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RESUMO

InGmeros estudos vém sendo realizados com o objetivo de compreender o comportamento das proteinas do Concentrado Protéico de
Soro (CPS). A capacidade destas proteinas em formar géis estaveis a temperaturas entre 70°C e 90°C, é uma propriedade funcional
importante para a confeccdo de varios produtos alimenticios, tais como: produtos de padaria, carneos, texturizados e lacteos. A
concentracdo protéica, pH, composigdo idnica e temperatura podem ser controladas para obter um gel com as caracteristicas deseja-
das. Neste trabalho foi investigado o efeito dos ions metélicos bivalentes Ca*™ e Mg**, na propriedade de dureza de géis de CPS induzidos
termicamente. Dispersdes protéicas a 6; 7 e 8% de proteina do CPS a pH 6,3 com 0; 7,5; 15; 30 e 75mm de CaCI2 ou MgCI2 foram
aquecidas a 75°C por 45 min, resfriadas a 4°C por 12 horas, e os géis avaliados em um texturdometro TA-XT2. Os géis formados com
maiores concentragées do sal adicionado obtiveram maiores valores de dureza na faixa estudada. Nas concentracdes de 15 a 75mM os
valores de dureza dos geis com a adicdo de CaCl, foram significativamente maiores (p<0,05) do que com adigédo de MgCl,. Na concentra-
cdo de 8% de proteinas do CPS ambos os tratamentos atingem o maior valor de dureza (p<0,05) a 30mM do sal adicionado. O célcio
idnico mostrou ter um importante papel na formacao do gel de proteinas do soro.
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SUMMARY

INFLUENCE OF THE ADDITION OF Ca** AND Mg** IONS ON THE HARDNESS OF WHEY PROTEIN CONCENTRATE GELS. Several
studies have been carried out to understand the behaviour of whey protein concentrates (WPC). One of the most important properties
of this functional ingredient is the capacity to form stable gels in the temperature range from 70 to 90°C, which makes it a convenient
component of many foods such as bakery, meat, texturized and milk products. Protein concentration, pH, ionic composition and
temperature must be kept under control in order to form products with desirable characteristics. The aim of this work was to investigate
the influence of metallic divalent ions, Ca** and Mg**, on the hardness of thermally induced WPC gels. Dispersions of WPC at 6, 7 and
8% protein, at pH 6.3 containing 0, 7, 15, 30 and 75mM CacCl, or MgCl, were heated at 75°C for 45 min, followed by cooling at 4°C for
12 hours. The gels were evaluated in a texturometer TA-XT2. Gels with higher ionic concentration showed higher hardness values.

Keywords: whey; gel; calcium; magnesium; functional properties; texturometer TA-XT2.

1 - INTRODUCAO

Um aumento na propriedade de dureza geralmente
tem sido atribuida a um 6timo balango entre interacoes
proteina-proteina e proteina-solvente. De acordo TANG,
MCCARTHY, MUNRO [20], quando utilizados na mesma
concentracéo de sais, os cations bivalentes e trivalentes
tem um maior efeito nas propriedades do gel que cations
monovalentes.

SCHMIDT et al. [16] trabalharam com dispersdes de
CPS a 10% (pH 7,0), exaustivamente dialisadas contra
agua deionizada e aquecidas a 100°C/15min. Investi-
gando o papel do célcio e da cisteina sobre a proprieda-
de de gelatinizacdo induzida pelo calor, concluiram que
a maxima dureza do gel foi obtida a uma concentracao
de 11mM de célcio e esta dureza diminui com o aumen-
to da concentragdo de CacCl,. Eles sugerem que a dimi-
nuicao da forca do gel em altas concentracdes de CaCl,
poderia indicar ligagfes de calcio intramoleculares. Re-
latam que a elasticidade de géis de CPS diminui ligeira-
mente com a adic&o de CaCl, acima de 10mM.

KUHN e FOEGEDING [12] concluiram que o efeito da
adigéo de baixas concentragtes de NaCl (< 75mM) e CaCl,
(< 20mM), foi muito similar nos valores de firmeza do gel
de IPS (Isolados Protéicos de Soro), diferindo muito nos
valores de deformidade, indicando que a deformidade é

muito dependente da carga do cation do sal adicionado.

O objetivo de BARBUT e FOEGEDING [2] foi deter-
minar se o tratamento de pré-aquecimento poderia for-
mar um gel de IPS (Isolado Protéico de Soro) a tempera-
tura ambiente apo6s adi¢@o de CacCl,.O resultado deste
trabalho mostrou que suspensoes de IPS contendo CaCl,
comecam a formar géis a 66°C, enquanto que o IPS aque-
cido sem CacCl, (isto ¢, o CaCl, ¢ adicionado apds aque-
cer) nao forma géis em temperaturas abaixo de 72°C.
Assim uma alta temperatura (ou um tempo maior) foi
requerida para completar a sensibilidade conferida pelo
CaCl, no pré-aquecimento das proteinas.

BOTTOMLEY, EVANS, PARKINSON [4] mostraram
que quando sais séo adicionados para forca i6nica ele-
vada e o pH é ajustado para quase 7,0, dependendo do
tipo de sal, pode ocorrer a formagdo de um gel muito
rigido tipo-gelatina. Este tipo de gel é, de qualquer ma-
neira muito susceptivel a fratura e precisa de controle
cuidadoso do balanco i6nico para produzir as proprie-
dades requeridas.

HARWALKAR, KALAB [8,9,10] e SCHIMIDT,
PACKARD, MORRIS [18] sugerem que sem a adicao de
sais, forcas eletrostaticas repulsivas, acentuadas pelo pH
elevado, previnem a gelatinizacdo, mas essas forcas fo-
ram diminuidas sob aumento da forga idnica.

Os resultados dos trabalhos de MULVIHILL e
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KINSELLA [15] e KUHN e FOEGEDING [13] mostram
que o efeito do CaCl, difere do NaCl, refletindo um dife-
renca funcional entre os ions célcio e sédio. Sendo o
céalcio um cation bivalente, é capaz de formar uma pon-
te ibnica entre 2 grupos carboxilicos adjacentes de di-
ferentes cadeias peptidicas, enquanto o sédio néo.
XIONG [22] sugere que a conformacao das proteinas do
soro foi menos desestabilizada com o aumento da con-
centracao de calcio.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da
adicao de ions Ca** e Mg** na dureza de géis de Concen-
trado Protéico de Soro.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Concentrado protéico de soro

O Concentrado Protéico de Soro de Leite Bovino (CPS)
empregado foi o produto comercial CALPRO 80, produ-
zido da CALPRO Ingredients Corona, CA. As amostras
foram armazenadas em local seco e arejado.

2.2 - Composicédo do CPS

Proteina, umidade, gordura e cinzas foram determi-
nados pela AOAC [1] de acordo com os métodos 16193,
16192, 16199 e 16196, respectivamente.

2.3 - Preparacédo dos géis

Foram testadas 3 concentracdes de CPS (6; 7 e 8%
de proteinas), em 4 concentracgfes de ions calcio na for-
ma de cloreto de calcio (7,5; 15; 30 e 75mM) e em 4
concentracgfes de ions magnésio na forma de cloreto de
magnésio (7;5, 15; 30 e 75mM).

Foram preparadas dispersfes protéicas a 6; 7 e 8%
de CPS e 0; 7,5; 15; 30 e 75mM de CaCl,em agua
deionizada. Apés a mistura e agitagdo das solugdes por
3min com bastéo de vidro, o pH foi ajustado para 6,30-
6,35 com NaOH 3N e/ou HCI 3N. O volume foi comple-
tado para 25mL em bal&o volumétrico. As solugdes en-
tdo foram transferidas para novos béqueres de 25mL,
onde foi colocado um volume correspondente a altura
de 15mL do volume do béquer.

Este mesmo procedimento foi realizado para a pre-
paracao das dispersdes protéicas a 6; 7 e 8% de CPS em
agua deionizada e 0; 7;5; 15; 30 e 75mM de MgCl,.

Os géis foram obtidos por aquecimento das disper-
sOes protéicas, em banho a 75°C/45min, seguido de
resfriamento a 4°C e mantidos em repouso por 12 ho-
ras. Apos este periodo os géis foram deixados por 30min
em temperatura ambiente (local do texturédmetro) e en-
tdo medidas suas propriedades reolégicas,de acordo com
0 método de BEUSCHEL, PARTRIDGE, SMITH [3].

2.4 - Avaliacédo dos géis

Um texturémetro TA-XT2 foi utilizado para medir a
propriedade de dureza dos géis de CPS. A medida foi
realizada dentro do proprio béquer onde se formou o gel.

A amostra dentro do béquer apresentou as seguintes
dimensdes: 3,2cm de didmetro e 1,8cm de altura. O ex-
perimento foi feito em triplicatas.

As condic¢es utilizadas para o teste foram: probe ci-
lindrico de acrilico com didmetro de 20mm, velocidade
do teste de 3mm/s, cada segmento foi comprimido a 50%
da altura original com uma forca de 20g (0,2N), usando
duas compressoes.

O perfil de textura foi registrado em um grafico de
forca (g) vs. tempo (seg.). O conceito de dureza foi defini-
do por BOURNE [5].

2.5 - Dialise

Foram preparados 300mL de solucdo a 8% de pro-
teinas do CPS80, exatamente como na preparacéo dos
géis (em agua deionizada). Esta suspensao foi dializada
em membrana de celulose para diélise, peso molecular
6000-8000 Da, contra agua deionizada com um volu-
me correspondente a 6 vezes o volume da amostra. O
sistema foi mantido a 4°C, com agitacdo constante por
25 horas.

2.6- Medida de ions calcio

Foi utilizado um Eletrodo de ions céalcio Modelo 93-
20, onde foi obtido um resultado em mV correspondente
a concentragdo de ions calcio.

Amostras testadas: 100mL da solucdo 8% de protei-
nas de CPS sem didlisar; - 100mL da solugédo 8% de
proteinas de CPS apo6s didlisar; — 100mL da agua de
dialise; - 100mL da solucédo contendo as cinzas do CPS.

A amostra de cinzas do CPS 80 foi obtida pelo mé-
todo 16196 da A.OA.C. [1]; as cinzas foram dissolvi-
das em acido cloridrico (1:1); adicionadas 2 gotas de
acido nitrico e 20mL de agua,seguindo-se filtracéo e
coleta em baldo volumétrico de 100mL. Foram feitas
triplicatas.

2.7- Anédlise estatistica

Os resultados de dureza encontrados para os géis
com 6, 7 e 8% de CPS80 com 0; 7,5; 15; 30 e 75mM de
CaCl, e com 0; 7,5; 15; 30 e 75mM de MgCIl, foram
avaliados juntos estatisticamente pela média dos tra-
tamentos, analise de variancia e teste de Tukey a um
nivel de significancia de 5% (p<0,05), através do pro-
grama estatistico Statistical Analysis System — SAS.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se através das Figuras 1 e 2, que a adicdo
de CacCl, e MgCl, modifica a dureza dos géis. DE WIT [7]
e SCHMIDT et al. [16] citam que o efeito de mudar a
forca ibnica ou proporcédo relativa de espécies idnicas,
antes ou apos aquecimento, pode induzir profundas in-
teragOes proteina-proteina.

A composicdo quimica aproximada do CPS 80 esta
ilustrada na Tabela 1.
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FIGURA 1. Solugdes de (O) 6, (p) 7 e (O) 8% de proteina do CPS
com 0; 7,5;15; 30 e 75mM de CaCl, foram aquecidas a 75'C
por 45min, resfriadas a 4°C por 12h, e os géis comprimidos
a 20g no texturdmetro TA-XT2. Dados sdo médias de
triplicatas.
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FIGURA 2. Solugdes de 6, 7 e 8% de proteina do CPS: (O) 6%CPS,
(p) 7%CPS e (O) 8%CPS (pH 6,3) com 0; 7,5; 15; 30; e 75mM
de MgCl, foram aquecidas a 75°C por 45min, resfriadas a
4°C por 12h, e os géis comprimidos a 20g no texturdémetro
TA-XT2. Dados sdao médias de triplicatas.

TABELA 1. Composicdo quimica aproximada do CPS.

Composicao %(p/p) 2
Proteina 75,76+0,50
Gordura 7,04+0,16
Umidade 5,86+0,10
Cinzas 2,50+0,06
Lactose 8,84 %P

2 valores representam médiatdesvio padréo; x=3
b valor obtido por diferenca

Verificou-se que o comportamento é bastante seme-
Ihante. Nos dois tratamentos quanto maior a concentra-
¢do do sal adicionado (CaCl, ou MgCl,), maior a dureza
dos géis obtidos. Os mais elevados valores de dureza
para cada uma das respectivas concentrac¢des do sal
adicionado, foram obtidos com a maior concentracao de
proteina de CPS (8%).

Segundo SHIMADA e CHEFTEL [19], BRANDENBERG,
MORR, WELLER [6] e MORR e HA [14] a dureza do gel
aumenta com a concentracdo de proteinas; isto ocorre
devido aos altos niveis de ligagcdes protéicas
intermoleculares que sdo formadas. As ligaces cruzadas

irreversiveis entre cadeias de proteina na rede gel, tem
sido atribuidas as ligagdes dissulfidicas e hidrofébicas.

Foi observado que sem a adig¢éo de CaCl, ou de MgCl,,
néo ha diferenca significativa a um nivel de 5% (p<0,05)
entre os valores de dureza obtidos, para as 3 concentra-
¢Oes de proteinas de CPS.

Observou-se que os géis com adigéo de CaCl, atingi-
ram valores de dureza significativamente (p<0,05) maio-
res comparado aos géis com adigdo de MgCIL,. Isto foi
verificado nas concentracdes de 15; 30 e 75mM do sal
adicionado, para as 3 concentracdes de proteina do CPS
testadas. Na concentracao de 7,5mM de sal ocorreu o
contrario, o valor da dureza do gel com MgCI, foi signifi-
cativamente maior (p<0,05) que o valor de dureza do gel
com CacCl.,.

Segundo VARUNSATIAN et al. [21] a presenca de Ca**
ou Mg*™ claramente promove a desnaturacao do CPS.
Entretanto, a entalpia do CPS quando CaCl, foi adicio-
nado foi muito menor, do que com a adi¢édo de MgCl, ou
NaCl, assim o papel do Ca** na desnaturagéao térmica de
CPS pode diferir no minimo um pouco do efeito dos ou-
tros sais. Mas, como afirmaram KUHN e FOEGEDING
[13], o nivel 6timo de calcio para a formacgao do gel, é
dependente do sistema.

No tratamento com CaCl, (Figura 1) verificou-se que
para as concentracgdes de proteinas de 6 e 7% de CPS,
0 maior valor de dureza foi obtido em 15mM de CaCl,
nao diferindo significativamente (p<0,05) das concen-
tracGes de 30 e 75mM de CacCl,. Para a concentracao
de 8% de CPS o maior valor de dureza é obtido em 30mM
de CaCl, néo diferindo significativamente (p<0,05) do
valor obtido em 75mM de CacCl, As solugbes protéicas
com maiores concentragfes apresentam mais sitios
ligantes de cations, possibilitando a ocorréncia de mais
ligagcdes, influenciando na formacdo da rede gel e
conseqiientemente na dureza do gel obtido. A Tabela 2
mostra os dados obtidos pelas medi¢cGes através do
pHmetro de ions calcio.

TABELA 2. Resultados obtidos através do pHmetro de ions célcio.

Amostra [CaCl,.2H,0] (M)  ¢/100g CPS
Solugéo de 8% proteina do CPS80 dialisado 0,0016 -
Solugéo de 8% proteina do CPS80 néo 0,0026 0,093+0,02
dialisado

Agua de didlise 0,00000534 -
Solucéo de cinzas totais do CPS80 0,0087 0,31+0,01

Célcio I6nico do CPS80: 0,093% Célcio Total do CPS80: 0,31% Célcio Ligado do
CPS80:0,271%

Através dos resultados anteriores pudemos verificar
que a solucdo com 8% de proteina do CPS sem a adicao
de CacCl, formou gel. Na Figura 3 observa-se que, apos
dialisar uma solucédo com 8% de proteina do CPS nao
ocorreu formacéao de gel. O processo de dialise realizado
removeu 65% do calcio ibnico da amostra de CPS. Com
adicdo de CaCl, na solucdo dialisada verificou-se que a
dureza é recuperada, ficando préxima a dureza dos géis
de CPS néo dialisados, o que mostra que o calcio livre ou
idnico presente no CPS é importante na formacéao de gel.
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FIGURA 3. Solugdes com 8% de proteina do CPS (pH 6,3) com
0, 5, 10, 15, 20 e 25mM de CaCl, foram aquecidas a 75°C
por 45 min, resfriadas a 4°C por 12h, e os géis comprimidos
a 20g no texturdmetro TA-XT2. Dados sdo médias de
triplcicatas.

KUHN e FOEGEDING [13] também investigaram o
papel de ions dialisaveis nas propriedades gelatinizantes
de solucado de CPS comercial. Empregaram dialise con-
vencional para remover de 10 a 60% do Ca* e percentu-
ais desconhecidos dos outros ions e lactose. Observa-
ram géis mais fortes com maiores valores de firmeza,
contrariando os dados referidos por BRANDENBERG,
MORR, WELLER [6]; a reposicdo de 0,8 a 13,4mM de
Ca** que foi removido por dialise, acentuou as proprie-
dades gelatinizantes de duas das 4 soluc¢des. Dialise con-
tra um tampéo contendo EDTA para remover 73% a 85%
do Ca* enfraquece as propriedades gelatinizantes das
solucgfes de CPS, resultando em géis com valores mais
baixos de firmeza comparados aos que foram obtidos para
solucdo de CPS dialisados convencionalmente.

O efeito das concentracfes de Ca* e outros ions na
gelatinizacdo de solucdes de CPS tem sido investigado
[2, 3, 17, 20]. Adicdes de 100mM de ions de Ca*, Na*, K*
e PO,® acentuam as propriedades gelatinizantes de so-
lucdes de CPS desmineralizadas e deslactosadas prepa-
radas em agua destilada. A concentragdo 6tima de ions
adicionados, é inferior a 200mM [17].

Resultados encontrados por JOST [11] sugerem que
uma quantidade especifica de Ca** foi necessaria para
otimizar a dureza de géis. Este efeito foi independente
da concentracao total de calcio. Existe uma forte hipote-
se de que o calcio idnico influencia as ligagdes cruzadas
eletrostaticas entre moléculas protéicas e, subsequien-
temente, a forga ibnica. Em concentragfes de Ca** abai-
x0 do ideal, ligacdes cruzadas eletrostaticas sao insufi-
cientes, resultando em géis fracos, ao passo que se ex-
cessiva concentracdo de Ca'* estiver presente, atracdes
entre moléculas protéicas forcam a rede do gel a entrar
em colapso.

4 — CONCLUSOES

Os resultados obtidos sugerem que:

e nafaixa de 0-75mM de concentracéo salina os géis
de concentrado protéico de soro de leite com mai-
ores concentracdes de ions Ca++ e Mg+ mostra-

ram-se com mais elevados valores de dureza, como
medido no texturémetro TA-XT2;

e a dureza dos géis com adicdo de ions Ca++ apre-
sentaram maior dureza do que 0s géis aos quais se
adicionou ions Mg++;

e naconcentracdo de 8% de proteina do soro,o0s géis
com os ions Ca++ e Mg++ atingiram o maior grau
de dureza na concentracdo de 30mM;

e o calcio ibnico mostrou ter importancia preponde-
rante na formacgé&o do gel de proteinas do soro.
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