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Propriedades Emulsificantes de
Complexos de Proteinas de Soro
de Leite com Polissacarideos

Emulsifying Properties of Whey
Protein-polysaccharide Complexes

RESUMO

Complexos de proteinas com polissacarideos podem melhorar as propriedades
emulsificantes, por contribuir no espessamento da camada aquosa interfacial que recobre os
glébulos de gordura. Neste trabalho proteinas de soro de leite coacervadas com carboximetil
celulose (CMC) foram avaliadas com a finalidade de obter equacbes para explicar o
comportamento da capacidade de emulsificacao. As amostras foram denominadas de
proteinas totais-CMC (PT/CMC), B-lactoglobulina-CMC (B-Lg/CMC) e a-lactoalbumina-CMC
(a-La/CMC), em funcdo da proteina predominante no complexo coacervado. Dispersées dos
coacervados foram preparadas em agua (5mg/mL) e emulsificadas com éleo de soja, utilizando
um homogeinizador ultraturratec a 23°C. A fase aquosa contendo as amostras foi combinada
com Oleo em diferentes proporcoes, mantendo o volume final em 50 mL. Foi utilizado um
planejamento experimental de 2°, sendo as variaveis independentes o pH e a concentracdo de
NaCl. Emulsbes preparadas em diferentes valores de pH foram fotografadas em microscépio
dtico de contraste de fase com um aumento de 20 vezes. Os resultados indicaram que a
composicao protéica do complexo reflete no desempenho da capacidade de emulsificacdo,
sendo o desempenho das fracbes na capacidade de emulsificacdo na seguinte ordem:
a-La/CMC>B-Lg/CMC>PT/CMC. Fotos de microscopia mostraram que as emulsées
preparadas em pH 6,0 apresentaram maior homogeneidade no tamanho, forma e dispersao
das goticulas de dleo.

SUMMARY

Protein complexes with polysaccharides can increase emulsificants properties
contributing with the interfacial watery layer thickness that recovers the fat globules. At this
study, milk whey proteins coacervate with carboxymethylcelulose (CMC) was evaluated with
the purpose of getting equations to explain the behavior of the emulsification capacity. The
samples were called total proteins-CMC (PT/CMC), B-lactoglobulin-CMC (B-Lg/CMC) and
a-lactoalbumin-CMC (a-La/CMC), in function of the predominant protein in the coacervate
complex. Coacervate dispersion were prepared in water (5mg/mL) and emulsified with soy oil,
using ultraturratec homogenizer at 23°C. An experimental planning of 2° was used, considering
independent variable the pH and the concentration of NaCl. Emulsions prepared aim different
pH values were photographed with a optical microscope of contrast of phase with an
increasing of 20 times. The results indicated that the protein complex composition reflects at the
emulsification capacity performance, being the fractions performance of the emuilsification
capacity at the following order: o-La/CMC> -Lg/CMC>PT/CMC. Microscopy photos showed
that emulsions prepared at pH 6,0 had higher homogeneity at size, shape and dispersion of the
oil drops.



D RAZI Llf\l\lm UUNRINAL

F FOOD TECHNOLOGY

1. INTRODUCAO

Em geral as proteinas sdo considerados bons agentes
emulsificantes porque possuem numa mesma molécula regioes
hidrofilicas e hidrofébicas, as quais reduzem a tensao superficial
e interagem na interface da emulsao (ELIZALDE et al, 1991).
Contudo a maioria das proteinas apresenta uma reducdo ou
perda da atividade emulsificante em regides de pH préximo ao
ponto isoelétrico da proteina, onde a carga liqlida e a
solubilidade apresentam-se reduzida. Outros fatores que
prejudicam a capacidade emulsificante das proteinas sao a
presenca de sais e exposicdo ao aquecimento.

A interagdo entre proteinas e polissacarideos pode
ajudar a manter e até otimizar a propriedade emulsificante das
proteinas nas faixas de pH préxima ao ponto isoelétrico. A
superficie ativa dos complexos proteinas-polissacarrideos,
podem ainda, contribuir para a estabilidade das emulsoes
por aumentar a viscosidade da fase aquosa imediatamente
adjacente a interface da emulsao. Geralmente os
polissacarideos sdo poucos sensiveis a presenga de sais no
meio e mudancas de pH (PACHECO, 1997; DICKINSON
et al, 2003).

Cabe ainda ressaltar, que tanto as proteinas de soro
de leite como a carboximetilcelulose (CMC) sdo polimeros
naturais, que possuem a capacidade de atuar como agentes
emulsificantes, resultando num grande potencial de uso na
industria de alimentos (GIRARD et al, 2002). Portanto, os
complexos podem combinar as excelentes propriedades
emulsificantes das proteinas do soro com o efeito estabilizante
da CMC (BAEZA et al, 2002, FONSECA et al, 2001).

A proteina pB-lactoglobulina possui atividade
emulsificante satisfatéria na faixa de pH alcalino, com perda
desta habilidade na regido de pH 4acido. Esta propriedade
reflete a reduzida adsortividade da proteina na interface,
devido a perda de flexibilidade da molécula, resultado de
interacdes intermoleculares e enovelamento, causando
elevada agregacao da proteina. Muitas tentativas de aumentar
a capacidade emulsificantes da B-Lg numa ampla faixa de pH
foram realizadas através de técnicas de modificacdo quimica da
proteina, por aumento da hidrofobicidade, pela introducao de
radicais ndo protéicos a molécula, tais como lipofilizacdo (AKITA
E NAKAI, 1990), acilacdo (CREUZENET et al,1992), glicolisacao
(BERTRAND-HARD et al, 1990), fosforilacao (KRAUSE, 2002)
entre outras.

A proteina o-La tem mostrado menor atividade
emulsificante que a B-Lg, principalmente na regiao do ponto
isoelétrico, onde nao forma emulsdo devido a baixa
solubilidade e elevada agregacao das moléculas.
Adicionalmente, sua elevada estabilidade estrutural, fornecida
pela presenca de 4 ligacoes dissulfidicas, dificulta o seu
desdobramento e flexibilidade a interface &agua/dleo
(KLEMASZEW/SKl et al, 1992).

O objetivo deste estudo foi determinar a capacidade
emulsificante das proteinas de soro de leite, totais ou
fracionadas, coacervadas com carboximetilcelulose e verificar a
influéncia das mudangas da composicao protéica, pH e
concentragao salina, na otimizacao dos resultados.
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2. MATERIAL E METODOS

Os coacervados foram obtidos por complexacao das
proteinas do soro de leite com carboximetil celulose (0,3% p/v),
de maneira fracionada ou total. Os coacervados foram obtidos
pelo ajuste do pH, seguidos de centrifugacao para separagao
dos complexos. O complexo B-lactoglobulina/CMC foi obtido
por ajuste da solucdo para o pH 4,0, a-lactalbumina/CMC em
pH 3,2, e o complexo de proteinas totais (PT/CMC) em pH 3,0
(CAPITANI et al, 2005). Depois de separados os complexos
coacervados foram desidratados por liofilizagao.

2.1 Caracterizacao das amostras

Os coacervados foram caracterizados quanto a
composicdo em proteinas, lipideos e residuo mineral, de
acordo comaAOAC (2000).

2.2 Estudo da Capacidade emulsificante

As emulsbes foram preparadas de acordo com a
metodologia descrita por DE KANTEREWICZ et al (1987). A
capacidade de emuilsificacdo foi definida como ao volume (mL)
de O6leo adicionado até alcancar o ponto de inversdo da
emulsdo por grama de proteina. Dispersdes de 0,5g de
amostra em agua foram agitadas em agitador magnético por
um tempo de 30minutos antes de adicionar o dleo. A fase
aquosa e Oleo de soja foram combinados em diferentes
proporcées mantendo o volume total igual a 50mL. A
proporcao de dleo usada para preparar a emulsado foi proximo
ao ponto de colapso da emulsao, visualizada pela separagao de
fases. As emulsbes foram agitadas em agitador ultraturratec
(Modelo Te-102) em velocidade de 9500rpm a temperatura de
23°C.

2.3 Andlise das emulsdes utilizando fotos em
microscopio optico

Emulsées preparadas a 5mg/mL foram observadas
apos 2 minutos em microscépio otico (DMLB, Heidelberg,
Germany) e as imagens fotografadas com uma camera digital
(Leica DC100), num aumento de 20X.

2.4 Planejamento experimental e analise estatistica

Para o estudo da CE dos coacervados foi utilizado um
planejamento experimental completo de 27, sendo as variaveis
independentes o pH e a concentracdo de NaCl. A faixa de pH
estudada variou de 2 a 6, enquanto a concentragao de NaCl de
0 a Imolar. Os niveis utilizados e o planejamento estao
apresentados na Tabela 1. Utilizou-se a metodologia descrita
por BOX et al. (1978) e o software Statistica 98, versao 5.0 para
obtencao das curvas de nivel e de contorno.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O soro de leite in natura, utilizado como matéria
prima, e os coacervados (liofilizados) foram caracterizados
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quanto a sua composicao quimica parcial: teor de proteinas,
lipideos, carboidratos e residuo mineral (Tabela 2). O complexo
B-Lg/CMC apresentou o maior teor de proteinas e arrastou
maior quantidade de lipideos, aumentando cerca de dez vezes
sua concentracdo em relagdao ao soro de leite desnatado.
Comportamento similar foi observado para o complexo
PT/CMC. A fracdo a-La/CMC foi a que apresentou menor
contelido de proteina na composicdo do soro e maior
proporcao de carboidratos, provavelmente devido a proporgao
entre os polimeros utilizada na precipitacdo.

O comportamento emulsificante dos complexos de
proteinas do soro coacervados com carboximetil celulose foram
comparadas entre si e em relagdo as variaveis de pH e forca
ibnica. A andlise dos efeitos principais das varidveis estudadas e
a interacao entre elas para a capacidade de emulsificacao (CE)
do complexo a-La/CMC indicaram que tanto o pH como a
concentracao molar de NaCl tem efeito na CE da a-La/CMC,
sendo que a interacdo entre as variaveis nao foi
estatisticamente significativa (Tabela 3).

A elevacdo do pH resultou num efeito positivo para a
CE, quando seu valor passou do nivel -1 (2,6) para +1 (5,4)
resultou em média, num acréscimo de 18,6 mg de dleo por
grama de proteina, sendo este efeito estatisticamente
significativo a 95% de confianca. Contudo, o efeito da
concentragao de NaCl foi mais efetivo na elevacao da CE,
mostrando que seu valor ao passar do nivel -1 (0,15) para o
nivel +1 (0,85) resultou em média num acréscimo de 30,0 mg
de o6leo por grama de proteina, sendo este efeito
estatisticamente significativo (p<0,05). O efeito do sal na CE
provavelmente estd associado ao acréscimo de solubilidade, o
qual permite maior mobilidade e quantidade de proteinas de se
deslocarem para a interface.

Através da anadlise de variancia (ANOVA) foi
encontrado que o valor do teste calculado de 16,21 é cerca de
3,5 vezes maior que o valor do tabelado F,.; 4; 7 = 4,46,

Tabela 1 Faixa de valores estudados no planejamento
experimental para o estudo da influéncia do pH e da concentracao
de NaCl na determinacao da capacidade emulsificante (CE) de
complexos protéicos coacervados com CMC.

Variavel -o -1 0 +1 +a
pH 2 2,6 4 5,4 6
NacCl 0 0,15 0,5 0,85 1
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indicando que o modelo de 2° ordem obtido é estatisticamente
significativo e preditivo para o processo estudado. Desta forma
a capacidade de emulsificacgo em funcdo do pH e da
concentracao de NaCl pode ser codificada através da equagao:
CE ,owame = 83.33 + 26,06 pH* + 32,32 NaCl. A partir do
modelo proposto foi possivel obter as superficies de resposta
(Figura 1) para analisar as melhores condicbes de pH e
concentracdo salina que ocasionaram a melhor capacidade de
emulsificacao da a a.-la/CMC.

E possivel observar que na faixa de pH ao redor do
valor de obtencao do complexo (pH 3,2) a CE apresenta valores
inferiores aos demais. Assim verifica-se que a melhor condicao
para a a-La/CMC encontra-se em pH abaixo de 2,6 e acima de
5,4, onde a CE é ao redor de 140,45 mL dleo/g de proteina. A
concentracdo molar salina mostrou-se mais eficiente em
valores de pH acima de 0,5M, quando o pH encontra-se
afastado do pH de obtencao dos complexos.

Aandlise dos efeitos principais das variaveis estudadas
€ a interacao entre elas para a capacidade emulsificante da
amostra B-Lg/CMC, indicam que o modelo de 1°. ordem é
estatisticamente significativo e preditivo nas condicoes
estudadas. A partir do modelo proposto foi possivel obter as
superficies de resposta (Figura 2) para analisar as melhores
condig¢bes de pH e concentracdo salina para otimizar a resposta
da capacidade de emulsificagao.

Os resultados mostram que o pH e a interacao das
variaveis independentes tém efeito estatisticamente
significativo na CE da B-Lg/CMC. A elevacao do pH resultou
num efeito positivo para a CE quando passou do nivel 1 (2,6)
para o nivel -1 (5,4) ocasionando em média um acréscimo de
16,91 mL de déleo por grama de proteina presente no
complexo, dentro do limite de confianca de 95% (Figura 2).
Contudo, a interagao do pH e concentragdo salina mostrou
efeito negativo na capacidade emulsificante (p<0,05). O efeito
da interacdo foi de reducdo de 5,84mL de déleo por grama de
proteina quando ocorreu a mudangas dos niveis. O modelo
linear foi que apresentou a melhor regressao para explicar a
influéncia das variaveis na capacidade de emulsificacdo da f3-
Lg/CMC, conforme a equacao codificada: CE, ;. = 86,93 +
8,46 pH -5,85 (pHxNadl).

Através da superficie de resposta e curvas de
contorno a partir do modelo proposto (Figura 2) verifica-se que
a melhor condicao para a CE do complexo 3 Lg/CMC situa-se
na faixa de pH ao redor de 5,4 e concentracdo salina ao redor de
0,15 M NaCL. Na avaliacéo da capacidade emulsificante do
complexo PT/CMC a andlise dos efeitos principais das variaveis
estudadas e a interacao entre elas para a avaliacao da CE

Tabela2 Composicao centesimal do soro de leite desnatado e das amostras de proteinas complexadas com CMC, em base seca.

Determinacoes Soro de Leite desnatado PT/CMC B-Lg/CMC a-La/CMC
Proteinas Totais (%) 13,05 + 0,43 48,33 + 0,53 57,23 + 0,32 35,96 + 1,73
Lipideos Totais (%) 0,89 + 0,05 737 + 0,13 9,42 + 0,01 3,21 + 0,002
Residuo Mineral (%) 9,31 + 0,05 1,76 + 0,04 1,98 + 0,96 4,14 + 1,81
Carboidratos (%)* 76,73 42,54 31,37 56,69

* Calculado por diferenca: 100 - (Proteinas + Lipideos + Cinzas) = % carboidratos.
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Figura 1 Superficie de resposta e curvas de contorno para a capacidade de emulisificacdo (CE) do complexo a-la/CMC em funcdo do pH e
da concentracao de NacCl.
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Figura 2 Superficie de resposta e curvas de contorno para a capacidade de emulsificacdo (CE) do complexo B-Ig/CMC em fungao
do pH e da concentracao de NaCl.
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Figura 3 Superficie de resposta e curvas de contorno para a capacidade de emulsificacdo (CE) do complexo PT/CMC em funcao do
pH e da concentracao de NaCl.
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mostram que o pH resultou num efeito positivo para a CE
quando passou do nivel -1 (2,6) para o nivel 1 (5,4),
ocasionando em média um acréscimo de 10,00 mL de éleo por
grama de proteina presente no complexo (p<0,05).

Pela andlise de varianca o valor do F calculado foi
cerca de 5,59 vezes maior que o F tabelado, indicando que o
modelo de 1°. ordem obtido é estatisticamente significativo e
preditivo nas condi¢des estudadas. Sendo assim, a equacao
codificada que descreve o modelo é a seguinte: CE . =
96,581 + 10,00 pH. A variagdo explicada pelo modelo é
bastante apropriada, ou seja, explica 88% do comportamento
da CE em resposta as condigdes avaliadas, ao nivel de 95% de
limite de confianca.

A partir do modelo proposto foi possivel obter as
superficies de resposta (Figura 3) para analisar as melhores

B-Lg/CMC a-La/CMC

PT/CMC

pH original
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condig¢bes de pH e concentracdo salina para otimizar a resposta
da capacidade de emulsificacao. Os melhores resultados da CE
para a amostra PT/CMC se encontra no pH ao redor de 5,0 e
concentracao salina de 1,0M.

De um modo geral, para todos 0s experimentos
realizados com os trés coacervados os resultados obtidos nos
pontos centrais (ensaios 5, 6 e 7) mostraram que a
reprodutibilidade dos ensaios foi semelhante com um desvio
padrao reduzido, resultando em baixos valores de falta de
ajuste. A capacidade de emulsificacdo dos complexos
correlacionaram de maneira positiva com a solubilidade da
proteina (CAPITANI et al, 2005) e com o tamanho das goticulas
de éleo (Figura 4).

Na Figura 4 encontram-se as fotografias das emulsoes
preparadas contendo 5mg/ml de complexo, onde é possivel

Figura4 Fotosdasemulséesa5mg/mLde concentracao, emaumento 20X. - Al, A2 e A3 representam respectivamente
emulséesdea-La/CMCempHs2,0;3,2e6,0;B1,B2eB3representamrespectivamenteemulséesde 3-Lg/CMCempHs2,0;
4,0e6,0; C1,C2eC3representamrespectivamenteemulséesde PT/CMCempHs2,0;3,0e6,0.

Braz. J. Food Technol., Ill JIPCA, janeiro, 2006
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observar a presenca de gotas de aspecto e tamanhos
diferenciados em funcdo do valor do pH do meio. As
fotografias tiveram como objetivo visualizar em aumento de 20
vezes 0 aspecto das emulsées dos diferentes complexos, tanto
no pH original de formagao como em outros dois valores
extremos de pH (2 e 6). Em valores de pH 2 (Figuras 4- A1, B1,
C1) todas as amostras emulsionadas formaram gotas de
pequeno tamanho com tendéncia a floculacdo, apresentando
vazios entre elas, correspondente a fase liquida. Verifica-se a
presenca de agregados insollveis em meio a esta fase.

Nota-se que em pH original de formacdo dos
complexos (Figuras 4- A2, B2, C2), em geral todas as amostras
estudadas apresentam agregados insoluveis (apontados pelas
setas brancas), provavelmente em decorréncia da falta de
solubilidade inicial das amostras nesta condi¢do. Para o
complexo a-La/CMC (pH 3,2) verifica-se (Figura 4-A2) que as
gotas apresentam aspecto nitidamente globular de grande
tamanho com tendéncia a coalescer para volumes maiores.
Apesar do complexo B-Lg/CMC ser capaz de formar emulsao
em pH original (pH 4,0) forma filmes que engloba a fase oleosa
em gotas de menor tamanho quando comparadas ao
complexo a-La/CMC, contudo apresenta a mesma tendéncia a
coalescéncia, englobando os agregados insollveis, gerando
espacos livres da fase liquida. Este comportamento indica
claramente que ocorre falta de estabilidade na emulsdo logo
apds a sua formacao.

Para a emulsao formada com a PT/CMC (pH 3,0)
verifica-se (Figura 4-C2) um aspecto diferenciado, pois as
goticulas formadas séo de menor tamanho. Provavelmente
devido a sua caracteristica de hidrofobicidade apresentam a
formacdo de uma capa de dleo ao seu redor, nitidamente
visualizado por seu aspecto esbranquicado. Das trés amostras
estudadas, somente a B-Lg/CMC formou emulsao no pH
original de formagao dos coacervados.

Para as emulsbes preparadas em valores de pH 6,0
(Figura 4-A3, B3, C3) as gotas apresentam floculagao entre elas,
porém sem coalescéncia. Observa-se pouco espaco vazio de
fase ligida e maior homogeneidade entre as fases e portanto
maior tendéncia a estabilidade. Singh et al (2003) observou que
a adicdo de k-carrragena a emulsoes preparadas com isolado
protéico de soro, a agregacgdo das gldbulos emulsionados foi
dependente do pH, sendo que em pH neutro ocorreu
floculacao.

4. CONCLUSAO

A partir dos modelos propostos foi possivel obter as
superficies de resposta e curvas de contorno indicando as
melhores condicoes de pH e concentracdo salina, para otimizar
a resposta da capacidade de emulsificacdo das amostras
coacervadas.

Somente a a-La/CMC e a PT/CMC nao apresentaram
formacao de emulsao para os valores de pH de obtencao dos
complexos na auséncia de sal.

Pelos resultados da microscopia as emulsoes
preparadas em pH 6,0, apresentaram maior homogeneidade,
dispersao e menor tamanho das goticulas de éleo.
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