método Gerber, descrito por Wehr e Frank (2004). Para determinacdo do residuo mineral fixo,
as amostras foram submetidas a incineracdo (550 °C) para promover a volatizacdo da fracdo
organica e permanéncia das cinzas no cadinho, as quais permitiram estimar o teor de minerais
da amostra (WEHR e FRANK, 2004). A determinacdo do extrato seco foi realizada pelo
método gravimétrico, que consiste na perda da umidade por dessecacdo a 102 £ 2 °C e

pesagem do extrato seco total de uma quantidade determinada de amostra (FIL 21B:1987). O
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teor de nitrogénio total (NT) foi obtido a partir da analise do nitrogénio pelo método de
Kjeldahl. A concentracdo de proteina foi calculada pela multiplicagdo do teor de NT pelo
fator de converséo 6,38 (FIL 20B: 1993).

4.2.6 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman de todas as amostras de WPC representados no presente trabalho
foram obtidos utilizando espectrometro Bruker FT-Raman RFS 100 equipado com detector de
Ge refrigerado com nitrogénio liquido, empregando um laser Nd:YAG com linha de excitagdo
em 1064 nm, na regido do infravermelho préximo. Poucos miligramas de amostra foram
inseridos em porta amostra de aluminio; um feixe luminoso do laser com poténcia de
aproximadamente 10 mW foi incidido e focado na amostra, tendo sido a radiacdo espalhada
coletada a 180°. Para todos o0s espectros, uma boa relacdo sinal/ruido foi obtida realizando-se
uma média de 512 scans, sendo estes coletados com resolucéo espectral de 4 cm™ em uma
regido compreendida entre 3500 cm™ a 400 cm™. A plataforma OPUS 6.0 foi utilizada para a
aquisicdo dos espectros Raman. Todos os espectros foram obtidos em duplicata a fim de
garantir que as intensidades e regides espectrais dos respectivos modos vibracionais fossem

reprodutiveis.

4.2.7 Andlises Quimiométricas

Para a realizagdo da andlise exploratdria, os espectros Raman foram manipulados
utilizando o software Matlab versdo 7.10 (R2010a). Um problema no espectro Raman é a
presenca de contribuicbes e efeitos devido a varios eventos como efeitos de tamanho de
particulas e diferencas morfologicas, dependentes da condicdo experimental, que devem ser
eliminadas antes da utilizacdo da ferramenta quimiométrica. Para isto, 0s espectros Raman
foram pré-processados utilizando a corre¢do da linha de base para minimizar o efeito das

variagdes na mesma e normalizados.
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A segunda derivada feita pelo algoritmo Savitzky-Golay com polindmio de segunda
ordem e janela com 15 pontos foi aplicada para a correcdo da linha de base, seguida de
correcdo do espalhamento de luz (MSC) e centralizacdo dos dados centrados na média, para
dimensionar os espectros no intervalo semelhante e permitir uma comparacdo entre as
amostras heterogéneas. Na sequéncia, a PCA foi utilizada e a escolha do nimero de
componentes principais (PCs) foi feita através do grafico de autovalores (importéncia de cada
componente principal). A analise de pesos permitiu avaliar a contribuicdo das bandas dos

espectros Raman para a distribui¢do das amostras no grafico de escores.

4.2.8 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram conduzidas em delineamento inteiramente casualizado,
com quatro tratamentos aplicados ao soro de leite nas etapas dois e trés. Foram realizadas trés
repeticdes na etapa dois e quatro repeticdes na etapa trés. Os dados obtidos nos dias dos
processamentos foram avaliados por meio da anélise de variancia (ANOVA) e do teste de
Tukey para comparacdo das médias, e também por analise estatistica descritiva. Todos 0s
dados foram analisados por meio do programa estatistico Statical Analysis (SAS Institute Inc,
2006) versdo 9.2.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.3.1 Anélises de composicéo

As amostras do WPC controle do primeiro bloco experimental foram caracterizadas
em relacdo ao conteldo de proteina, cinzas, extrato seco total, umidade e Aw. Os valores
médios encontrados foram, respectivamente, 302,1 g.kg?, 53,1 g.kg?, 958,2 g.kg?, 41,8
g.kg? e 0,201, condizentes com os valores esperados.

As composic¢des dos produtos obtidos durante o segundo bloco do experimento séo
apresentadas na Tabela 3.

TABELA 3 — Valores medios dos resultados das anélises de composi¢do centesimal e fisico-
quimicas realizadas nas amostras de WPC do segundo bloco (n=3).

Analises WPC:  WPC, WPCu, WPC;  WPCs;  WPCau
Proteina total (g.kg™) 294,3*  2992% 296,98  2954*  2994°  308,2°
Cinzas (g.kg) 53,6° 53,6° 54,1° 52,8° 53,6° 57,78
EST (g.kg™) 953,0 946,80  948,9°  949,0°  956,8°  954,8°
Umidade (g.kg) 47,0° 53,2° 51,18 51,0° 43,2° 45,28
Aw 0234 0284  0247°  0259° 0,174 0,206

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Dados de trés repeticOes, analises realizadas em duplicata.

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na linha, para cada variavel, ndo diferem entre si
ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

WPCX = concentrado proteico de soro obtido pelo tratamento X; 1 = temperatura do ar de secagem
em 130 °C e retentado ndo concentrado por evaporacdo a vacuo; 2 = temperatura do ar de secagem
em 145 °C e retentado ndo concentrado por evaporacdo a vacuo; 1+2 = po6 retido na camara de
secagem durante os tratamentos 1 e 2; 3 = temperatura do ar de secagem em 130 °C e retentado
concentrado por evaporacdo a vacuo; 4 = temperatura do ar de secagem em 145 °C e retentado
concentrado por evaporagao a vacuo; 3+4 = po retido na camara se secagem durante 0s tratamentos
3ed.

Né&o foi observada diferenca significativa (p>0,05) quanto aos parametros avaliados
entre os WPCs, indicando controle adequado durante as etapas de processamento entre 0s

tratamentos.
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As amostras WPCi1+2 e WPC1+3 foram obtidas através da coleta manual do pé retido
dentro da cdmara de secagem ap0s os tratamentos 1-2 e 3-4. O acumulo de p6 nas paredes
internas da cdmara de secagem € comum também nas plantas industriais, porém elas possuem
sistemas especificos de vibracdo para a retirada do mesmo. O objetivo de coletar estas
amostras de acumulo foi verificar se as suas caracteristicas diferiam das amostras dos
tratamentos especificos. Conforme apresentado anteriormente, as mesmas ndo apresentaram
diferenca significativa para nenhum dos parametros avaliados.

O teor médio de proteina dos pos ficou proximo de 300,0 g.kg™?, indicando que os
fatores de concentracdo empregados durante a ultrafiltragdo podem ser elevados visando a
obtencdo de WPC com, no minimo, 350,0 g.kg? de proteina. O teor de 350,0 g.kg? de
proteinas € um valor de referéncia dentro dos produtos produzidos pelas inddstrias, possuindo
grande espectro de aplicacdo. O teor de umidade dos produtos lacteos desidratados € um
importante atributo a ser controlado pelas industrias, devido a exigéncias de legislacéo,
rendimento industrial e conservacdo do produto final. Contudo, a atividade de agua é uma
ferramenta mais poderosa na predi¢cdo do comportamento dos lacteos desidratados durante o
prazo de validade. Segundo Schuck et al. (2008), os lacteos desidratados devem apresentar
atividade de agua de 0,200, visando a minimizag&o das rea¢des quimicas e bioquimicas, assim
como o desenvolvimento microbiano. Este valor € recomendado quando a conservagdo do
produto ocorre em temperaturas inferiores a 50 °C. Os produtos desidratados obtidos no
experimento apresentaram valor de atividade de agua superior a 0,200, indicando que
modificagdes nas suas caracteristicas podem ocorrer em uma velocidade elevada durante o
armazenamento. Desta forma, h& necessidade de mudanca nos atributos tecnoldgicos
empregados durante a secagem, objetivando manter a Aw préxima a 0,200. Os parametros
tecnoldgicos recomendados para esta adequacdo sdo a diminuicdo da taxa de bombeamento
do produto, o aumento da temperatura do ar de secagem e a diminui¢do da vazdo do ar de
entrada.

Os resultados referentes as analises de gordura, proteina total, cinzas, lactose, extrato
seco total, umidade e atividade de agua, realizadas nas amostras de WPC do terceiro bloco séo

apresentadas na Tabela 4.
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TABELA 4 — Valores medios dos resultados das analises de composicao centesimal e fisico-
quimicas realizadas nas amostras de WPC do terceiro bloco (n=4).

Analises PT72UF TMG65UF MFO0,8UF MF1,4UF
Gordura (g.kg™) 23,02 23,0 0,0 0,0
Proteina total (g.kg™) 323,02 349,0° 336,02 348,02
Cinzas (g.kg?) 63,0? 64,0? 68,0? 67,0°
Lactose* (g.kg?) 547,0* 521,0? 556,02 544,02
EST (g.kg™) 956,0° 957,0% 960,0° 959,0°
Umidade (g.kg™) 44,00 43,0 40,0 41,0a
Ay 0,2322 0,2772 0,2512 0,248?

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Dados de quatro repeticdes, anélises realizadas em duplicata.

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na linha, para cada variavel, ndo diferem entre si
ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

* Calculo por diferenga.

T72UF: WPC produzido a partir do soro pasteurizado a 72 °C por 15 segundos;

TM65UF: WPC produzido a partir do soro termizado a 65 °C por 15 segundos;

MF0,8UF: WPC produzido a partir do soro microfiltrado utilizando membrana de 0,8 pum de
didmetro dos poros; MF1,4UF: WPC produzido a partir do soro microfiltrado utilizando membrana
de 1,4 um de didmetro dos poros.

Foi observada diferenga significativa (p<0,05) quanto ao teor de gordura entre as
amostras que foram inicialmente tratadas pelo calor e as microfiltradas, resultado da retengéo
deste componente pela técnica de microfiltracdo. Quanto aos outros parametros avaliados, ndo
foi observada diferenca significativa (p>0,05) entre os WPCs indicando controle adequado
durante as etapas de processamento.

Os WPCs obtidos pela secagem no spray dryer apresentaram valores de atividade de
agua variando acima de 0,200, valor indicado por Schuck et al. (2008) como ideal para os
lacteos desidratados, pois minimiza as reacdes quimicas e bioquimicas, permitindo uma
melhor conservacdo do produto. Para minimizar a ocorréncia de modificacbes nas
caracteristicas dos produtos obtidos, algumas mudancas poderiam ser feitas durante a etapa de
secagem visando reduzir a atividade de agua da amostra TM65UF, por exemplo, que
apresentou valor um pouco mais elevado, de 0,277. O ideal seria controlar a umidade do ar de
secagem, mas como ndo foi possivel controlar este pardmetro no equipamento spray dryer
utilizado, as possiveis solucdes seriam a diminui¢do da taxa de bombeamento de produto, o

aumento da temperatura do ar de secagem e a diminuigéo da vazéo do ar de entrada.
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O Instituto Americano de Produtos Léacteos (ADPI, 2002) estabelece padrbes
elaborados como um guia, para selecdo de produtos lacteos a serem utilizados como
ingredientes funcionais e nutritivos em industrias alimenticias. Ao comparar os resultados
obtidos neste trabalho com esses padrdes, percebeu-se que o teor de proteina esta abaixo do
teor minimo de 350,0 g.kg™ necesséario para WPC e o teor de umidade é bem préximo ao
valor maximo estabelecido de 40,0 g.kg?, sendo este pardmetro de grande importancia na
conservacdo do produto e determinante no rendimento industrial. Quanto aos demais
parametros, todos se encontram dentro da faixa de valores estabelecidos pelo Instituto

Americano de Produtos LActeos.

4.3.2 Analises espectroscopicas durante estocagem do WPC: controle do primeiro bloco

experimental

Os espectros Raman das amostras de WPC oriundas do primeiro bloco estdo
representados na Figura 9, juntamente com o0 espectro da lactose. As principais bandas
observadas e suas respectivas atribuicdes baseadas em trabalhos ja publicados estdo listadas
na Tabela 5 (LI-CHAN, 1996; BENZERDJEB et al., 2007; ZHOU et al., 2006).
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FIGURA 9 - Espectro Raman do WPC produzido em condicdes ideias (A), WPC produzido
em condigdes ideais e armazenado durante 6 semanas em condi¢do ambiente (B); a-lactose
monohidratada (C).
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

O espectro A foi obtido logo apds a producado do WPC e o espectro B foi realizado na
mesma amostra, porém armazenada por seis semanas em condi¢des ambientais. As
modificagdes nos espectros Raman dos WPC armazenados variaram de acordo com as
condicbes de estocagem. Para amostras estocadas na temperatura e umidade ambiente
ocorreram modificacdes nos espectros Raman apdés trés semanas de armazenamento. Para as
amostras armazenadas em dessecadores, as modificacdes ndo foram observadas até um ano de
estocagem. Com base nestes resultados, pode-se inferir que a presenca de oxigénio
atmosférico e da umidade no ambiente podem acelerar o processo de modificacdo das
caracteristicas dos WPC.

E possivel identificar no espectro Raman do WPC apds seis semanas armazenado em
embalagens plasticas na temperatura e umidade ambiente (B), mostrado na Figura 9, que as

principais mudancas ocorrem na regido de 2900 cm™ e, principalmente, na regido entre 1200 e
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800 cm™L. Estas alteragdes no perfil dos espectros podem ser atribuidas ao inicio do processo
de mudanca de fase da lactose amorfa para a lactose cristalina, durante a qual ocorre o
aparecimento de novas bandas. A cristalizacdo implica na formacdo de uma rede
tridimensional ordenada de moléculas, diminuindo assim a distribuicdo das frequéncias de
cada ligacdo que também reduz a largura dos picos do espectro de Raman de vibragéo, devido
ao abaixamento de simetria que ocorre na passagem da forma amorfa para a forma cristalina
(CELEDON e AGUILERA, 2002).

As principais diferencas entre os espectros das amostras estio na regido de 2900 cm*
atribuida ao estiramento da ligacdo C-H. ModificacGes nas regides de 1125 cm™ e 1054 cm™
envolvendo os modos [v (C-O) + v(C-C) + & (C-O-H)] que ocorreram com o tempo de
armazenamento podem estar relacionadas as mudancas observadas nas caracteristicas do po,
principalmente por estarem na regido de carboidratos e indicarem o inicio da mudanca de fase
da lactose amorfa para a lactose cristalina. E a regido de 850 cm™ atribuida ao modo
vibracional da ligacéo glicosidica do carboidrato presente.

A Figura 9 confronta ainda o espectro Raman da a-lactose monohidratada cristalina
(C) com os espectros Raman de amostras dos WPC. Observa-se que, quando o teor de lactose
cristalina aumenta na amostra de WPC durante o armazenamento, 0os modos vibracionais
caracteristicos desse componente ficam mais evidentes e o formato das bandas sdo muito
similares ao do padrdo de lactose. Isso fica bem evidente para o0 WPC armazenado em
condicBes ambientes normais, onde a cristalizacdo da lactose é o principal evento.

As modificacBes que ocorrem nos espectros Raman das amostras armazenadas em
condicdo ambiente podem ser provocadas, principalmente, pelo aumento na quantidade de
agua no pd. Quando o WPC é exposto a umidade relativa alta, 0 pé absorve agua e ha um
aumento da concentragédo desta no alimento. Como consequéncia, ocorre uma diminuic¢éo da
viscosidade e aumento da mobilidade molecular. Esses dois fatores determinam uma série de
modificagdes estruturais dependentes do tempo, tais como: gomosidade, colapso e
cristalizacdo dos componentes amorfos, que diminuem a vida atil do WPC e, por
consequéncia, a sua qualidade.

Isso indica que a espectroscopia Raman pode ser uma ferramenta emergente para o
monitoramento da qualidade de WPC durante o periodo de armazenamento, considerando a

sua sensibilidade para identificar mudancgas na estrutura da lactose devido a transicdo vitrea,
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que pode ter como fator de promocao embalagens danificadas, avancada data de fabricacéo ou
exposicao excessiva a altas temperaturas durante logistica.

TABELA 5 — Tentativa de atribui¢do do espectro Raman do WPC

NUmero de onda (cm™) Tentativa de atribuicao
2980 - 2850 Vass(CH2) + vs(CH3) + vs(CH2)
1665 v(C=0) Amida [; v(C=C)
1552 d(N-H); v(C-N) Amida Il

1451 d(CHy)

1340 v(C-0); 8(C-H)

1265 Y'(CHy)

1125 v(C-0); v(C-C); 8(C-0O-H)
1085 v(C-0); v(C-C); 8(C-0O-H)
1054 v(C-0); v(C-C); 8(C-0O-H)
1005 Ring-breathing (phenylalanine)
955 3 (C-0-C) + 8 (C-O-H) + v (C-0)
878 8 (C-C-H) + 5 (C-0-C)
851 v (C-0-C) + 3(C-O-H) + v(C-0)
776 d (C-C-0)

635 3 (C-C-0)

477 3(C-C-C) + 1(C-0)

Fonte: LI-CHAN, 1996; BENZERDJEB et al., 2007; ZHOU et al., 2006

4.3.3 Andlises espectroscopicas dos WPC do segundo bloco de amostras

Os espectros Raman das amostras de WPC oriundas do segundo bloco experimental
estdo representados na Figura 10, na pagina seguinte.
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FIGURA 10 - Espectros Raman dos WPC produzidos no segundo bloco experimental
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

WPC;: = temperatura do ar de secagem em 130°C e retentado ndo concentrado por
evaporacdo a vacuo; WPC, = temperatura do ar de secagem em 145°C e retentado nao
concentrado por evaporagéo a vacuo; WPCi+, = po retido na camara de secagem durante os
tratamentos 1 e 2; WPC3 = temperatura do ar de secagem em 130°C e retentado concentrado
por evaporagdo a vacuo; WPCy = temperatura do ar de secagem em 145°C e retentado
concentrado por evaporagdo a vacuo; WPCs+s = p0 retido na cdmara se secagem durante 0s
tratamentos 3 e 4.

Os espectros Raman foram obtidos em duplicata das doze amostras provenientes dos
quatro diferentes tratamentos realizados em triplicada e mais as seis amostras de WPCi+2 €
WPCs.4. Os perfis espectroscopicos destas amostras, oriundas de diferentes temperaturas de

secagem e de soro de leite fluido e pré-concentrado, mostram-se extremamente similares entre
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si, 0s quais possuem as principais bandas, correspondentes a caracterizacdo de WPC em pd
com presenca de lactose cristalina, divididas em duas regibes. A primeira regido,
compreendida entre 2980 a 2888 cm, é atribuida a modos associados ao grupo CH em
estruturas aromaticas e alifaticas; uma segunda regido, localizada entre 1120 e 849 cm™, que
possui diversos modos associados, dentre os quais podem ser destacados os modos v(C-O),
v(C-C) e 8(C-O-C) (ALMEIDA et al.,, 2011). Uma diferenca esperada entre os perfis
espectroscopicos das amostras corresponderia a ligeira reducdo na intensidade das bandas
caracteristicas de grupos associados as proteinas, sugerindo assim o inicio de um processo de
desnaturacdo proteica a medida que se eleva a temperatura a qual o soro é submetido durante
0 processo de secagem no spray dryer. Porém, como a maior parte da energia na forma de
calor a qual as goticulas de soro em descendéncia na camara de secagem sdo submetidas estdo
envolvidas no processo de evaporacdo da agua, o calor residual ndo é suficiente para gerar
alteracOes efetivas nas estruturas das soro-proteinas, uma vez que o processo de desnaturacao
térmica necessita envolver um nivel mais elevado de energia. A literatura indica que sdo
necessarias condicdes tanto de elevada temperatura quanto de elevada umidade para que
ocorra a desnaturagdo proteica durante 0 processo de secagem por atomizagdo
(ANANDHARAMAKRISHNAN et al., 2007). Neste trabalho, a temperatura de entrada do ar
é menor (130 a 145°C) em comparagdo as defini¢cdes industriais (180 a 200 °C) (SCHUCK et
al., 2012).

Considerando a exposicdo anterior, € possivel afirmar que, apesar da utilizacdo de
diferentes temperaturas de secagem no processo de obtencdo dos produtos, bem como a
utilizacdo de dois tipos de soro (pré-concentrado e fluido), ndo se evidenciam diferengas
significativas nos perfis espectroscdpicos em questdo, sendo assim possivel inferir que as
estruturas das particulas e de suas interagdes sao mantidas mesmo apo0s a elevacdo da
temperatura no processo de secagem, de forma a tornar possivel a obtengdo de um produto
padronizado estruturalmente, mesmo quando utilizados diferentes parametros de processo.

O fato de os espetros indicarem a forte presenca de lactose cristalina nas amostras
sugere que as amostras produzidas tiveram a transicdo vitrea da lactose facilitada, pois a
mesma ocorreu durante o processo de secagem ou no tempo compreendido entre a secagem e
a realizacdo da andlise espectroscOpica. Esta caracteristica pode ser explicada pela maior
guantidade de agua presente nos WPCs produzidos — dado confirmado pelas atividades de
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agua dos mesmos —, que mostram que os produtos ndo foram desidratados o suficiente para
garantir que transicao vitrea da lactose ndo ocorresse durante a producdo ou armazenamento.
Esta caracterizacdo através da espectroscopia Raman mostra que 0s parametros
tecnoldgicos de secagem utilizados neste bloco experimental ndo sdo ideais para a obtencédo
de WPC com validade estendida quanto & manutencdo da estrutura amorfa da lactose
presente. Além disso, esta técnica acessa uma caracteristica da estrutura dos pds de WPC que
as técnicas convencionais ndo conseguem identificar: a identificacdo da presenca de lactose
cristalina sem a necessidade de submeter a amostra a um preparo prévio ou condi¢éo analitica

que possa interferir na conformac&o espacial das moléculas presentes nesta matriz complexa.

4.3.4 Andlises espectroscopicas dos WPC do terceiro bloco de amostras

No terceiro bloco experimental foram produzidas dezesseis amostras de WPC, sendo
quatro repeticdes de cada um dos quatro tratamentos. Os espectros de cada repeticdo dentro
do mesmo tratamento estdo representados na Figura 11: PT72UF produzido a partir do soro
pasteurizado a 72 °C por 15 segundos; TM65UF produzido a partir do soro termizado a 65 °C
por 15 segundos; MF0,8UF produzido a partir do soro microfiltrado utilizando membrana de
0,8 um de didmetro dos poros e MF1,4UF produzido a partir do soro microfiltrado utilizando
membrana de 1,4 um de diametro dos poros.

A partir dos espectros Raman obtidos para as amostras dos produtos oriundos do
terceiro bloco experimental é possivel evidenciar diferengas no que diz respeito aos seus
perfis dentro das repeticbes dos mesmos tratamentos, sugerindo que houveram alteragoes
efetivas na estrutura da lactose quando a matéria-prima é submetida a diferentes parametros
tecnoldgicos.

As mudancas mais significativas estdo na regido de 2900 cm, atribuidas ao
estiramento da ligagcdo C-H, nas regides de 1125 e 1054 cm™, envolvendo os modos [v (C-O)
+ v(C-C) + & (C-O-H)] e na regido de 850 cm, atribuida ao modo vibracional da ligacio
glicosidica do carboidrato presente. O mesmo comportamento foi verificado nas avaliacGes
dos dois blocos experimentais anteriores, porém, neste terceiro bloco, a maior contribuicdo da
espectroscopia Raman foi identificar que os mesmos WPC obtidos dentro de um tratamento

apresentaram caracteristicas distintas em relacdo a estrutura da lactose, levando-se em
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consideracdo que os pardmetros tecnologicos foram mantidos idénticos e que os resultados
das analises de composicdo mostram que ndo h& diferenca significativa entre as amostras,
reforcando o potencial da espectroscopia Raman como ferramenta de controle de qualidade de
um parametro, até entdo nd@o monitorado, utilizando os procedimentos analiticos

convencionais.

FIGURA 11 - Espectros Raman dos WPC produzidos no terceiro bloco experimental

B

TMB5UF1 MWU)MM

A
< | PT72UR M =
s 2
g § | T™esUF: W
5 PT72UF2 =
04
3]
2 @
S g
S | PT72URs MU\/\]W & | mvesurs M\/\W
o) (72}
2 c
£ k3]
M =
PT72UF2 TM65UF4 M
3400 3200 3000 2800 1600 1200 800 400 3400 3200 3000 2800 1600 1200 800 400
Y -1
NGmero de onda (cm’) Ndmero de onda (cm”)

Uk
MF08UF MMM MFL4UF: WM

~

Intensidade Raman (u.a.)

&)
=
g WW
MFOSUEs : MFL4UF2
14
3
©
©
MFO,8UFs MWW S | MFLAURs M
2
= M
MF0,8UF4 MFLAUFs
3400 3200 3000 2800 1600 1200 800 400 3400 3200 3000 2000 1600 1200 800 400
- -1, . _
Numero de onda (cm’™) Numero de onda (cm™)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

PT72UF — produzido a partir do soro pasteurizado a 72 °C por 15 segundos (A); TM65UF —
produzido a partir do soro termizado a 65 °C por 15 segundos (B); MF0,8UF — WPC produzido a
partir do soro microfiltrado utilizando membrana de 0,8 um de didmetro dos poros (C); MF1,4UF:
WPC produzido a partir do soro microfiltrado utilizando membrana de 1,4 um de didmetro dos poros
(D). Os numeros de 1 a 4 identificam o nimero da repeticao.
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Com isso, pode-se inferir que as principais modificagbes estdo relacionadas as
mudancas observadas nas caracteristicas do pd, principalmente por estarem na regido de
carboidratos e indicarem o inicio da mudanca de fase da lactose amorfa para a lactose
cristalina. O que distingue 0s espectros sdo as bandas caracteristicas da lactose que aparecem
de forma mais evidente em alguns espectros. Essas alteragdes nos espectros Raman podem
indicar um processo de cristalizagdo da lactose (NORGAARD et al., 2005).

Mesmo realizando tratamento térmico inicial na materia-prima, é possivel sugerir que
estas temperaturas ndo sdo suficientes para que haja alteracGes significativas a estrutura das
proteinas sensivel para identificagdo nos espectros Raman, uma vez que ndo se evidenciam
diferengas espectroscopicas especificas entre os tratamentos com aquecimento (PT72U e
TM65UF) e sem aquecimento (MFO0,8UF e MF1,4UF) nas bandas relacionadas as estruturas
proteicas. Vale ressaltar que as temperaturas as quais estes tratamentos foram submetidos séo
as temperaturas de pasteurizacdo e termizagdo, respectivamente. Sugere-se que seja
necessario um tratamento a uma temperatura consideravelmente maior para que alteracoes
comecem a surgir na estrutura das proteinas e em suas interacdes. De acordo com Ngarize et
al. (2004), quando as proteinas do soro de leite sdo submetidas a temperaturas ligeiramente
elevadas (90°C) durante periodos relativamente mais longos (30 minutos), algumas alteraces
tornam-se notdveis no perfil espectroscopico devido as distintas contribuicbes em sua
estrutura. Segundo estes autores, ao submeter-se as proteinas do soro de leite a estas
condigcdes, a conformacdo destas passa a possuir uma contribuicdo mais efetiva do
aminoéacido triptofano, sugerida pela presenca de uma banda mais intensa na regido préxima a
540 cm™. Além disso, ainda conforme estes autores, essas diferentes condicBes geram
alteragcbes na regido de interagdes dissulfeto. Estas alteragbes anteriormente citadas
correspondem a presenca de bandas de pequena intensidade na regido localizada entre 535 e
516 cm?, atribuidas as conformagdes gauche-gauche-trans e trans-gauche-trans,
respectivamente, sendo estas relacionadas as interagdes dissulfeto da B-lactoglobulina.

Os tratamentos denominados MFO0,8UF e MF1,4UF sdo aqueles os quais a matéria-
prima foi processada sem que houvesse um tratamento térmico prévio, porém, sendo estas
submetidas aos processos de microfiltragdo em membrana com poros de 0,8 um e 1,4 pm,
respectivamente. Uma vez submetido a este processo de microfiltracdo, o soro de leite passa a
se abster da presenca de gordura. N&o foi possivel identificar, analisando os espectros Raman
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das amostras, a presenca ou auséncia do contetdo de gordura. Neste caso, as regifes que
possuem contribuicdo dos modos vibracionais dos lipideos sdo 2850, 1440 e 1300 cm™,

A presenca de uma banda, mesmo que em baixa intensidade, localizada na regido em
torno de 2850 cm™ sugere fortemente um WPC com teor de gordura efetivamente mais baixo,
uma vez que esta banda nos espectros pode ser atribuida, segundo trabalho relacionado
(ALMEIDA et al., 2011), ao modo estiramento simétrico CH> de lipidios.

Considerando o conjunto de informacdes supracitadas, € possivel sugerir fortemente
que ha diferencas satisfatorias no que diz respeito as tecnologias empregadas para a obtencéo
do WPC que foi submetido & secagem em spray dryer. Estas diferencas estdo intimamente
ligadas, principalmente as condi¢Ges de operacdo durante a secagem, vide que foi possivel
verificar diferencas na estrutura da lactose dentro dos tratamentos e entre os tratamentos.
Sendo assim, € possivel inferir que a utilizacdo da espectroscopia Raman mostra-se muito
eficiente quando utilizada como técnica de controle de qualidade destes produtos, uma vez
que é possivel depreender as principais caracteristicas estruturais da lactose, bem como notar
pequenas oscilacdes possiveis de ocorrer durante o processo de obtencdo dos mesmos devido
as mudancas de parametros tecnologicos utilizados. Sendo assim, € possivel utilizar tal
técnica como um indicativo de padronizacdo, ndo somente no processo de fabricacdo do
WPC, de forma indireta a partir das principais bandas caracteristicas de carboidratos,
principalmente a lactose, mas também de outros lacteos em pd, uma vez que a lactose,
juntamente com outros constituintes, possui caracteristicas estruturais unicas, que podem ser
claramente observadas a partir de seu perfil espectroscépico.

Através da analise visual simples dos espectros obtidos neste bloco experimental,
podemos indicar trés perfis espectroscopicos similares entre 0s quatro tratamentos e suas

repeticdes. A Tabela 6 apresenta esta compilacédo da avaliacdo dos dezesseis espectros.
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TABELA 6 — Analise comparativa dos espectros Raman e atribuicdo em relacdo a estrutura
da lactose presente nas amostras de WPC.

Sequencia da WPCs do terceiro bloco de amostras

producdopiloto ™ “przouF  TMESUF  MFO,SUF  MFLAUF

PT72UF2 TM65UF:2 MFO,8UF: MF1,4UF:
Repeticao 2

PT72UF3 TMB65UF3 MFO,8UFs MF1,4UFs
Repeticdo 3

PT72UF4 TM65UFa MF1,4UF4 Amorfo
Repeti;ﬁo 4 Transigdo
- Cristalina

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Onde: PT72UF: WPC produzido a partir do soro pasteurizado a 72°C por 15 segundos;
TM65UF: WPC produzido a partir do soro termizado a 65°C por 15 segundos;

MFO0,8UF: WPC produzido a partir do soro microfiltrado utilizando membrana de 0,8 um de
diametro dos poros; MF1,4UF: WPC produzido a partir do soro microfiltrado utilizando
membrana de 1,4 um de diametro dos poros.

4.3.5 Andlise exploratdria das amostras de WPC

Para melhor avaliar as amostras de WPC empregadas no presente estudo, realizou-se
uma anélise exploratoria empregando a PCA. No modelo construido, foram escolhidos 4
componentes principais, com 94,42% da variancia total explicada. A escolha das CPs foi
baseada no grafico de autovalores versus o numero de componentes principais. A regido do
espectro que melhor identificou as diferentes caracteristicas das estruturas dos WPCs foi entre
1200 e 800 cm™. A Figura 12 A e B mostra o grafico de escores das duas primeiras
componentes principais, onde € possivel notar a formacédo de dois agrupamentos, identificados
como A e C. As amostras de WPC ficaram agrupadas principalmente pelas caracteristicas da
lactose presente nos pos.

Foram utilizados nesta analise exploratoria quarenta e dois espectros Raman na regiao

espectral 1200-800 cm™ das amostras dos trés blocos experimentais (amostras 1-20 e 24-45),
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trés espectros (amostras 21, 22 e 23) de amostras industriais de WPC35 (~350 g.kg? de
proteina na base seca), um de a-lactose monohidratada (amostra 46) e um de soro em po
previamente cristalizado (amostra 47). As amostras dos produtos obtidos no mercado
industrial foram introduzidas como referéncia, vide que o WPC35 industrial ndo apresenta
lactose com estrutura cristalina e a a-lactose monohidratada e o0 soro em p6 sdo as referéncias
opostas, ja que para 0 Seu processo, a cristalizagdo é uma etapa obrigatoria. Optou-se por estas
matrizes como referéncia, pois sdo as mais proximas dos WPCs produzidos nos blocos
experimentais deste trabalho.

O que distingue os espectros das amostras agrupadas em A e C sdo as bandas
caracteristicas da lactose, as quais aparecem de forma mais evidente nos espectros C. Essas
alteracbes nos espectros Raman indicam um processo de cristalizacdo da lactose
(NGRGAARD et al., 2005) que pode ocorrer durante o processamento na cdmara de secagem,
devido aos parametros tecnoldgicos inadequados ou também a uma falha no armazenamento
do WPC, diminuindo o seu tempo de vida de prateleira. E importante observar que a amostra
de o-lactose monohidratada e também o soro em pd (cristalino) foram classificados
juntamente com as amostras C. Todas as amostras do segundo bloco experimental também
foram agrupadas em C, confirmando a analise espectroscopica da Figura 12, que mostra o
perfil cristalino de todos os WPCs produzidos. Além disso, cinco WPCs do terceiro bloco
experimental também foram agrupados em C, PT72UF1, TM65UF1, MF0,8UF1, MF1,4UF1, e
MFO0,8UF4, 0s mesmos apontados como cristalinos na Tabela 6. Também foram agrupados no
grupo C todas as amostras do primeiro bloco experimental que ficaram acondicionadas em
condigdo ambiente por mais de 7 semanas (amostras 16, 17, 18, 19 e 20), identificando que
apos este tempo a estrutura da lactose nos WPCs apresentava-se cristalina e ndo mais amorfa.
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FIGURA 12 A e B - Grafico de escores CP1 versus CP2 (A) e grafico de amostras versus
escores PC1 (B) da regido espectral 1200-800 cm™ das amostras de WPC do primeiro bloco
experimental (), WPC35 adquiridos no mercado (*), WPC do segundo bloco experimental

(w), WPC do terceiro bloco experimental ( A); a-lactose monohidratada (+) e soro em p6 (¢).
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No agrupamento A, pode-se verificar a presenga das amostras de WPC adquiridas no
mercado industrial (WPC35), confirmando a expectativa de que as mesmas nao apresentam
lactose com estrutura cristalina avancada. Também estdo agrupadas em A as amostras do
primeiro bloco experimental que permaneceram em condicdo de umidade relativa do ar
controlada para ndo haver absor¢cdo de umidade (amostras 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9). Estas
amostras foram monitoradas por doze meses e ndo houve mudanca significativa nos espectros.
Para as mesmas amostras mantidas em condi¢cdo ambiente, o limite de agrupamento em A foi
de 3 semanas (10, 11 e 12). Oito amostras do terceiro bloco experimental também foram
agrupadas em A. As mesmas identificadas como amorfas na tabela 6.

Apesar de as amostras localizadas na regido identificada como TV estarem dispersas
no grafico, € possivel perceber que elas possuem uma caracteristica em comum nos seus
espectros: a transicdo entre o estado amorfo e o cristalino. Tal dispersdo é totalmente
compreensivel, pois entre o estado amorfo e o cristalino existem diferentes niveis de transicdo
da estrutura das moléculas de lactose e, por isso, cada amostra de WPC podera ser alocada em
posicdes diferenciadas em relacdo a CP1 e a CP2. Observa-se ainda que a transicdo vitrea é
identificada pelas duas componentes principais, mostrando um caminho da transi¢ao entre o
grupo A e C, indicado pela seta na Figura 12A.

O grafico de amostras versus escores da CP1, apresentado na Figura 12B, mostra as
quarenta e sete amostras usadas na constru¢cdo do modelo, com as indica¢bes das origens
destas em relacdo aos blocos experimentais. Nesse grafico, € possivel observar melhor a
divisdo das amostras promovida pela primeira componente principal, em relacdo ao estado da
lactose, podendo ser amorfa ou cristalina.

A analise exploratoria aplicada aos dados adquiridos através da espectroscopia Raman
permite observar de forma mais eficiente a transicao vitrea da lactose nas amostras de WPC, o
que indica que a técnica pode ser usada como uma potencial ferramenta de controle de
gualidade de um parametro até entdo ndao monitorado pelos procedimentos analiticos
convencionais durante o processo produtivo e/ou armazenamento do produto.

Analisando o grafico dos pesos (Figura 13), é possivel observar quais sdo as regides
dos espectros que mais contribuem para a distribuicdo das amostras no grafico de escores.
Dentre elas, destaca-se a regido entre 1200 e 800 cm™, tipicamente atribuida a modos
vibracionais de carboidratos. Este resultado contribui para a utilizacdo de tal regido como

marcadora na identificagdo da estrutura da lactose. As bandas na regido de 2900 cm™ também
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sofrem modificacdes devido a cristalizacdo da lactose, porém a utilizacdo desta regido na
analise exploratdria mostrou-se menos eficiente que a regido citada anteriormente. Podemos
atribuir este fato ao perfil espectroscopico das amostras de WPC com lactose amorfa que tem

uma Unica banda mais alongada e pouco definida na regifo de 2900 cm™.

FIGURA 13 - Gréfico dos pesos na CP1 versus numeros de onda da regido
espectral 3500-400 cm™.
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4.4 CONCLUSAO

A producdo de WPC ¢é amplamente usual em diversos paises. Porém, parametros
tecnoldgicos podem ser modificados durante as operac¢fes unitarias principais, acarretando
mudancas nas caracteristicas estruturais do produto final que ndo sdo identificadas pelas
atuais tecnicas de controle de qualidade e, portanto, ndo sdo controladas. Os produtos
desidratados obtidos no experimento apresentaram valor de atividade de agua medio superior
a 0,200, indicando que modificacbes nas suas caracteristicas podem ocorrer em uma
velocidade elevada durante o armazenamento. A espectroscopia Raman associada a
quimiometria foi capaz de identificar as mudancas relacionadas a estrutura da lactose durante
0 processo produtivo e também no armazenamento do WPC devido as mudancas espectrais
que ocorrem na regido de 2900 cm™? e entre 1200 e 800 cm™, atribuidas aos modos
vibracionais da lactose cristalina, sendo assim uma emergente ferramenta a ser utilizada como
controle de qualidade destes produtos. A classificagdo dos WPCs quanto a estrutura da lactose
permite ndo so inferir sob a sua condicdo de processo, mas também sobre a sua condi¢do de
estocagem — parametros de extrema importancia econdémica e de padronizac¢do do produto —,
além de ser possivel monitorar a transi¢do vitrea da lactose sem submeter a amostra & uma
condicdo analitica que possa interferir no ambiente quimico dos demais constituintes, como

nas técnicas amplamente difundidas para esta avaliacéo.
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5 — AVALIACAO DO EFEITO SINERGICO DE PROTEINAS LACTEAS EM
ANALISADOR RAPIDO DE VISCOSIDADE

RESUMO

Sistemas proteicos (SP) séo rotineiramente utilizados pelas industrias brasileiras, com o
objetivo de promover melhoria na textura, no rendimento e na palatabilidade dos alimentos
processados. Entender o comportamento sinérgico entre as diferentes estruturas proteicas
destes sistemas durante processamento térmico sob a influéncia do pH do meio permite
alcancar melhor otimizacdo de definicdo dos produtos e processos. A interpretacdo das
reacOes e interacBes que ocorrem de forma simultanea entre os constituintes proteicos destes
sistemas em dispersdo durante o processamento térmico ainda é um grande desafio e, neste
trabalho, foi feita através da observacdo das mudancas reoldgicas da viscosidade de arranque
de 5 diferentes SP obtidos pela combinacéo de diferentes propor¢des de concentrado proteico
de leite (MPC) e concentrado proteico de soro (WPC) em pH 5,0, 6,5 e 7,0, em
processamento térmico de 85°C/15 min e 95°C/5 min no analisador répido de viscosidade
(RVA). A concentracdo solido-liquido das solugbes avaliadas foram 0,25 g.g* e a
concentracgdo proteica 0,17 g.g* em agua. Dez parametros analiticos foram utilizados para
caracterizar cada uma das rampas de viscosidade de arranque dos 35 experimentos
conduzidos no planejamento misto 2x3x5 com a utilizacdo da analise de componentes
principais (PCA) na interpretacdo das similaridades de comportamento. O estudo demonstrou
a clara influéncia do pH 5,5 na elevacdo de no minimo 5°C na temperatura de inicio da
viscosidade de arranque dos SP e o impacto das diferentes proporcdes entre o MPC/WPC
acima de 15/85 em pH 7,0 no perfil das curvas viscograficas, tendo como principal agente o
efeito sinérgico proveniente entre as reagdes e interacGes das caseinas com as soro-proteinas
durante o processamento. Assim, este trabalho reforga a importancia do RVA como um
instrumento analitico utilizado na simulacdo de processos industriais envolvendo os SP e 0
uso da rampa de viscosidade de arranque como forma de interpretacdo das interagdes dos seus

componentes em relacdo as modificagdes relacionadas a temperatura de tratamento.

Palavras-chave: WPC, MPC, RVA, Analise de componentes principais (PCA).
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5.1 INTRODUCAO

As proteinas lacteas (MP) sdo importantes para a nutricdo humana e promovem uma
ampla variedade de propriedades dinamicas funcionais, largamente exploradas pelas
industrias de alimentos, com o objetivo de proporcionar melhorias de textura, rendimento e
palatabilidade aos produtos processados. Diferentes métodos de producdo em escala industrial
das MP tém sido desenvolvidos ao longo dos ultimos anos. Como resultado, uma grande
variedade de produtos, especificamente designados para estas aplicagOes, estdo sendo
manufaturados pelas industrias, sendo os mais importantes do ponto de vista industrial os
produtos de alta concentracdo proteica como as caseinas, 0s caseinatos, 0s concentrados
proteicos de soro (WPC), os isolados proteicos de soro (WPI), os concentrados proteicos de
leite (MPC) e os isolados proteicos de leite (MPI). Os processos utilizados na manufatura
destes produtos tendem a modificar a estrutura nativa das proteinas lacteas, podendo levar a
novas interacGes proteina-proteina e, consequentemente, gerar impacto sobre a funcionalidade
tecnoldgica das mesmas (SINGH, 2009).

MP sdo comumente adicionadas como ingredientes na fabricacdo de produtos lacteos
formulados como os queijos processados, visando aumentar a concentracao de proteinas e/ou
rendimento do produto final, devido a composi¢do. As MP tém sido utilizadas também para
melhorar as caracteristicas de textura de diferentes tipos de leites fermentados. O uso de MP
em bebidas nutricionais esta crescendo e, nestas aplicaces, 0 MPC, por exemplo, contribui
com ambas as fraces proteicas do leite (caseina e proteinas do soro), na mesma proporgao
que o leite de origem, porém com concentracdo de lactose muito menor (BALDWIN e
PEARCE, 2005). JA o0 WPC tem aplicacdo em produtos carneos, bebidas, panificacdo e
produtos infantis (KINSELLA, 1984; DE WIT, 1989). As principais caracteristicas de
funcionalidade deste produto estdo relacionadas as proteinas do soro e incluem a forte
interacdo com agua, emulsificacdo, aeragdo, e geleificacdo. As funcionalidades destes
produtos ndo dependem somente da composicéo, mas também dos varios processos a que sao
submetidos durante o processo de fabricacdo (DE WIT, 1989). O processo de conversdo do
leite ou do soro liquido em po altera a natureza e 0 comportamento dos componentes do leite.
Fatores que afetam a capacidade de absorcdo de &gua das proteinas lacteas incluem:

composicao; estrutura proteica e conformacao; carga superficial e polaridade; presenca de
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carboidratos, lipideos e sais; pH; forca i6nica; temperatura; grau de desnaturagdo e agregacao;
e formacéo de ligagdo dissulfidicas (DAMODARAN, 1996; GARCIA et al., 1997; FOX e
MCSWEENEY, 2003).

O entendimento das interacdes sinérgicas envolvidas e a avaliacdo do efeito das MP
como ingredientes industriais ainda carece de um maior numero de trabalhos buscando o
desenvolvimento de uma melhor adequacdo da utilizacdo destas proteinas dentro de cada
perfil tecnologico desejado nas diversas linhas de processamento como, por exemplo, queijos
processados. O entendimento da interacdo das MP proporciona a industria alimenticia a
obtencdo de uma relagdo que possibilita melhor custo/beneficio da utilizagdo de cada tipo de
proteina dentro das caracteristicas desejadas no produto final, trazendo assim ao mercado
produtos que utilizem como ingredientes tecnoldgicos diferentes combinacdes de sistemas
proteicos em pd visando melhor aproveitamento da capacidade sinérgica das suas fracdes.
Diante destas interagcfes, o pH do meio apresenta-se como um grande interferente na
intensidade e no tipo de reacgdo ocorrida, influenciando na sinergia entre estas. A intensidade
de desnaturacdo e a interacdo das diferentes proteinas ocorre de diferentes formas e
intensidade quando se varia o valor de pH do meio em que estas se encontram (ANEMA,
2008). O desdobramento das fragOes proteicas das MP pode, direta e indiretamente, afetar as
propriedades reoldgicas do sistema alimentar e impactar, positiva ou negativamente, na
aceitacdo do consumidor de um produto lacteo.

O Rapid Visco™ Analyser (RVA™) é um viscosimetro rotacional capaz de mensurar
continuamente a viscosidade de uma amostra sob condi¢des controladas de temperatura
(BOOTH e BASON, 2007). E um instrumento com interface computacional, comumente
utilizado para avaliar as propriedades intrinsecas a viscosidade dos amidos, cereais, massas e
outros alimentos. A capacidade do RVA em suspender uma amostra no solvente, manté-la em
suspensdo durante todo o teste e aplicar apropriada agitacdo que pode ser configurada
conforme processo industrial, fazem com que o mesmo tenha grande valor em inimeros
processos de pesquisas. Ele é especialmente usual para testes de matérias que exigem
relativos testes complexos, usando variagdes de temperatura e agitagdo, permitindo que o
material demonstre as suas propriedades em relacdo a viscosidade. Este instrumento ja vem
sendo utilizado no desenvolvimento de produtos e também para examinar os efeitos do

tratamento térmico em proteinas do leite, e a forma como as proteinas interagem com outros
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ingredientes (METZGER et al., 2002; PROW, 2004; KAPOOR et al., 2004; KAPOOR et al.,
2005; PROW e METZGER, 2005; ONWULATA et al., 2013).

Este trabalho vem avaliar a caracterizacdo da variacdo de viscosidade durante a rampa
de aquecimento de dispersdes contendo diferentes propor¢des de WPC e MPC, em distintos
valores de pH e condigdes térmicas. A avaliacdo das reacOes e interaces provenientes da
desnaturacdo térmica e interacdes proteicas ocorridas de forma sinérgicas foram realizadas
através da interpretacdo de dez parametros analiticos relacionados a variacdo da evolucéo da
viscosidade de arranque durante o inicio do processamento. Desta forma, este trabalho teve
como objetivo geral, a verificacdo da influéncia da variagdo nas proporgdes entre caseinas e
proteinas do soro em misturas de SP em pé contendo WPC e MPC, nas propriedades fisicas e
reoldgicas destas bases para aplicacdo como ingredientes lacteos em diferentes valores de pH

quando o processamento € simulado em analisador rapido de viscosidade.
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5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Amostras e preparo dos experimentos

Foram selecionadas amostras industriais de WPC e MPC com referéncia comercial
700 g.kg* de proteina na base seca para a realizagio dos experimentos no RVA, devido ao
interesse de se obter resultados aplicaveis ao uso dos mesmos como ingredientes lacteos. Os
produtos foram gentilmente adquiridos e fornecidos pela empresa Gemacom Tech S/A tendo
sido os mesmos importados dos EUA, devido ao fato de ndo existir producdo no Brasil. A
escolha do MPC ¢ devido a sua composicdo proteica ser equivalente a do leite de origem,
mantendo a proporcao entre caseinas e proteinas do soro em aproximadamente 80/20 (Figuras
14 e 15). Ja a escolha do WPC, se refere a um produto com contribuicdo exclusiva das

proteinas do soro (Figura 16).

FIGURA 14 - Composic&o tipica das proteinas do leite
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FIGURA 15 - Composicdo tipica das fragdes proteicas do leite
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FIGURA 16 - Composicao tipica das fragdes de soro proteinas do leite
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Os produtos foram analisados segundo 0s componentes de maior interesse para o
estudo em questdo. Assim, foram determinadas as seguintes andlises para os produtos

apresentados na Tabela 7:

TABELA 7 — Analises fisico-quimicas dos concentrados proteicos

Analises MPC WPC
Gorduras totais AOAC 989.05 AOAC 989.05
Umidade AOAC 925.45 AOAC 925.45
Proteina total AOAC 991.20 AOAC 991.20
Proteina na base seca Calculo Calculo
Lactose Calculo Calculo

RMF AOAC 900.02 AOAC 900.02
pH AOAC 981.12 AOAC 981.12

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Com o objetivo de avaliar o efeito das diferentes propor¢cdes de MPC/WPC no
comportamento reoldgico durante o processamento térmico, 5 amostras de SP em po foram
preparadas a partir de mistura a seco, conforme proporcdes apresentadas na Tabela 8. Optou-
se por trabalhar na faixa de 0/100 até 30/70 de MPC/WPC, visando avaliar a influéncia da
mudanca gradual da proporgdo entre caseinas e soro proteinas (~80/20), até proximo a uma
inversdo da proporc¢éo original do leite na amostra E (~24/76). A demonstracdo teorica deste

SP esta apresentada nas Figuras 17 e 18.
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FIGURA 17 - Composicdo calculada das proteinas de um sistema proteico com 30%
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Fonte: ADAPTADO DE WALSTRA et al., 2006, PELO PROPRIO AUTOR

FIGURA 18 - Composicéo calculada das fracfes proteicas de um sistema proteico com 30%
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TABELA 8 — Proporgdes de MPC e WPC nas amostras de sistemas proteicos em pé
preparados por mistura a seco

Sistemas proteicos - SP
A B C D E
MPC/WPC (%) 0/100 7,5/925 15/85 225/775 30/70
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Conforme recomendacdo de Bennet et al. (2007), todas as amostras foram previamente
hidratadas por 12 horas antes de serem submetidas ao RVA. Os ensaios foram realizados em
duplicatas réplicas auténticas das amostras utilizando dgua como solvente, juntamente com
hidréxido de sodio 0,1 mol.L ou 4cido latico 90%m.v* para ajuste do pH. Todas as pesagens
foram realizadas diretamente no copo de ensaio do RVA sempre calculando a dosagem para
obter a concentracdo de 0,25g de base seca por grama de agua (g base seca/g agua) e
guantidade final aproximada em 25,0 g por teste. Os produtos desidratados foram mantidos
em embalagens herméticas devido as caracteristicas higroscopicas das amostras, evitando
assim absorcdo de umidade. Antes do preparo dos ensaios, analises de umidade foram feitas
para se obter o calculo exato da quantidade de amostra a ser utilizada devido a sua
concentracdo de base seca. Para garantir a completa uniformizagdo das solugdes a serem
analisadas, a rotacdo do RVA foi configurada para 104,7 rad.s® (1000 rpm) durante os
primeiros 60 segundos, a uma temperatura constante de 30°C e 15,7 rad.s* (150 rpm) para o
restante do tempo. As solugdes tiveram o pH ajustado para 5,5, 6,5 e 7,0, com variacao

méaxima aceitavel de = 0,1 unidades de pH.

5.2.2 Parametros do Rapid Visco™ Analyser (RVA)

Dois niveis de processamento térmico (medio e alto) foram utilizados para simular
diferentes processamentos térmicos em cada experimento, sendo estes selecionados por serem
0s mais utilizados para o processamento de leites fermentados, petit suisse, creme de leite
pasteurizado e bebidas lacteas aromatizadas pasteurizadas pelas industrias de laticinios, 85°C
por 15 minutos (médio) e 95°C por 5 minutos (alto). Para calcular o erro médio do modelo,

também foram conduzidos experimentos a 90°C por 10 minutos considerado com ponto



93

central de X1 que, neste experimento, ndo apresenta interesse tecnoldégico como variavel,

sendo apenas ferramenta estatistica do modelo.

O equipamento utilizado neste trabalho foi 0 modelo Series 4 (RVA-4) da Newport

Scientific. O software utilizado para coleta dos dados foi 0 Thermocline for Windows, TCW.

As configuracdes das simulacfes de processamento térmico estdo descritas nas tabelas 9, 10 e

11.

TABELA 9 — Configuragdes do processamento térmico nivel médio (85°C por 15 minutos)

Tempo Comando Valor
0min00s Temperatura (°C) 30
Omin00s Rotacéo (rad.s™) 104,7
1min00s Rotacéo (rad.s™) 15,7
1min00s Temperatura (°C) 30
16 min 00 s Temperatura (°C) 85
31 min00s Temperatura (°C) 85
46 min 00 s Temperatura (°C) 30
50 min 00 s Temperatura (°C) 30
50min01s Término X

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

TABELA 10 - Configuracdes do processamento térmico ponto central (90°C por 10 minutos)

Tempo Comando Valor
0Omin00s Temperatura (°C) 30
Omin00s Rotacdo (rad.s?) 104,7
1min00s Rotacdo (rad.s?) 15,7
1min00s Temperatura (°C) 30
17min40s Temperatura (°C) 90
27 min 40 s Temperatura (°C) 90

44 min 20 s Temperatura (°C) 30
48 min 20 s Temperatura (°C) 30
48 min 21 s Término X

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR



TABELA 11 — Configuragfes do processamento térmico nivel alto (95°C por 5 minutos)

Tempo Comando Valor
0min00s Temperatura (°C) 30
Omin00s Rotacdo (rad.s™) 104,7
1min00s Rotacéo (rad.s™) 15,7
1min00s Temperatura (°C) 30

19min 00 s Temperatura (°C) 95
24 min 00 s Temperatura (°C) 95
42 min 00 s Temperatura (°C) 30
46 min 00 s Temperatura (°C) 30
46 min 01 s Término X

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Para todos os trés niveis de processamento térmico, o intervalo entre as leituras de
viscosidade foi de 1 segundo. Os gradientes de aquecimento e resfriamento foram

padronizados em 3,6°C por minuto. A figura 19 representa graficamente os parametros
apresentados.

FIGURA 19 - Parametros configurados no RVA.
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Os perfis viscogréaficos obtidos foram interpretados em relacéo a seis diferentes dados
analiticos coletados e mais quatro calculados que estdo descritos na Tabela 12. A figura 20

apresenta graficamente no perfil viscografico os dados coletados e calculados.

TABELA 12 — Descricao dos dados coletados e calculados no perfil viscografico

Dados Identificacdo Unidade
1 Viscosidade inicial — Vi mPa.s
2 Viscosidade de pico — Vp mPa.s
3 Viscosidade de arranque — AV mPa.s
4 Temperatura inicial do pico (Ti) °C
5 Temperatura final do pico (Tp) °C
6 Diferenca de temperatura (AT) °C
7 Tempo inicial do pico (ti) Min
8 Tempo final do pico (tf) Min
9 Intervalo de tempo do pico (At) Min

Relacéo viscosidade de arranque x
Intervalo de tempo do pico (AV/ At)
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

[EEN
o

mPa.s.mint

FIGURA 20 - Parametros analiticos coletados: viscosidade inicial (Vi), viscosidade de pico
(Vp), temperatura inicial de pico (Ti), temperatura final de pico (Tp), tempo inicial do pico
(t1) e tempo final de pico (tf); parametros analiticos calculados: viscosidade de arranque (AV),
diferenca de temperatura (AT), intervalo de tempo do pico (At) e relagdo viscosidade de
arranque por intervalo de tempo do pico (AV/At).
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5.2.3 Planejamento misto 2x3x5
Para o estudo da avaliacdo entre a relagio MPC/WPC, processamento térmico e pH
nas condicdes simuladas de processamento térmico no RVA, foi realizado um planejamento

misto 2x3x5.0s fatores selecionados estdo apresentados na Tabela 13.

TABELA 13 — Fatores e niveis utilizados no planejamento misto 2x3x5

Fatores Niveis
(-1) (-0.5) () (0.5) @
X1 — Tratamento térmico 85°C/15min 90°C/10min 95°C/5min
Xz—-pH 55 6,5 7,0
Xz — MPC / WPC (%) 0/100 7,5/92,5 15/85 2251775 30/70

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

MPC - concentrado proteico de leite; WPC — concentrado proteico de soro.

A Tabela 14 apresenta a matriz de planejamento, com as combina¢6es dos niveis e dos
fatores, onde os experimentos 31 a 35 sdo réplicas do ponto central. Os procedimentos foram

realizados de forma aleatdria por meio de sorteio.

TABELA 14 — Matriz do planejamento misto 2x3x5

Experimentos X1 Xz X3
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 -0,5
3 -1 -1 0
4 -1 -1 0,5
5 -1 -1 1
6 -1 0 -1
7 -1 0 -0,5
8 -1 0 0
9 -1 0 0,5

10 -1 0 1
11 -1 1 -1
12 -1 1 -0,5
13 -1 1 0
14 -1 1 0,5
15 -1 1 1
16 1 -1 -1
17 1 -1 -0,5

Continua...



18 1 -1 0
19 1 -1 0,5
20 1 -1 1
21 1 0 -1
22 1 0 -0,5
23 1 0 0
24 1 0 0,5
25 1 0 1
26 1 1 -1
27 1 1 -0,5
28 1 1 0
29 1 1 0,5
30 1 1 1
31 0 0 0
32 0 0 0
33 0 0 0
34 0 0 0
35 0 0 0
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

5.2.4 Analises dos resultados de RVA
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Para a andlise exploratdria os resultados do RVA foram organizados em uma matriz

35x10 com os experimentos nas linhas e os seis dados coletados mais os quatro calculados

dos perfis viscograficos nas colunas e, entdo, submetidos a Analise de Componentes

Principais (PCA), a partir da matriz de covariancia, utilizando PLS Toolbox v.2.9.2.9 (Eigen
Vector Research Inc., Wenatchee, WA), operando em ambiente MATLAB (R2007B, v.

7.5.0.342, Inc. A Mathworks, Natick, MA). Em seguida, os resultados foram pré-processados

utilizando o dimensionamento para variancia unitaria (escala automatica), visando corrigir as

diferengas de escalas entre os resultados.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.3.1 Caracterizagao fisico-quimica das amostras utilizadas no experimento

A composicao das MP é um fator importante dentro do estudo reoldgico nas condicdes
de processamento térmico. Com a determinacdo do teor de umidade de cada produto
consegue-se utilizar uma quantidade fixa de sélidos totais a ser empregado em cada ensaio,
eliminando assim a possibilidade de variacdo causada por diferentes teores de umidade.
Assim, os célculos de preparo das solugdes utilizaram como referéncia o teor de solidos totais
de cada concentrado proteico, obtendo assim solucdes referentes a matéria seca em agua
(9.9

Outros dados importantes obtidos na caracterizacdo quimica das amostras foram os
teores de proteina e gordura. A proteina na base seca também € uma forma mais usual de
trabalho com os concentrados proteicos, devido a caracteristica de higroscopicidade dos
mesmos e possibilidade de erro analitico devido ao ganho de umidade e, consequentemente,
de massa do produto e diminuicéo percentual no teor de proteina total.

A tabela 15 mostra os teores de proteina, gorduras totais, umidade, lactose, residuo
mineral fixo e ainda o pH dos concentrados proteicos utilizados nas simulacdes de
processamento térmico em RVA deste estudo, condizentes aos dados da bibliografia (SINGH,
2009).

TABELA 15 — Resultados das analises fisico-quimicas dos concentrados proteicos

Analises WPC70 MPC70
Gorduras Totais (g.kg™?) 50,2 8
Umidade (g.kg™) 50 58
Proteina Total (g.kg™) 653,9 662,9
Proteina na base secal(g.kg™?) 688,3 703,7
Lactose! (g.kg™) 208,9 199,1
RMF (g.kg™) 37 72
pH 6,4 6,9

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

L valores calculados.
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Avaliando a tabela 16 é possivel verificar a padronizacéo do teor de proteina em todas
as avaliagdes realizadas, onde partindo das concentracOes proteicas apresentadas na tabela 15
e utilizacdo da concentragdo de 0,25¢g.g™* de base seca em agua na solugio a ser utilizada no
ensaio, obteve-se um teor constante de 0,17 g.g* de proteina em cada grama de agua utilizada

na preparagéo da amostra.

TABELA 16 — Teor de proteina nas solug6es utilizadas para 0s ensaios no RVA

] A B C D E
Analises
(0/200) (7,5/92,5) (15/85) (22,5/77,5) (30/70)
Proteina na base seca (g.kg™) 688,3 689,5 690,6 691,8 692,9
Proteina na solucéo
0,17 0,17 0,17 0,17 0,17

0,259.9-1(g.g™")**

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

** valor calculado.

5.3.2 Caracterizacdo analitica das rampas de viscosidade de arranque

O planejamento misto 2x3x5 foi realizado nas condigdes simuladas com as amostras e
a tabela 17 apresenta a matriz de planejamento e os resultados.

Analisando os resultados da tabela 17, verifica-se que o maior valor de AV obtido
(7841 mPa.s) foi com a amostra E em pH 7,0 e 85°C/15min (experimento 15) e o menor AV
(1581mPa.s) também foi com a amostra E em pH 5,5 e 95°C/5 min (experimento 20). Para
AV/At o maior valor (2066 mPa.s.min™*) foi obtido com a amostra E em pH 7,0 e condic&o de
95°C/5 min (experimento 30) e o menor AV/At (323 mPa.s.min™') com a amostra E em pH 5,5
e condicgdo de 85°C/15 min (experimento 5). Estes resultados demonstram a influéncia destas
variaveis na evolucdo da viscosidade.

A figura 21 apresenta de forma gréafica os resultados dos 35 experimentos em relacéo a
viscosidade de arranque AV demonstrando o efeito sinérgico entre os componentes das
amostras C, D e E em pH 7,0 nos processamentos de média e alta temperatura, no incremento
deste pardmetro reoldgico capturado pelo RVA.
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FIGURA 21 - Grafico dos 35 experimentos versus viscosidade de arranque - 47 ( \) de acordo com
a temperatura (°C) do tratamento térmico ( #), concentracdo de WPC (%) nas amostras ( #) e pH ( =
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

E possivel depreender que o aumento da viscosidade esta relacionado a diminuigdo da
mobilidade das moléculas de agua, devido a trés fatores principais: aumento das interacfes
eletrostaticas; maior exposicdo de grupos hidrofobicos das proteinas; e formagéo de redes por
interacbes proteicas. Podemos inferir que tais efeitos estdo intimamente relacionados a
desnaturacdo térmica das proteinas do soro dos SP durante o aquecimento e as interacdes que
ocorrem de forma simultanea entre os constituintes destes sistemas em dispersdo durante o
processamento térmico. As diferencas nas viscosidades podem ser interpretadas tambem pelas
mudancas de concentracdo das proteinas do soro e caseinas de acordo com a propor¢do de
MPC/WPC das amostras preparadas, observando que maiores concentracbes de MPC
proporcionam maiores valores de viscosidade de arranque.

Alteracdes na conformacdo proteica podem afetar a termodindmica de ligacdo com a
agua por alterar a disponibilidade de sitios polares ou sitios de hidratacdo. A transi¢do da
conformacdo globular compacta da molécula de proteina, para a conformacdo aleatdria,
resulta no aumento da area superficial disponivel e exposi¢do de peptideos e cadeias laterais
de aminoacidos (antes protegidos), desta forma, podem interagir com a agua (KINSELLA,
1982).
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A figura 22 apresenta os resultados dos experimentos em relacdo a temperatura inicial
dos picos. E possivel identificar que nos experimentos em pH 5,5 existe um aumento minimo
aproximado de 5°C em relacdo aos demais em pH 6,5 e 7,0, cuja discussdo é apresentada na
sessdo 6.3.4.

FIGURA 22 - Gréfico dos 35 experimentos versus temperatura inicial do pico (°C) - Ti (\)
de acordo com a temperatura (°C) do tratamento térmico ( = ), concentragcdo de WPC (%) nas
amostras (m) e pH (m).
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A figura 23 apresenta os perfis viscograficos dos experimentos das amostras A até E
em pH, 5,5, 6,5 e 7,0 nos processamentos de interesse tecnoldgico deste estudo 85°C/15min e
95°C/5 min.



TABELA 17 — Matriz do planejamento misto 2X3X5 com os pardmetros analiticos coletados no RVA
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Parametros analiticos coletados da rampa de aquecimento dos perfis viscograficos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
X1 =
# (tratamento * X Tempo Tempo Intervalo viszi:zzz de
térmico) (pH)  (MPC/WPC) \-/is-c?sida(-je Viscosi-dade Viscosidade Te-m-pferatura T-emperatl-Jra Diferenca de inicial do  final do de tempo arranque x
inicial (Vi) de pico de arranque inicial do final do pico  temperatura . . .
Pas (Vp) mPas (AV) mPas ico (Ti) °C (Tp) °C AT)°C pICO' (ti) pICO- (th do pic-o (At)  Intervalo de tempo
min min min do pico (AV/At)
mPa.s.min?
1 85°C/15 min 55 A 184 3164 2980 76,85 85,00 8,15 13,82 18,05 4,23 704
2 85°C/15 min 55 B 184 2986 2802 78,80 85,00 6,20 14,33 18,70 4,37 642
3 85°C/15 min 55 C 7 2949 2942 78,80 85,05 6,25 14,33 19,67 5,34 551
4 85°C/15 min 55 D 122 2154 2032 78,75 85,00 6,25 14,33 19,22 4,88 416
5 85°C/15 min 55 E 63 1803 1740 77,40 85,00 7,60 13,95 19,33 5,38 323
6 85°C/15 min 6,5 A 97 2742 2645 72,65 85,05 12,40 12,67 16,25 3,58 738
7 85°C/15 min 6,5 B 123 2489 2366 72,60 84,90 12,30 12,65 16,40 3,75 631
8 85°C/15 min 6,5 C 69 2446 2377 71,15 85,05 13,90 12,28 16,10 3,82 623
9 85°C/15 min 6,5 D 96 2477 2381 72,70 85,10 12,40 12,68 16,10 3,42 697
10  85°C/15 min 6,5 E 41 2938 2897 71,65 84,95 13,30 12,42 16,35 3,93 737
11 85°C/15 min 7,0 A 149 4229 4080 70,60 85,00 14,40 12,10 16,23 4,13 987
12 85°C/15 min 7,0 B 118 3167 3049 71,40 82,85 11,45 12,35 15,42 3,07 993
13 85°C/15 min 7,0 C 43 5320 5277 70,90 84,00 13,10 11,90 15,48 3,58 1473
14  85°C/15 min 7,0 D 78 6183 6105 71,25 84,95 13,70 12,30 16,83 4,53 1347
15 85°C/15 min 7,0 E 105 7841 7736 71,65 84,90 13,25 12,42 16,37 3,95 1958
16 95°C/5min 55 A 185 3110 2925 78,30 88,45 10,15 14,40 17,18 2,78 1051
17 95°C/5min 55 B 182 2701 2519 79,10 88,05 8,95 14,63 17,05 2,42 1042
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18  95°C/5min 55 c 146 2399 2253 78,55 88,15 9,60 14,47 17,08 2,62 861
19  95°C/5min 55 D 73 1983 1910 77,65 89,85 12,20 14,22 17,58 3,36 568
20  95°C/5min 55 E 127 1708 1581 79,15 89,15 10,00 14,63 17,40 2,77 571
21 95°C/5min 6,5 A 69 2861 2792 71,70 85,70 14,00 12,58 16,40 3,82 732
22 95°C/5min 6,5 B 131 2420 2289 72,90 85,85 12,95 12,90 16,47 3,57 642
23 95°C/5min 6,5 c 107 2150 2043 73,50 84,70 11,20 13,07 16,13 3,06 667
24 95°C/5min 6,5 D 49 2711 2662 72,00 85,50 13,50 12,65 16,37 372 716
25  95°C/5min 6,5 E 52 3467 3415 71,95 87,50 15,55 12,65 16,90 425 804
26 95°C/5min 7.0 A 110 3396 3286 70,10 81,45 11,35 12,12 15,27 3,15 1043
27  95°C/5min 70 B 106 3283 3177 71,25 82,65 11,40 12,45 15,58 3,13 1014
28 95°C/5min 70 c 54 6218 6164 70,40 86,40 16,00 12,20 16,62 442 1396
29  95°C/5min 70 D 62 6413 6351 71,15 87,55 16,40 12,43 16,93 4,50 1411
30  95°C/5min 70 E 102 6851 6749 71,35 83,20 11,85 12,48 15,75 3,27 2066
31  90°C/10min 65 c 113 2143 2030 72,75 84,85 12,10 12,92 16,23 331 613
32 90°C/10min 65 c 91 2553 2462 71,25 83,65 12,40 12,48 15,92 343 717
33 90°C/10min 65 c 132 2668 2536 72,35 83,65 11,30 12,77 15,92 3,15 804
34 90°C/10min 65 c 82 2773 2691 71,00 84,10 13,10 12,43 16,03 3,60 748
35  90°C/10min 65 c 136 2702 2566 72,50 83,65 11,15 12,83 15,93 3,10 829
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
MPC: Concentrado proteico de leite; concentrado proteico de soro; A: 0/100; B: 7,5/92,5; C: 15/85; D: 225/77,5, E: 30/7.
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FIGURA 23 - Perfis viscograficos dos experimentos das amostras A até E (variavel X3) nos
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5.3.3 Analise exploratoria nas condi¢des simuladas no RVA

Para melhor compreensdo de todas as simulagdes realizadas no RVA empregadas no
presente estudo realizou-se uma andlise exploratéria empregando a PCA. No modelo
construido pela PCA foram escolhidos 4 componentes principais, com 96,22% da variancia
total capturada. A escolha das PC’s foi baseada no grafico de autovalores versus o nimero de
componentes principais. Os dez parametros analiticos coletados e calculados nas rampas de
aquecimento dos 35 perfis viscograficos obtidos no RVA foram utilizados para a composi¢do
da matriz 35x10. A Figura 24 mostra o grafico de escores dos dois primeiros componentes,
onde ¢ possivel notar a formagao de trés agrupamentos principais denominados a, ¢ k. Além
disso, a Figuras 24 apresenta o grafico de amostras versus scores CP1, sendo facilmente
perceptivel a identificacdo do CP1 em relacdo as caracteristicas dos experimentos agrupados.

E possivel identificar que o agrupo a é composto pelos experimentos 13, 14, 15, 28, 29
e 30. Estes sdo os experimentos com pH 7,0 das amostras C, D e E nos tratamentos térmicos
85°C/15 min e 95°C/ 5 min.

Também ¢ possivel identificar que o grupo B formado pelos experimentos 1, 2, 3, 4, 5,
16, 17, 18, 19 e 20. Estes sdo experimentos conduzidos em pH 5,5 de todas as amostras nos
tratamentos térmicos 85°C/15 min e 95°C/ 5 min. A tabela 18 apresenta estas informacdes de
forma resumida.

Na Figura 25 é apresentado o grafico de pesos na CP1 de cada parametro analitico
coletado e calculado, no qual ¢ possivel verificar que o intervalo de tempo do pico (At),
parametro 9, € o que tem menor influéncia no CPL1.

Os experimentos agrupados em o e B possuem comportamentos opostos durante a
condi¢do simulada no RVA. Enquanto a apresenta as maiores tendéncias para a viscosidade
de arranque AV e AV/At,  apresenta as menores. Sendo possivel atribuir este comportamento
principalmente ao pH e a relacdo MPC/WPC. A demonstracdo gréfica da associacdo entre o
planejamento misto 2x3x5 do experimento e os resultados da analise exploratoria estdo nas
figuras 26 e 27.

No agrupamento «, estdo todos os experimentos em pH 6,5, independente do
tratamento térmico e da composi¢do do CP, além dos experimentos 11, 12, 26 e 27 das

amostras A e B dos tratamentos térmicos 85C/15 min e 95°C/5 min em pH 7,0, mostrando
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que o efeito sinérgico neste pH é diferenciado a partir da composicdo 15/85 MPC/WPC

(amostras C, D, e E).

FIGURA 24 - Gréficos de escores CP1 versus CP2 e grafico de amostras versus escores CP1
utilizando os 10 parametros analiticos coletados da rampa de aquecimento dos perfis
viscograficos das amostras de WPC: grupo o amostras C, D ¢ E em pH 7,0 e tratamento
térmico de 85°C/15min e 95°C/5min (= ); grupo B amostras A, B,C,De Eem pH 5,5 ¢
tratamento térmico 85°C/15min e 95°C/5min ('V); grupo k demais amostras ( ® ).
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Figura 25 - Gréafico dos pesos na PC 1 versus os 10 parametros analiticos coletados da rampa
de aquecimento dos perfis viscograficos das amostras de WPC (variaveis).
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TABELA 18 — Resumo dos agrupamentos da analise exploratdria
Agrupamento Tratamentos térmicos pH Amostras
C
85C°/15min
Grupo a . 7,0 D
95°C/5min
E
A
] B
85°C/15min
Grupo p ] 55 C
95°C/5min
D
E

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
A: 0/100; B: 7,5/92,5; C: 15/85; D: 22,5/77,5; E: 30/70 — proporcéo de MPC/WPC respectivamente.
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FIGURA 26 - Visualizacdo grafica do planejamento misto 2x3x5.

N
Tratamento
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P
90°C/10 min 7,0
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85°C/15 min 55
E D c B A -
B0/70)  (25/775)  (15/85) (7.5/925)  (0/100) Relagio MPC/WPC

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

FIGURA 27 - Visualizagdo grafica do planejamento misto 2x3x5 com 0s agrupamentos

obtidos na andlise exploratoria.
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Foram identificados dois principais perfis viscograficos dentro dos experimentos. Os
mesmos séo apresentados nas Figuras 28 A e B.

Com a analise exploratéria é possivel afirmar que o comportamento do perfil

viscografico das amostras na rampa de aquecimento tem dependéncia em relacdo a variacéo

de pH, proporcao entre MPC/WPC e o tratamento térmico aplicado nos niveis estudados.

FIGURAS 28 A e B - Interpretacao do perfil viscografico dos experimentos em o com ponto
de ruptura na rampa de aquecimento (A) e p com ponto de ruptura na rampa
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Assim, confirma-se o fato que quando as proteinas do soro sofrem aquecimento,
reacbes competitivas e interdependentes ocorrem e a importancia de cada reagdo €
determinada pela condicdo de aquecimento e/ou composic¢ao/concentracdo de cada tipo de
proteina e/ou ambiente quimico. Considerando a composi¢do do WPC, a reacdo de particular
importancia representa a desnaturacdo das soro proteinas e as interacdes destas com outras
proteinas.

As caracteristicas estruturais das proteinas em alimentos sdo afetadas por suas
interacdes com agua por meio de ligacGes de hidrogénio e interaces hidrofobicas. Assim,
quando ha maior proporcao e ou exposicao de aminoacidos com cadeias laterais hidrofdbicas,
as proteinas apresentam menor capacidade de hidratacdo do que quando € composta por
aminoacidos com cadeias laterais hidrofilicas, que podem formar mais facilmente ligacdes de
hidrogénio com a 4gua (ORDONEZ et al., 2005). Contudo, a 4gua passa a apresentar menor
mobilidade, pela exposicéo de grupos hidrofobicos e, assim, ocorre 0 aumento da viscosidade.
Dessa forma, as interagdes proteina-agua afetam a estabilidade das moléculas e agrupamentos
proteicos, como as micelas de caseina e as funcionalidades das proteinas em matérias-primas
e produtos alimenticios (DAMODARAN, 1996).

As interagdes de varios grupos reativos, como tiol ou as por¢des hidrofébicas expostas
na superficie das moléculas de proteina, conduzem a formacdo de ligagdes intermoleculares
covalentes ou ndo covalentes, que resultam em agregacgdes proteicas e/ou polimerizagéo.
Essas mudancas moleculares alteram as caracteristicas funcionais das proteinas como
hidratacdo, solubilidade, viscosidade de solugdes, formacdo de filmes, gelificacdo e adsorcéo
na interface entre as fases aquosas e lipidicas (DAMODARAN, 1996).

O aumento répido e expressivo da viscosidade das solu¢des durante o aquecimento no
RVA, obtendo muitas vezes inclinagcdes acentuadas de viscosidade, pode ser interpretado em
relacdo a desnaturacdo das soro proteinas por serem consideradas como mudancgas de
cooperacdo: a ruptura de algumas das liga¢6es no interior da molécula faz com que o restante
dos enlaces se tornem menos estaveis e muitos se rompem simultaneamente. Isto explica
porque a desnaturacdo ocorre em uma faixa muito estreita de temperatura e concentracao
(WALSTRA et al., 2001).

Dannenberg e Kessler (1998) mostraram como a cinética de desnaturacdo térmica das
proteinas do soro possui efeito significativo em temperaturas acima de 90 °C, principalmente
na B-LG e a-LA. A alteracdo na conformacdo proteica aumenta a area superficial disponivel e

expde peptideos e cadeias laterais de aminoacidos antes escondidos que, desta forma, podem
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interagir com a agua aumentando assim a viscosidade. Desta forma, pode-se atribuir o
aumento da viscosidade das solucbes durante o processamento a desnaturagdo térmica das
proteinas do soro e suas interacfes mutuas ou com micelas de caseina, quando presentes no
meio (amostras B até E).

Neste estudo, é possivel inferir que o comportamento observado nos experimentos
classificados em a, tiveram grande influéncia devido ao ambiente quimico (pH 7,0), pois é
possivel perceber que a velocidade do incremento de viscosidade do pico e a presenga do
ponto de ruptura (PR) estdo relacionados a uma intensa desnaturacao proteica, justificada pela
maior ionizacdo e atividade dos grupos —SH das cisteinas, em promover o desdobramento das
conformacdes das proteinas globulares do soro durante o tratamento térmico. Na cadeia de
peptideo seu pK é de cerca de 9,5 a 25°C. Isto significa que a um pH de 6,1, 6,4, € 6,7, em
média, 0,04%, 0,08% e 0,16% dos grupos, respectivamente, estdo dissociado (WALSTRA et
al., 2006). Ao longo da faixa de pH 5,5-7,0 trabalhada no experimento, a carga liquida €
negativa na maior parte das proteinas do soro do leite e aumenta com o pH (LAW e
LEAVER, 2000). No pH 7,0, ha uma forte presenca de carga liquida negativa,
proporcionando repulsdo eletrostatica intramolecular, que promove o desdobramento das
moléculas de B-LG (principalmente) e a-LA com grande velocidade durante o aquecimento,
permitindo ainda a ocorréncia de agregacdes resultantes de liga¢Ges intermoleculares
hidrofébicas, que podem levar a precipitacdo e, com isto, a perda da homogeneidade no
compartimento de amostra do RVA indicada pela brusca queda de viscosidade, aqui
identificada como PR.

Comportamento oposto pode ser observado nas amostras classificadas em f, pois
devido ao pH 5,5, a desnaturacdo ¢ retardada, comprovada pela maior temperatura do inicio
dos picos, e as interacdes de agregactes ocorrem de forma mais lenta, sendo perceptivel pelos
platos de viscosidade apds o incremento de viscosidade.

Esta mesma avaliagdo foi observada por Law e Leaver (2000), que destacaram que a
reagdo de desnaturagdo da B-LG e a-LA é acentuada quando o pH do leite é incrementado e
retardada quando o pH é reduzido. Outra observacdo em relacao a este grupo de proteina é o
aumento das interacbes hidrofobicas ocorridas apds a desnaturacdo o0 que representa um

grande fator de impacto na perda de solubilidade destas proteinas.
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5.4 CONCLUSAO

A partir deste estudo, foi possivel observar a influéncia do efeito sinergico das
proteinas lacteas existente na composicdo de diferentes sistemas proteicos obtidos da
combinacdo de MPC e WPC, pela interpretacdo das diferentes respostas reoldgicas capturadas
durante a rampa de viscosidade de arranque pelo RVA, durante processamento térmico sob a
influéncia de diferentes valores de pH.

O pH 5,5 tem influéncia na temperatura de inicio do pico de viscosidade, elevando a
mesma em aproximadamente 5°C, quando comparada ao pH 6,5 e 7,0, demonstrando clara
influéncia deste parametro em relacéo as reacGes e interacGes proteicas dos SP submetidos a
diferentes tratamentos térmicos.

O tipo de proteina presente nos SP influencia a resposta reoldgica capturada no RVA,
obtendo-se valores mais altos de viscosidade de arranque no produto 30/70 em relacdo a
proporcdao percentual de MPC/WPC em pH 7,0. De forma oposta, este mesmo produto

apresenta 0s menores valores de viscosidade de arranque, porém em pH 5,5.
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6 - CONCLUSOES GERAIS

Industrialmente, é de grande importancia o controle de qualidade de uma proteina
lactea com parametros quantitativos bem definidos. Porém, também se faz imperativo o
conhecimento de caracteristicas complementares dos produtos, pois estas podem sofrer
alteracdes pelo tipo de processamento na obtencdo, sazonalidade e tempo de estocagem. Em
muitos casos, a melhor opcdo é trabalhar com combinacgdes de diferentes proteinas, obtidas
por processos diferenciados que, quando combinadas, potencializam as suas propriedades
industriais.

A espectroscopia Raman associada a quimiometria foi capaz de identificar as
mudancgas relacionadas a estrutura da lactose durante o processo produtivo e também no
armazenamento do WPC devido as mudancas espectrais que ocorrem na regido de 2900 cm
e entre 1200 e 800 cm™?, atribuidas aos modos vibracionais da lactose cristalina sendo, assim,
uma emergente ferramenta a ser utilizada como controle de qualidade destes produtos. A
classificacdo dos WPCs quanto a estrutura da lactose permite ndo so inferir sobre a sua
condicdo de processo, mas também sobre a sua condi¢cdo de estocagem — pardmetros de
extrema importancia econémica e de padronizagéo do produto.

As propriedades reoldgicas dos alimentos dependem da interacdo da dgua com outros
constituintes, especialmente com as macromoléculas, tais como proteinas e polissacarideos. O
estudo da viscosidade de proteinas permite determinar a relacdo entre as interacGes das
moléculas proteicas, as funcionalidades das mesmas e também as propriedades de
processamento, as quais impactam diretamente na configuracao das linhas de industrializagéo,
no gasto energético e na otimizacdo do uso das matérias-primas. A interpretacdo das
propriedades viscograficas em RVA das proteinas lacteas combinadas (concentrado proteico
de leite e concentrado proteico de soro), permitiu identificar os atributos tecnolédgicos
proteicos intrinsecos mostrando a clara influéncia do pH 5,5 e 7,0 no incremento de

viscosidade e também na temperatura inicial do pico.
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7 - CONSIDERACOES FINAS

O presente trabalho apresenta caracteristicas singulares tanto no campo da ciéncia
como no campo da inovacdo tecnoldgica industrial ao utilizar as relagdes institucionais
publico-privadas no desenvolvimento do projeto.

Na perspectiva da ciéncia, podemos ressaltar o carater pioneiro do trabalho em utilizar
a espectroscopia Raman como ferramenta para caracterizar o estado fisico da lactose em
concentrados proteicos de soro, durante o processo produtivo e também na estocagem. Ha de
se ressaltar que os resultados obtidos no trabalho demonstram um grande potencial para o
desenvolvimento e utilizagdo de instrumentos espectroscopicos especificos embarcados com a
técnica Raman, com foco de utilizagdo na indUstria para o controle de qualidade de barreira
(recebimento e expedicdo de materiais) e também de processo.

O trabalho proporciona também uma nova area de estudos para o sinergismo proteico
ao utilizar 10 parametros analiticos para caracterizar o perfil viscografico da rampa inicial de
aquecimento de sistemas proteicos compostos por WPC : MPC em Analisador Rapido de
Viscosidade. E imperativo mencionar que poucas ferramentas analiticas estdo disponiveis
para a compreensdo dos efeitos do processamento sobre estes ingredientes amplamente
empregados pelas industrias de alimentos. O trabalho revelou um olhar singular na forma de
explorar as caracteristicas complementares do concentrado proteico de soro e suas
propriedades tecno-funcionais quando em novos sistemas proteicos.

Este estudo abre caminhos para que os efeitos de varidveis como pH, gradientes de
aquecimento e resfriamento, sistemas proteicos obtidos por diferentes fracOes e tempo de
hidratagdo possam ser examinados em trabalhos futuros.

Na perspectiva da inovacdo tecnologica, podemos ressaltar também que a construcéo
das relagdes institucionais, com base no modelo de compartilhamento de laboratorios,
utilizada neste trabalho, mostrou-se um sistema amplamente viavel, eficiente e customizado,
para o desenvolvimento de tecnologias ainda ndo implantadas no parque industrial Brasileiro.

Tendo em vista que as abordagens do presente estudo e seus desdobramentos ocorrem
em uma linha de pesquisa ainda em crescimento, o desenvolvimento deste projeto fortalece e
amplia a linha de pesquisa em quimica de alimentos do curso de Pds-Graduacdo em Quimica
da UFJF, sendo um estimulo & ampliacdo de um grupo de trabalho interinstitucional e

multidisciplinar, em que diferentes abordagens, modelos e fundamentos contribuam para a
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compreensdo dos fendmenos relacionados as funcionalidades dos concentrados proteicos
lacteos.

Por fim, esta area de pesquisa ainda é bastante carente tanto em termos de recursos
humanos quanto de investimentos (tanto por parte dos 6rgdos de fomento quanto das
instituicdes privadas), o que possibilita vislumbrar um futuro a curto e meédio prazo muito
interessante, no que tange as perspectivas de desenvolvimento de novas tecnologias, tanto de
producdo de novos materiais lacteos quanto de analise dos mesmos. Isto posto, a grande
contribuicdo deste trabalho vem nesta direcdo, pois apresentamos tanto novos produtos, no
que diz respeito aos sistemas proteicos aqui analisados, quanto da analise dos mesmos, via
espectroscopia Raman ou por reologia.
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ANEXO A

Fotografias das dispersdes dos sistemas proteicos em agua dos experimentos 13, 14, 15, 28,
29 e 30, agrupados em a, apos 0 tratamento térmico em analisador rapido de viscosidade.

Figura 1A - Fotografias dos produtos apos os experimentos em RVA, agrupados em a no
PCA: 13, 14, 15, 28, 29 e 30.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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ANEXO B

Fotografias das dispersdes dos sistemas proteicos em agua dos experimentos 1, 2, 3, 4, 5, 16,
17, 18, 19 e 20, agrupados em B, apds o tratamento térmico em analisador rapido de

viscosidade.

Figura 2B - Fotografias dos produtos ap6s os experimentos em RVA, agrupados em 3 no
PCA:1,2,3,4,5,16, 17,18, 19 e 20.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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ANEXO C

Fotografias das dispersfes dos sistemas proteicos em agua dos experimentos 6, 7, 8, 9, 10, 21,

22,2 23, 24 e 25, agrupados em k, apds o tratamento térmico em analisador rapido de

viscosidade.

Figura 3C - Fotografias dos produtos apds os experimentos em RVA (pH 6,5), agrupados em
kno PCA:6,7,8,9, 10,21, 22,2 23, 24 e 25.

B pres

9s’c/s'  yafm

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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ANEXO D

Fotografias das dispersdes dos sistemas proteicos em agua dos experimentos 11, 12, 26 e 27,

agrupados em «, ap0Os o tratamento térmico em analisador rapido de viscosidade.

Figura 4D - Fotografias dos produtos apds os experimentos em RVA (pH 7,0), agrupados em
kno PCA: 11, 12,26 ¢ 27.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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ANEXO E

Fotografias das dispersfes dos sistemas proteicos em agua dos experimentos 31, 32, 33, 34 e

35, agrupados em «, apoOs o tratamento térmico em analisador rapido de viscosidade.

Figura 5E - Fotografias dos produtos apds os experimentos em RVA (pH 6,5 e tratamento
térmico 90°C/10 min), agrupados em k no PCA: 31, 32, 33, 34 e 35.

31

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR



123

ANEXO F

Fotografias comparando as dispersdes dos sistemas proteicos em agua ap6s o tratamento

térmico em analisador rapido de viscosidade.

Figura 6F - Fotografias dos produtos apds os experimentos em pH 5,5, 6,5 e 7,0 com
tratamento térmico 85°C/15 min.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Gréfico visual dos dados obtidos dos 35 experimentos em RVA.
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Figura 7G - Gréfico dos 35 experimentos em relagdo a viscosidade de arranque por intervalo
de tempo do pico (mPa.s.min™) - AV/At (\.) de acordo com a temperatura (°C) do tratamento
térmico ( = ), concentracdo de WPC (%) nas amostras (m) e pH (=),

2100 n n n n n n - 100
n n n n | | n _95
1 N - 90
5 1800 4 n n n ssmnnmnm 8
2 n n | | n n n _80
%S 1500 ] _;(5)
§-§_ | n n iii [ ] [ ] Y?i :;
m8_1200—
8% 1 lllli< {l'\li 7,0
83 0] NN N N
§§ s00] N .. . .. -
=8 1NNy NNRARN SNSRI NN Feo
SR IR NN |\
s LSRN NS SN N s
0-. \ NECERENINEREN NEREN . 50
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 3B 3B
Experimentos
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Figura 8G - Gréafico dos 35 experimentos em relacdo a temperatura final do pico (°C) -

Temperatura e WPC

pH

Tf (\) de acordo com a temperatura (°C) do tratamento térmico ( = ), concentracdo de WPC
(%) nas amostras (m) e pH (m).
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Figura 9G - Gréafico dos 35 experimentos em relacdo a diferenca de temperatura (°C) -
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AT (\) de acordo com a temperatura (°C) do tratamento térmico ( = ), concentracdo de WPC
(%) nas amostras (m) e pH (m).
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Temperatura e WPC

Figura 10G - Grafico dos 35 experimentos em relacdo ao intervalo de tempo do pico (min) -
At (\.) de acordo com a temperatura (°C) do tratamento térmico ( = ), concentracdo de WPC
(%) nas amostras (m) e pH (m).

Intervalo de tempo do pico (min)

6

{7777

!

YL A

]
/]
]

VL7777 77777

N 777777777
VL7777 7
7777777

- 100
- 95
- 90
- 85
- 80
- 75
- 70

A\
\

- 7,0

- 6,5

- 6,0

- 55

9

. o
11 13

15 17 19 21 23

Experimentos
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

T
25

27 29

31 33

50

Temperatura e WPC

pH



126

Figura 11G - Grafico dos 35 experimentos em relacéo a viscosidade final (mPa.s) - Vf (\)
de acordo com a temperatura (°C) do tratamento térmico ( = ), concentracdo de WPC (%) nas
amostras (m) e pH (m).
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ANEXOH

ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia estuda a interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria,
sendo um dos seus principais objetivos a determinacdo dos niveis de energia de 4tomos ou
moléculas. Os espectros fornecem as transicdes (diferencas de energia entre 0s niveis) e a
partir destas medidas determinam-se as posic¢des relativas dos niveis energéticos. No caso
de moléculas, a regido espectral onde estas transi¢cdes sdo observadas depende do tipo de
niveis envolvidos: eletrdnicos, vibracionais ou rotacionais. Normalmente as transi¢oes
eletronicas estdo situadas na regido do ultravioleta ou visivel, as vibracionais na regido do

infravermelho e as rotacionais na regido das microondas.

Denomina-se espectroscopia vibracional a técnica de andlise na qual se utiliza
radiacdo eletromagnética para testar o comportamento vibracional de moléculas

observando-se a absor¢ao ou espalhamento dessa radiacao.

Uma vez que as energias vibracionais das moléculas encontram-se na faixa de 0 a 60
kJ/mol, a absor¢éo da radiacdo ocorre na faixa do infravermelho, entre 0 e 5000 cm-1, em
uma das auto-frequéncias dos grupos moleculares, se 0 modo vibracional modifica o
comprimento do dipolo elétrico correspondente. A observacdo direta da absorcdo de
radiacdo por vibracBes moleculares &, portanto, um experimento de espectroscopia de

infravermelho.

As vibragfes moleculares também podem ser estudadas por um experimento de
espalhamento de radiacdo, usualmente na faixa da luz visivel. Neste tipo de experimento a
energia da radiacdo incidente é levemente modificada pela interacdo inelastica com o0s
modos de vibracdo. A observacdo do espalhamento de luz por vibragcbes moleculares é

denominada espectroscopia Raman.

A espectroscopia Raman, baseia-se no espalhamento inelastico da radiacéo
eletromagnética monocromaética que interage com as moléculas, onde a radiagdo € espalhada
com uma frequéncia diferente da incidida. Essa variacdo de frequéncia corresponde a
diferenca de energia entre dois estados vibracionais da molécula. Embora, as informacdes
obtidas no espectro Raman sejam as diferencas de energia entre os estados vibracionais, 0
espectro Raman ndo coincide com o espectro no infravermelho. Uma vez que, os fendbmenos

fisicos envolvidos séo diferentes, espera-se que as regras de selecdo também sejam, por isso, a
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espectroscopia no Infravermelho e a espectroscopia Raman sdo chamadas de técnicas
complementares.

O efeito Raman foi demonstrado experimentalmente pela primeira vez em 1928, pelo
cientista indiano Sir Chandrasekhara Venkata Raman, apds ter sido previsto por Smekal em
1923 (SALA, 2008). A importancia da descoberta de Raman foi reconhecida em 1930 quando
foi agraciado com o prémio Nobel de Fisica.

A descoberta do efeito Compton em 1923, levou Raman a considerar a possibilidade
de um fenémeno similar, o espalhamento ineldstico da radiacdo para a regido visivel do
espectro eletromagnético. Raman imaginou que seria possivel a radiacdo visivel interagir com
a matéria de modo que houvesse variagdo na energia do foton incidente. Raman utilizou a luz
solar, um espectrometro de bolso e o olho humano como detector, a luz solar era focalizada
atraveés de uma série de lentes em um recipiente contendo um liquido transparente purificado,
um filtro azul era colocado antes da amostra para deixar passar apenas a radiacdo de maior
energia do espectro. Observando a amostra em uma direcdo perpendicular a dire¢do de
iluminacdo, observou-se um traco luminoso devido ao espalhamento da radiagéo, estava assim
descoberto um novo tipo de fendmeno, o efeito Raman (FARIA, et al, 1997).

O espectro Raman € devido ao espalhamento ineldstico de uma radiacdo
monocromatica que incide na molécula e o sinal estd relacionado ao momento de dipolo
induzido na molécula pelo campo elétrico da radiagdo. O efeito Raman envolve a interagéo do
campo elétrico da radiacdo eletromagnética incidente (equacdo 1) com a distribuicdo da

nuvem eletrénica da molécula:
E = E,cos2nv,t (1)

onde Eo é a amplitude vibracional e w é a frequéncia da radiagdo incidente (frequéncia do
laser).

A explicacgéo classica para o efeito Raman, também conhecida como a teoria Placzeck,
leva em conta uma radiagdo monocromatica incidente agindo sobre a matéria; durante o
tempo que a radiacdo interage com a matéria, ambas sdo conhecidas como um novo sistema,
em que a energia total é a energia original do sistema, mais a energia da radiacdo incidente;
isto € muito importante para compreender o efeito Raman, uma vez que ndo ha absorcéo de
energia pelo sistema, porque o nivel de energia originado pela interacdo é chamado nivel de

virtual (r), e existe apenas durante o tempo que a energia esta a interagindo com a matéria. O
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campo elétrico oscilante induz na molécula um momento de dipolo oscilante P (equacéo 2),

cuja frequéncia sera a mesma do campo elétrico externo:
P=aE =aE,cos2zv,t )

onde o é a constante de proporcionalidade chamada de polarizabilidade. A polarizabilidade
pode ser entendida como uma medida da facilidade de deformagéo da nuvem eletrnica na
presenca de um campo elétrico.

Levando em conta a vibragdo molecular, os movimentos nucleares irdo induzir
flutuacBes na polarizabilidade com frequéncias que correspondem aos varios modos normais
de vibracdo, ou seja, se a molécula vibra com frequéncia vm, 0 deslocamento do ndcleo para

uma molécula diatbmica pode ser descrito de acordo com a equagéo 3:
q =0, cos2zv,t 3)

Na equagéo anterior v é a frequéncia vibracional da coordenada g. A polarizabilidade pode

ser considerada como uma fungéo linear de q e expandida numa série:

oo
05=0(0+ 5_q q +... (4)
0

O primeiro termo da equagdo 4 é a polarizabilidade na posi¢do de equilibrio e o segundo
termo € a variagdo da polarizabilidade com a coordenada g em relacdo a posicéo de equilibrio.

Combinando a equacéo 2, 3 e 4 obtemos:

P = a,E, cos(27v,t) +%£§—§]O 0oE, {€0s[ 277 (v, +v,, )t |+ cos[ 27 (v, —v, )t} 5)

De acordo com a previsdo classica, o primeiro termo contém somente a frequéncia da
radiacdo incidente e corresponde ao espalhamento Rayleigh (espalhamento el&stico), apds a

interacdo do foton com a molécula, esta volta ao mesmo nivel de energia inicial e o féton é
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espalhado sem modificacdo de frequéncia. Somente no segundo termo aparece 0
espalhamento Raman com frequéncias w + w (espalhamento anti-Stokes) nesse caso o foton
encontra a molécula ja num estado excitado e ap6s a interacdo a molécula decai para o estado
fundamental, essa diferenca de energia é cedida ao foton que € espalhado com energia hw +
ev. No espalhamento Stokes de freqliéncia w - w, a molécula no estado fundamental sofre
colisdo com o foton de energia hw, passa para um estado intermediario (virtual), pois ndo
corresponde a nenhum estado estacionario da molécula, o estado virtual é um auto-estado do
sistema molécula-radiagdo. Em seguida a molécula decai para um estado vibracional excitado
de energia ey; o foton espalhado hw - e, tem energia menor que o incidente. Os
espalhamentos elastico e inelastico (Stokes e anti-Stokes) podem ser representados

esquematicamente de acordo com a Figura 12.

Figura 12H - llustragdo esquematica dos espalhamentos Raman e Rayleigh.

LY | A R i ==p==="s=======- i === i
hv, hv, hvn By, - v,
hv, | | v, +v) g g ) g
v/ 7 ! IV
k 4 V \ ’
Anti-Stokes Rayleigh Stokes

Fonte: ALMEIDA, 2010

Para frequéncias baixas as intensidades Stokes e anti-Stokes sdo comparaveis, mas
para frequéncias mais altas é dificil observar as bandas anti-Stokes, uma vez que, a populagéo
do estado excitado que origina as bandas anti-Stokes, € muito menor que a populacdo do
estado fundamental para energias menores. Essa relacdo pode ser mostrada com a funcédo de
distribuicdo de Boltzmann, que comprova que as bandas anti-Stokes apresentam menor
intensidade do que as bandas Stokes em temperaturas medianas. Isto é verificado
experimentalmente e a relacdo entre as intensidades anti-Stokes (AS) e Stokes (S) é dada por:
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s [ VotV ( e, j
= exp| ——L
I (VO—VV] P KT ) ©)

Na transigdo entre os estados vibracionais m e n devem ser consideradas as integrais
das componentes (coij)mn €m relagdo ao modo vibracional. Para que a transi¢do vibracional
Raman seja permitida, € necessario que uma das componentes do momento de transicao (seis

componentes no total) seja diferente de zero:

(aij )mn — ijaij Wndz— )

Combinando a equag&o anterior com a equacao 4, obtém-se:

da.
(aij )mn :(“ij )OJ.WmW”dTJ{di(;) J.l//mql//ndr ©)
0

Para ser observado o efeito de espalhamento Raman é necessario que pelo menos uma
das integrais da equacdo 8 seja diferente de zero. O primeiro termo da equacao é igual a zero,
devido a ortogonalidade entre ym e wyn. Para o segundo termo ser diferente de zero é

necessario atender a duas condicdes. A primeira é:

oo
(5—(41 #0 9)

Ou Seja, € necessario que ocorra uma variacdo da polarizabilidade com o pequeno
deslocamento da coordenada q em relagdo a sua posicdo de equilibrio. A polarizabilidade é
uma propriedade tensorial (estabelece uma relacdo linear entre vetores P e E) que determina a
atividade dos modos vibracionais na espectroscopia Raman.

A segunda condicéo é:

| wmay,de# 0 (10)
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Para que a segunda condicéo seja satisfeita € necessario que o produto ymqyn Seja uma
funcdo par, como g é uma funcdo impar, as duas funcGes de onda devem ter diferentes
paridade. Nestas condic¢Bes, 0 modo vibracional é ativo no espectro Raman (SALA, 2008).

O espectro Raman mostra um conjunto de transi¢des vibracionais permitidas de uma
molécula. O ndmero de bandas, as frequéncias e a intensidade relativa dessas bandas estdo
associados com o modo normal de vibracdo da ligacdo quimica. A intensidade das bandas
Raman depende da probabilidade de transicdo, ou seja, do quadrado do tensor de

polarizabilidade e da quarta poténcia da frequéncia da radiacdo espalhada:

2
B 0 N
| J

Em 1934 foi publicada por G. Placzek a teoria da polarizabilidade do efeito Raman.
No tratamento de Placzek a intensidade Raman depende apenas da polarizabilidade do estado
eletrénico fundamental, nessa aproximacédo a energia do foton de excitagdo € muito menor
que a energia minima para a transicdo eletronica da molécula. Esta condicdo é satisfeita
trabalhando, por exemplo, com excitacdo no infravermelho préximo ou visivel. Desta forma,
a intensidade Raman passa a ser uma propriedade apenas do estado eletronico fundamental.
Este tipo de situacdo corresponde ao efeito Raman normal ou ordinario (OLIVEIRA, 1991).

Nesse caso, a polarizabilidade de transicdo amn, pode ser expressa por:

a :lz Hor Hem + Hor M

m,n
h S v —Ve VitV

(12)

Na equacgdo acima, h é a constante de Planck, r descreve um conjunto de estados que
pertence a molécula ndo perturbada, vim € win correspondem as frequéncias dos estados
denotados por m e n, vo € a frequéncia da radiacéo incidente, znr € z4m SA0 0S momentos de
transicdo. O numerador do primeiro termo entre colchetes corresponde & passagem do estado
inicial m para um estado intermediario r, e deste para o estado final n.

Quando a energia do féton de excitagdo é proximo da energia de uma transicao

permitida, o denominador do primeiro termo diminui e 0 termo aumenta, causando grande
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aumento de amn, € como consequéncia, produz uma intensificagdo do sinal Raman. Esse
efeito é conhecido como Raman ressonante. Para o entendimento dessas mudancas torna-se
necessario a utilizacdo do formalismo vibrénico para o efeito Raman introduzido por A. C.
Albrecht.

Em condi¢des de ressonancia, os momentos de transi¢do imr € irm S80 descritos
utilizando a aproximacdo de Born-Oppenheimer, onde ¢é feita a separacdo das funcdes de onda
em vibracionais e eletrénicas. Neste ponto, fica clara a dependéncia da polarizabilidade de
transicdo e, consequentemente da intensidade Raman, com a curva da energia potencial dos
estados eletrénicos excitados. A contribuicdo dos estados excitados é representada pela soma
de varios termos, conhecidos como A, B, C e D. A polarizabilidade de transicdo pode ser

representada pela soma de cada um destes termos:

O termo mais importante é o termo A, também conhecido como termo de Franck-
Condon, este termo é responsavel pelas intensidades altas dos modos totalmente simétricos
(CLARK; DINES, 1986).
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Study of the viscosity of protein solutions through the rapid viscosity
analyzer (RVA)
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Cléudia Litcia de Oliveira Pinto’, Anténic F. de Carvalho’

RESUMO

Este trabalho objetivou determinar pelo analisador rapide de viscosidade
(RVA) as curvas de viscosidade de solugdes preparadas a partir de concentrados
proteicos de soro (CP3s) e determinar o tempo ideal de tratamento térmico visando
4 obtengio da viscosidade méxima nesta etapa. Os CPSs, produzidos a partir de
amostras de soro submetidas inicialmente a tratamentos térmicos e de microfiltragdo,
apresentaram composigdo centesimal compativel com padrdes internacionais com
diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras apenas para o teor de gordura. Pela
analise dos perfis viscograficos observou-se que os CPSs produzidoes a partir de soro
microfiltrado apresentaram valores de viscosidade mais altos que aqueles submetidos
ao tratamento térmico para todos os dados coletados. Além disso, o tempo ideal de
tratamento térmico das solugdes de CPSs visando maximizar a viscosidade durante
o aquecimento foi de, aproximadamente, 10 minutos. Os resultados possibilitam
a aplicagdo dos CPSs pelas indistrias alimenticias considerando a caracteristica
desejada no produto final, sendo que o RVA mostrou-se uma ferramenta apropriada
para estudo de funcionalidade desses concentrados.

Palavras-chave: quimica de leite; tratamento térmico; soro proteinas.
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