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Resumo

RESUMO

O comportamento reoldgico de solugdes aquosas de gelatina e colageno hidrolisado (4 e 10 %
de solidos totais) e de gelatina e amido de milho modificado de forma 4cida (AMMA) (10 %
de soélidos totais) foi estudado através de testes dinamicos oscilatérios em um redmetro de
tensdo controlada com geometria cone e placa (60 mm de diametro e distancia de trabalho de
52 um). Para todas as concentra¢des, o modulo de armazenamento, G', aumentou com
aumento da freqiiéncia angular. Como esperado, os valores dos mddulos correspondentes aos
platés aumentou com o aumento da concentracdo de gelatina e os valores de G' foram
maiores nas solugdes contendo amido. Os valores de G* ¢ G** aumentaram com a diminui¢ao
da temperatura. O coldgeno hidrolisado ndo apresentou comportamento de gel. A substitui¢do
de 25 % de gelatina por amido de milho modificado resultou em valores similares de G* nas
amostras contendo somente gelatina. Foi realizado um estudo de separacdo de fases nas
suspensoes aquosas de gelatina e AMMA através de microscopia laser confocal, sendo
observado que os biopolimeros co-existem, sem separacdo de fases na amostra em que
gelatina e AMMA representam, respectivamente, 37,5 % e 62,5 % dos solidos totais. Em
geral, os demais sistemas apresentaram separacdo de fases, sendo esta mais pronunciada a
medida que as amostras foram ficando enriquecidas com gelatina ou amido. Também foi
estudado o comportamento reoldgico por compressdo e as propriedades colorimétricas de
gomas de gelatina dietéticas enriquecidas com coldgeno hidrolisado e preparadas a base de
xarope de maltitol e xilitol. A andlise dos parametros de textura e o estudo colorimétrico
permitiram observar que ndo ha efeitos significativos (p<0,05) na interacdo entre
concentracdo de gelatina e colageno hidrolisado quanto a dureza das amostras. Além disso, a
maior concentragdo destes componentes resultou numa maior opacidade. O comportamento
reoldgico por compressdo e as propriedades Opticas de géis de gelatina com AMMA também
foram estudados. A adicdo de AMMA aos géis de gelatina resultou numa grande mudanca de
estrutura. A adi¢do de 1 % de AMMA resultou num gel termodinamicamente estavel, sendo
que em maiores concentracdes de amido o resultado ¢ uma incompatibilidade termodinamica,
evidenciada pelo maior nimero de espacos vazios e granulos ndo entumescidos. Por outro

lado, ha um aumento da dureza e opacidade e uma diminui¢do da pegajosidade e adesividade.



Abstract

ABSTRACT

The rheological behavior of aqueous solutions of gelatin and hydrolyzed collagen (4 and 10 %
total solids) or gelatin and acid modified corn starch (AMCS) (10 % total solids) was studied.
A controlled stress rheometer fitted with a cone and plate geometry (60 mm, gap 52 wm) was
used for the dynamic oscillatory shear tests. For all concentrations, the storage modulus
increased with the increasing angular frequency. As expected, the modulus plateau values
increased with gelatin concentration increasing and G* was higher in the solutions with
modified corn starch. G* and G values attained the highest observed values at lower
temperatures. Hydrolyzed collagen did not show gel formation ability. When 25 % of the
gelatin content was substituted by AMCS, the observed values of G were similar to those
corresponding to pure gelatin suspensions. A phase separation study was carried out with
gelatin and AMCS aqueous suspensions using confocal laser scanning microscopy. The
results showed that the two biopolymers co-exist, without phase separation in a system
containing 37,5 % of gelatin and 62,5 % of AMCS (based in a 10 wt% total solids). In
general, the others systems showed phase separation, which was more intense with increasing
gelatin/AMCS concentration. The rheological behavior in compression and the optical
proprieties of diet gelatin gummy enriched with hydrolyzed collagen were also studied. The
gummies were prepared with maltitol syrup and xilitol. The analysis of texture and opacity
parameters showed that significant effects (p<0.05) were not observed in the interaction
between the two factors with regard to samples hardness. High concentrations of gelatin and
hydrolyzed collagen resulted in a high opacity. The rheological behavior in compression and
the optical proprieties of gelatin/AMMA gels were also studied. When AMCS was introduced
into gelatin gels, the system structure changed in a dramatically manner. The addition of 1
wt% AMCS formed a thermodynamically stable gel. However, increasing AMCS
concentration modified the structure of gelatin network, showing a thermodynamic
incompatibility, a higher number of hollow zones and unswollen starch granules. In addition,

increasing hardness and opacity and decreasing stringiness and adhesiveness was observed.
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1.1 INTRODUCAO GERAL

Proteinas e polissacarideos sdo biopolimeros que contribuem para as propriedades
estruturais e de textura de alimentos através de seu poder de agregacdo ou gelificagdo. Grande
parte dos alimentos processados pode ser classificada como coldides alimenticios e muitos
deles contém hidrocoldides — biopolimeros hidrofilicos de alto peso molecular — adicionados
com o objetivo de controlar sua estabilidade e propriedades reologicas (DICKINSON, 2003).
Além da induastria de produtos alimenticios, os biopolimeros encontram cada vez mais
aplicacdes na industria farmacéutica, de cosméticos, engenharia biomédica, embalagens
biodegradaveis e outros.

Existem grandes diferengas entre as propriedades funcionais dos varios biopolimeros,
dependendo de sua estrutura quimica e sensibilidade as condi¢des da solugdo na qual sdo
incorporados (pH, forca i6nica, presenca de ions especificos). Atualmente, existe uma forte
tendéncia no sentido de explorar as propriedades de misturas de diferentes biopolimeros, que
podem resultar em materiais com diversas possibilidades de aplicagdo, como no caso de
misturas de proteinas e polissacarideos. Esses dois tipos de macromoléculas estdo presentes
em conjunto em varios tipos de alimentos e ambos contribuem para a estrutura, textura e
estabilidade do produto através de seu comportamento espessante ou gelificante — associado
em maior grau aos polissacarideos —, ou surfactante — caracteristico das proteinas
(DOUBLIER et al., 2000; DICKINSON, 2003).

No Brasil, existe uma disponibilidade muito grande de residuos de proteinas,
principalmente coldgeno, face a produc¢do de animais de corte (bovinos, suinos e aves). No
entanto, ndo existe um aproveitamento racional destas proteinas. Sugere-se que o coldgeno
exiba caracteristicas semelhantes de ligagdo de 4gua e de gordura em relagdo a miosina e
actina, as principais proteinas na estabilizacdo de emulsdes em carnes processadas
convencionalmente. O tecido conjuntivo, na forma “in natura” ou cozido, tem sido largamente
utilizado na industrializagdo de produtos carneos. Contudo, essa utilizacdo ¢ realizada,
basicamente, como aproveitamento industrial de abatedouros. Mesmo assim, muito coldgeno
ndo ¢ aproveitado, perdendo-se na forma de subprodutos (peles, tenddes, aponevroses e
orgaos) destinados a producdo de ragdo animal e até mesmo desprezados, poluindo o meio
ambiente (OLIVO e SHIMOKOMAKI, 2002).

As balas de goma s@o uma grande classe de confeitos de baixa coc¢do e com alto

conteudo de umidade (cerca de 20% ou mais) cuja textura ¢ fornecida pelo agente gelificante
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utilizado, podendo ser goma arabica, agar, gelatina, pectina e amidos especiais (JACKSON e
LEES, 1973; QUEIROZ, 1999). Garcia (2000) cita que os fatores determinantes para a
aceitagdo e preferéncia dos consumidores em relacdo as gomas de gelatina sdo sua textura, a
boa claridade ou auséncia de turbidez e a cor clara e brilhante.

As balas de gelatina ou gomas de gelatina sdo confeitos muito populares na Europa e
Estados Unidos, disponiveis em vdarios formatos, cores e sabores, inclusive na sua forma
tradicional de ursinhos. No Brasil, entretanto, as balas gelificadas sdo preferencialmente
fabricadas com amidos (QUEIROZ, 1999).

O aparecimento da categoria de confeitos funcionais ou confeitos fortificados ¢ uma
tendéncia mundial englobando os produtos fortificados com vitaminas, minerais ou outros
ingredientes com algum aspecto nutricional ou propriedade relacionada a saude. Nesse
sentido, a adi¢cdo de colageno hidrolisado a uma formulagdo tradicional a base de gelatina
poderia resultar em um produto com um teor protéico superior aos produtos tradicionais. Ao
mesmo tempo, se a sacarose e o xarope de glicose, geralmente utilizados nas formulagdes
mais comuns, forem substituidos por ingredientes ndo-caléricos como o xilitol e o xarope de
maltitol, o produto resultante poderia também ser considerado dietético.

Alimentos adicionados de agentes gelificantes como amido ou gelatina podem
desenvolver uma rede tridimensional, definida como um gel. Quando submetidos ao
cisalhamento, essa estrutura pode ser quebrada, diminuindo a viscosidade e esses materiais
existem no estado sol. Em alimentos que mostram reversibilidade, a rede ¢ reconstruida e o
estado de gel obtido novamente. Materiais irreversiveis permanecem no estado sol. Para o
estudo de transi¢do sol-gel em alimentos, medidas reologicas em baixo angulo de oscilagdo
podem ser empregadas com sucesso através da analise do comportamento do moédulo de
armazenamento (G) (STEFFE, 1996; BUREY et al., 2009).

Para o desenvolvimento de produtos formulados a partir da combinagdo de
biopolimeros, uma etapa importante ¢ o estudo reologico dessas misturas ainda no estado
fluido (estado sol), uma vez que as caracteristicas ¢ o comportamento dos géis formados por
esses compostos sozinhos ou combinados podem ser melhor compreendidos a partir desse

estudo.
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1.2 OBJETIVOS

Com base nas consideragdes anteriores, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar o
comportamento reoldgico de misturas de gelatina e coldgeno hidrolisado, de modo a obter
subsidios para o desenvolvimento de uma goma de gelatina dietética e rica em proteinas que
se distingue das tradicionais por ndo conter sacarose nem xarope de glicose, sendo ainda,
fonte de proteina colagénica e apresentando textura elastica e consisténcia firme. Também
através dos estudos reologicos, investigou-se a possibilidade da substitui¢do de parte da
gelatina por uma matéria-prima de menor custo, como ¢ o caso do amido de milho

modificado.

1.2.1 Objetivos especificos

De modo a atingir o objetivo geral exposto acima, o trabalho foi conduzido em etapas
que se complementam entre si. De forma mais especifica, foram investigados:

1) O comportamento reoldgico de solucdes aquosas contendo gelatina e coldgeno
hidrolisado e aplicacdo destes componentes no desenvolvimento de balas de gelatina
dietéticas enriquecidas com colageno hidrolisado.

2) O comportamento reoldgico de solugdes aquosas contendo gelatina e amido de milho
modificado em diferentes propor¢des e numa ampla faixa de temperatura, avaliando-se a
ocorréncia de separagdo de fases entre esses componentes por microscopia laser confocal.

3) Estudo reoldgico e microestrutural (microscopia eletronica de varredura e laser confocal)
de géis elaborados com gelatina e amido de milho modificado numa base de xarope de

maltitol e xilitol.
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1.3 ORGANIZACAO DO TRABALHO EM CAPITULOS

O presente trabalho encontra-se estruturado da seguinte forma:

Capitulo 1 — Introducio geral

Capitulo 2 — Revisdo bibliografica: neste capitulo sdo apresentadas informagdes a respeito
das proteinas e polissacarideos utilizados, ou seja, informagdes sobre o coldgeno hidrolisado,
gelatina e amido de milho modificado. Também € discutida a importancia do
desenvolvimento de balas e confeitos funcionais, bem como as matérias-primas utilizadas na
formulacdo das gomas de gelatina dietéticas. E discutida a importancia dos testes reolgicos
em cisalhamento oscilatério e em compressdo, como forma de obteng¢do das propriedades
mecanicas de alimentos. Também sdo apresentadas informagdes sobre propriedades Opticas e
sobre o uso destas como parametros para controle de qualidade de produtos processados. Por
fim, ¢ discutida a importancia do uso da microscopia como ferramenta para o estudo da
microestrutura de diferentes sistemas, auxiliando, entre outros, no entendimento de interacdes

entre diferentes compostos, como por exemplo, entre proteinas e polissacarideos.

Capitulo 3 - Estudo reoldgico de solucdes gelatina/colageno hidrolisado e aplicacio em
gomas dietéticas de gelatina: este capitulo apresenta o estudo do comportamento reologico
de solucdes contendo gelatina e colageno hidrolisado em diferentes propor¢des € numa ampla
faixa de temperatura. Também foi estudada a aplicacdo de gelatina e colageno hidrolisado em
gomas de gelatina dietéticas, sendo analisadas as propriedades mecanicas dos géis obtidos sob
compressdo e suas propriedades colorimétricas. Apds a obtencdo de uma formulagdo
otimizada, com caracteristicas semelhantes a uma referéncia comercial, foi realizada uma

analise sensorial e microestrural do produto final.

Capitulo 4 - Estudo reoldgico e microestrutural de solug¢des aquosas de gelatina e amido
de milho modificado: neste capitulo apresenta-se uma investigacdo do comportamento
reologico de suspensdes aquosas de gelatina e amido de milho modificado em diferentes
propor¢des ¢ numa ampla faixa de temperatura. A ocorréncia de separagdo de fases foi

avaliada através da analise microestrutural dos géis obtidos por microscopia laser confocal.
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Capitulo 5 - Texture and microstructure of gelatin/corn starch-based gummy
confections: este capitulo se constitui de um trabalho submetido a revista Food
Hydrocolloids, no qual foi estudado a aplicacdo de gelatina e amido de milho modificado
como agentes gelificantes numa base de xarope de maltitol e xilitol, visando obter uma bala
de gelatina dietética substituindo-se parte da gelatina por amido de milho modificado, uma
matéria-prima de menor custo. Os géis foram analisados por testes reologicos sob compressao
e por colorimétrico. Uma investigagdo da microestrutura foi realizada por microscopia

eletronica de varredura (MEV) e microscopia laser confocal (MLC).

Capitulo 6 — Conclusdes

Capitulo 7 — Referéncias bibliograficas



y

CAPITULO 2

Revisido bibliografica
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2.1 COLAGENO

O colageno ¢ o componente principal dos tecidos conjuntivos, incluindo o tenddo, as
cartilagens, a pele e os tecidos vasculares. Em um mesmo animal é possivel encontrar
colagenos geneticamente distintos. Muitos deles tém sido caracterizados bioquimicamente,
observando que cada tipo de tecido contém uma composi¢ao especifica de colageno.

A molécula de colageno ¢ composta de trés cadeias polipeptidicas com seqiiéncias
repetidas de forma GLI-X-Y ao longo de seu comprimento, onde X e Y sdo quaisquer
residuos de aminodcidos. Nas trés cadeias que compdem o coldgeno, duas sdo iguais e uma
diferente. Cada cadeia tem 1014 residuos associados em seqiiéncias de tripeptideos. Cada
cadeia é uma hélice levogira e as trés se enrolam em uma super hélice dextrégira para dar a
conformacdo final. O corpo principal de uma cadeia de coldgeno contém uma glicina a cada
trés residuos, mas existem regides nos extremos que nao apresentam essa periodicidade e sdo
designadas como telopeptideos. Por exemplo, o colageno bovino tem 1014 residuos com uma
glicina a cada trés posi¢des, porém, tem 16 aminodcidos no extremo amino terminal
(telopeptideo N) e 25 no extremo carboxi terminal (telopeptideo C) sem esta regularidade.
Supde-se que a estrutura dos telopeptideos seja globular, embora sua conformacio exata ainda
seja desconhecida (OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2002; WESS; ORGEL, 2000).

As moléculas do colageno (massa molar de 300.000) sdo hélices triplas com cerca de
300 nm de comprimento e 1,5 nm de didmetro. A integridade mecéanica das moléculas de
colageno nos tecidos ¢ freqlientemente melhorada pela associagdo das moléculas de colageno
em uma forma fibrilar especifica e bem estabelecida, uma vez que pode ser facilmente
visualizada por microscopia eletronica. Essa forma fibrilar, onde cada molécula de colageno
estd fortemente conectada a molécula vizinha, confere ao material uma alta resisténcia
mecanica, uma vez que a forga aplicada pode ser transmitida e distribuida entre as moléculas
através dessas conexdes. Entretanto, se o coldgeno nativo for transformado em colageno
solivel por hidrdlise enzimatica, 4cida ou alcalina, essa resisténcia mecanica é perdida
(FIGUEIRO et al., 2004; WESS; ORGEL, 2000).

O colageno ¢ largamente utilizado na industria farmacéutica e cosmética, além de ser
um biomaterial de uso bastante difundido na medicina, o que faz com que a maior parte dos
trabalhos dedicados a investigacdo de suas propriedades seja baseada em coldgeno de grau

médico. As principais aplicagdes sdo como carreador de medicamentos (FRIESS, 1998;
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FRIESS; LEE, 1996) sensores bioldgicos (FIGUEIRO et al., 2004), pele artificial, produtos
injetaveis para cirurgia plastica, coberturas de implantes e outros (FRIESS; SCHLAPP, 2001).

Mesmo considerando que existe um nimero relativamente alto de publicacdes sobre
propriedades fisico-quimicas de coldgeno em suspensdo, existem dificuldades para a sele¢do

das informa¢des mais adequadas a cada aplicacdo.

2.2 GELATINA

A dissociacdo térmica ou quimica das cadeias polipeptidicas do colageno forma o
produto conhecido como gelatina. O colageno insoluvel é convertido em gelatina soluvel por
tratamentos hidroliticos. A principal propriedade da gelatina é sua capacidade de formar géis
estaveis em temperaturas menores que 40 °C, desde que a concentragdo de gelatina na solugdo
seja no minimo de 1%; em certos casos, essa transi¢do sol-gel é reversivel (NEKLYUDOV,
2003). Os géis de gelatina contém ligacdes cruzadas ou “zonas de juncdo” formadas pelo
retorno parcial a configuracdo “ordenada” de tripla hélice similar as seqiiéncias do colageno
original, separadas ao longo do contorno da cadeia por residuos peptidicos em conformagdo
“desordenada” (ROSS-MURPHY, 1998; RENARD; VAN DE VELDE; VISSCHERS, 2006).

Uma gelatina tipica contém 14 % de umidade, 84 % proteina e 2 % de cinzas (RIX,
1990). A proteina consiste de uma mistura de aminoacidos, dos quais glicina, prolina e
hidroxiprolina estdo presentes em maior abundancia. Moléculas de gelatina contém repetidas
seqliéncias de glicina-X-Y, onde X e Y sdo freqiientemente os aminoacidos prolina e
hidroxiprolina (Figura 2.1).

As repetidas seqiiéncias de aminoacidos de forma regular sdo necessarias para a
formacdo da estrutura caracteristica em tripla hélice na gelatina e em outras proteinas da
familia do colageno. Essa estrutura é que afere a habilidade de formar gel sendo os segmentos
em tripla hélice a base para as ligagdes cruzadas e a formacdo da rede tridimensional

(CLARK et al., 1990).
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Figura 2.1 — Estrutura repetida da gelatina, responsavel pela estrutura em tripla hélice (BUREY, et al., 2008).

7

A gelatina ¢ considerada um alimento altamente digestivel, ideal como um
complemento em certos tipos de dietas. Tem apresentado, ao longo dos anos, aplicacdes na
industria de alimentos, fotografica, cosmética e farmacéutica (BINSI et al, 2009).
Recentemente, seu uso tem se expandido para novas aplicagdes como um coldide
estabilizante, sendo agente de aeracdo e emulsificante. A fonte e tipo de coldgeno
influenciardo nas propriedades da gelatina resultante. As principais matérias-primas para
producdo de gelatina sdo peles e ossos bovinos e suinos. A forca de gel, viscosidade e ponto
de fusdo da gelatina dependem do seu peso molecular e da distribui¢do e composi¢do de
aminodcidos.

A fungao da gelatina na bala de goma ¢ de formar gel, ou seja, manter a estrutura e
conferir textura. Ela pode ser encontrada nas formas pd, granular ou em folhas. As formas
granular e em folha requerem pré-hidratacdo antes do uso, enquanto que a gelatina em po
pode ser incorporada sem pré-preparo. A for¢a do gel da gelatina pode ser determinada de
varias maneiras, sendo a mais utilizada o bloom gelometer. Quanto maior o bloom, maior
forca terd o gel formado. Nas balas do tipo "gelatine jellies" se utiliza gelatina com bloom
180. A quantidade de gelatina requerida para fabricacdo de um bom gel varia de 5 a 12 %
dependendo da textura que se quer e do hloom da gelatina. A gelatina ndo é solivel em dgua
fria, mas ela amolece quando hidratada e absorve agua até dez vezes o seu peso. Uma maior
quantidade de agua e uma alta temperatura ou exposi¢do prolongada ao calor pode reduzir a
forca do gel. Em geral, ¢ normal a adigdo de solugdes de aglicar ou xarope de glicose a
solugdo de gelatina a uma temperatura menor que 82 °C. Qualquer adi¢cdo de 4cido deve ser

feita no final do processo.
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2.3 AMIDO DE MILHO MODIFICADO

Estruturalmente, o amido € um homopolissacarideo composto por cadeias de amilose e
amilopectina. A amilose ¢ formada por unidades de glicose unidas por ligacdes glicosidicas
o-1,4, originando uma cadeia linear. J4 a amilopectina ¢ formada por unidades de glicose
unidas em o-1,4 ¢ a-1,6, formando uma estrutura ramificada. As propor¢des em que essas
estruturas aparecem diferem em relagdo as fontes botdnicas, variedades de uma mesma
espécie e, mesmo numa mesma variedade, de acordo com o grau de maturacdo da planta
(ELIASSON, 2004; TESTER; KARKALAS; QI, 2004).

Ao contrario dos polimeros sintéticos, o amido € obtido a partir de fontes renovaveis,
sendo biossintetizado e estocado pelas plantas na forma de granulos de tamanhos variaveis,
que dependem da fonte. O amido ¢ constituido de duas macromoléculas principais: a
amilopectina, que ¢ uma molécula ramificada, e a amilose, que ¢ uma molécula
essencialmente linear. Ambas possuem massa molar elevada. Os granulos de amido
apresentam birrefringéncia quando observados em microscdpio Optico sob luz polarizada, o
que indica certo grau de organizag@o molecular. A parte linear das moléculas de amilopectina
forma estruturas helicoidal duplas, estabilizadas por pontes de hidrogénio entre grupamentos
hidroxila. Sdo elas que dido origem as regides cristalinas dos granulos. A regido amorfa ¢
composta pelas cadeias de amilose e pelas ramificacdes da amilopectina.

Alguns fendmenos afetam as propriedades dos amidos. Um deles é a gelatinizacdo, o
processo de transformag¢do do amido granular em pasta viscoelastica. Durante o aquecimento
de dispersdes de amido em presencga de excesso de dgua, inicialmente ocorre o inchamento de
seus granulos até temperaturas nas quais ocorre o seu rompimento, com destrui¢do da ordem
molecular e mudangas irreversiveis nas suas propriedades. A temperatura na qual ocorre este
tipo de transformagdo ¢ chamada de temperatura de gelatinizagao.

Tem-se observado um consideravel interesse no estudo dos sistemas proteina-
polissacarideo como forma de melhoria na textura dos alimentos e como desenvolvimento de
novos produtos (ELEYA OULD; LENG; TURGEON, 2006).

Amidos nativos ou modificados sdo importantes ingredientes de muitos alimentos
industrializados (ABD KARIM; NORZIAH; SEOW, 2000). Sao vastamente usados em
muitas aplicagdes em alimentos, sozinhos ou junto a outros agentes gelificantes, por exemplo,

em confeitos.
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O papel do amido nos confeitos € fornecer a estrutura e as principais caracteristicas de
textura. Amidos modificados por acidos sdo obtidos pela adicdo de uma pequena quantidade
de acido numa suspensdo do amido nativo e aquecida a temperaturas abaixo da temperatura
de gelatinizacdo produzindo amido hidrolisado (LEES, 1980). Quando o nivel de cadeias
hidrolisadas é obtido, a mistura é entdo neutralizada e o amido ¢ filtrado e posteriormente
seco. A hidrdlise 4cida na cadeia do amido resulta numa estrutura mais desintegrada e
conseqiientemente em cadeias de menor peso molecular. Essa hidrélise dcida implica em
granulos de amido mais facilmente soluveis em agua fervente (BELITZ; GROSCH, 1999)
que se desintegram quando cozidos, fornecendo uma pasta de mais baixa viscosidade quando
aquecida e mais elevada viscosidade no gel final quando comparado ao amido ndo modificado

por acidos (RIX, 1990; HERMANSSON; SVEGMARK, 1996).

2.4 GOMAS DE GELATINA

Os confeitos gelatinizados, como gomas de gelatina sdo compostos principalmente por
acucares como xarope de sacarose e glicose, combinados com componentes gelificantes como
amido, gelatina ou pectina, acompanhado da acidificacdo, adi¢do de sabor, aroma e corantes
(BUREY et al., 2009).

Segundo a legislagdo brasileira, bala de goma é o produto preparado a base de gomas
naturais, acucares ¢ adicionado de 6leos essenciais ou extratos vegetais; ou define-se, ainda,
bala de goma de amido ou bala americana como um produto preparado a base de goma de
milho, agucares e adicionada de aromatizantes (BRASIL, 1978).

No Brasil as balas de goma sio preferencialmente fabricadas com amidos e-produtos a
base de gelatina. Segundo a legislacdo brasileira ndo ha um limite para utiliza¢do de agentes
gelificantes em balas de goma (BRASIL, 1998).

As interacdes entre polissacarideos e proteinas tém sido objeto de estudo por varios
autores, principalmente com o objetivo de obter produtos com textura diferenciada e mesmo
observar efeitos sinérgicos. Neste contexto, os confeitos como gomas se mostram ideais para
esse tipo de estudo, pois sdo simples o suficiente para evitar a complexidade inerente dos
sistemas bioldgicos, porém sdo produtos alimenticios reais (DEMARS; ZIEGLER, 2001).

Geralmente ¢ feita a mistura dos agucares que ¢ aquecida até a ebulicdo e depois ¢

adicionado o agente gelificante. A maior parte desses agentes ¢ muito sensivel a acdo do
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calor. A sua adi¢cdo a massa ¢ feita ao final para evitar a hidrdlise ou destrui¢do pelo calor.
Essa mistura final ¢ depositada em moldes de amido. Outros métodos podem ser utilizados,
como depodsito em moldes de borracha ou derramamento em pranchas. Depois de levadas aos
moldes, os confeitos sdo secos até o teor de umidade e textura desejados. De um modo geral,
as gomas sdo confeitos que apresentam cerca de 20 % de umidade e contém uma significativa
proporcao de carboidratos de baixo peso molecular, como xaropes de sacarose e de milho.
Existe uma demanda por produtos sem adi¢do de sacarose, principalmente por
consumidores diabéticos. Ha a necessidade de um maior desenvolvimento desses produtos,
principalmente em relacdo a confeitos. Para o fabricante tradicional de balas e caramelos, o
importante na fabricacdo dos dietéticos é a possibilidade de utilizagdo dos equipamentos
normais de fabricacdo desses produtos. E fundamental que o produto que substitui o
complexo sacarose/xarope de milho apresente viscosidade suficiente para impedir a
mobilidade das moléculas e, conseqiientemente, a formagdo de nucleos de cristalizagdo. Esse
produto deve possuir alta estabilidade, podendo ser aquecido sem que haja risco de
caramelizag@o ou escurecimento mesmo na presenga de proteinas, isto €, ndo devem participar

da reacdo de Maillard.

2.4.1 Lycasin®

A substituicdo de sacarose por outros edulcorantes ¢ uma pratica comum em alimentos
¢ bebidas industrializados para obtencdo de produtos de baixa caloria. A formulag¢do de
produtos com teor de sacarose reduzidos (dietéticos) requer um extenso conhecimento das
propriedades e comportamento do edulcorante utilizado e dos fatores que podem afetar as
caracteristicas finais, principalmente sabor e textura, do produto dietético. E sabido que
sacarose além do poder adogante, funciona como agente de corpo e modificador de textura.
Assim, a substitui¢do de sacarose por outros edulcorantes pode afetar tanto as propriedades
mecénicas como a percepgio da textura pelo consumidor (MUNOZ; PANGBORN; NOBLE,
1986; WILSON; BROWN, 1997; MORITAKA; NAITO, 2002).

O Lycasin® ¢ um xarope de maltitol obtido pela hidrogenagdo da D-maltose.
Apresenta-se na forma de uma solucdo aquosa incolor. Sua solubilidade ¢ comparativamente

maior que a do sorbitol e sua viscosidade é menor, devido a massa molar. Na fabricacdo de
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bala de goma, a principal funcdo do Lycasin® é atuar como agente de corpo, sendo a sua
funcdo secundaria atuar como adogante. Este xarope € estavel ao calor, o que possibilita o seu

emprego a altas temperaturas na fabricagdo de balas.

2.4.2 Xilitol

O xilitol ¢ um composto do grupo dos polidis, ou seja, é um alcool que apresenta um
grupo hidroxila ligado a cada atomo de carbono (C) de sua molécula. Esse alcool tem a
formula quimica CsH;,0s e pode ser encontrado em liquens, fungos, algas e vegetais, e
também como um intermediario do metabolismo de carboidratos em animais, inclusive no
homem. Esse alcool apresenta-se como um po6 cristalino e branco, sem odor. Suas
caracteristicas quimicas proporcionam sensac¢do de frescor quando dissolvido na saliva, efeito
explorado em pastilhas, chicletes e balas.

E um adocante natural encontrado nas fibras de muitos vegetais, incluindo milho,
framboesa, ameixa, entre outros. Também pode ser extraido de alguns tipos de cogumelo. Sua
dogura relativa € igual a da sacarose e superior a de outros polidis, como sorbitol ¢ manitol,
também utilizados como adocantes. O xilitol possui menor massa molar (140,0 g/mol) quando
comparado a sacarose (342,0 g/mol) o que implica numa redu¢do aproximada de 40 % do

valor caldrico. Outra vantagem deste adogante é que ndo provoca caries.

2.5 REOLOGIA DOS ALIMENTOS

Reologia ¢ a ciéncia que estuda a deformacgdo e escoamento dos materiais. A relacdo
especifica que se desenvolve entre a tensdo aplicada e a deformacgdo resultante para um
determinado material pode ser expressa em termos de suas propriedades reoldgicas. Assim,
esses dois pardmetros mecanicos (a tensdo e a deformacdo) formam a base para a
classificagdo dos materiais — sob o ponto de vista reologico — em trés grupos principais:
elasticos, plasticos e viscosos (VELEZ-RUIZ, 2002). Nos processos de engenharia, dados de
viscoelasticidade podem ser muito uteis no entendimento de varios problemas (STEFFE,

1996).
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De acordo com Steffe (1996) e Vélez-Ruiz (2002) existem numerosos tdpicos de
interesse na industria de alimentos que se relacionam a reologia:

e Aplicacdo e célculos da engenharia de processos, envolvendo o projeto de uma grande
variedade de equipamentos, tais como tubulagdes, bombas, extrusores, misturadores,
trocadores de calor, viscosimetros e outros.

e (Caracterizagdo fisica de solidos, liquidos e semi-solidos.

e Desenvolvimento de novos produtos e reformulagao.

e Controle de qualidade de produtos finais ou intermediarios.

e Testes de vida de prateleira.

e Avaliacdo da textura correlacionando com a avaliagdo sensorial.

e Compreensdo da estrutura dos materiais.

2.6 COMPORTAMENTO REOLOGICO SOB CISALHAMENTO OSCILATORIO

Os ensaios reologicos sob cisalhamento oscilatério de baixa amplitude ou também
chamado de ensaios reoldgicos dindmicos, podem ser utilizados para determina¢do das
propriedades viscoeldsticas dos alimentos (RAO, 1999; MOHSENIN, 1986). Nos ensaios
reoldgicos dindmicos, o material é deformado periodicamente, por uma tensdo que varia
senoidalmente com o tempo. Um ensaio periodico, a uma freqiiéncia de oscilagdo m, equivale
quantitativamente a um teste ndo-estacionario no tempo 1/®, permitindo que se obtenha uma
quantidade consideravel de informagdes correspondentes em tempos muito curtos. Os testes
dindmicos permitem calcular o modulo de armazenamento (G') e o moddulo de dissipacdo
mecanica (G"") sobre uma grande faixa de freqiiéncias. A dissipacdo mecanica esta associada
com a perda de energia e o aquecimento devido ao atrito entre as moléculas (MOHSENIN,
1986).

Um gel apresenta propriedades intermediarias entre um sélido (eldstico) e um liquido
(viscoso) e, portanto, apresenta comportamento viscoelastico (BARNES; HUTTON;
WALTERS, 1989). Em um liquido perfeitamente viscoso a tensdo depende apenas da taxa de
deformag¢@o. Um liquido viscoso ndo tem “memoria”, o trabalho mecanico necessario para
produzir qualquer deformacdo ¢ dissipado instantaneamente. Por outro lado, em um solido

perfeitamente elastico, a tensdo depende somente da magnitude da deformacgdo sofrida. O
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trabalho mecanico empregado na deformacdo ¢ armazenado na forma de energia elastica.
Uma substancia viscoeldstica apresenta um comportamento hibrido: ao mesmo tempo em que
uma parte da energia recebida durante a sua deformacdo € armazenada, a outra € dissipada. A
tensdo depende da histéria da deformagdo; algum tempo se passa antes que o material
“esqueca” sua forma anterior (GRAESSLEY, 1984).

Para ensaios reoldgicos oscilatorios, inicialmente se realiza uma varredura em
deformacdo crescente para verificacdo da regido de viscoelasticidade linear, mantendo-se a
freqliéncia de oscilagdo constante. Todas as subseqiientes varreduras de freqiiéncia sdo
realizadas mantendo-se a deformag¢@o constante na faixa de viscoelasticidade linear. Quando
materiais sdo testados na regido de viscoelasticidade linear, as fung¢des dos materiais ndo
dependem da magnitude da tensdo nem da intensidade da deformacdo ou da taxa de
deformacdo (STEFFE, 1996). Assim, se trabalharmos numa regido linear, a aplicagdo de uma
tensdo ird produzir como resposta uma deformagdo diretamente proporcional a tensdo
aplicada.

De acordo com Rao (1999), num teste oscilatério, a amostra de alimento é submetida a
uma pequena forga oscilatoria ou deformacao y(t) que varia senoidalmente com o tempo t, de

acordo com a equagdo (2.1).

Y(t) =y, sin(wt) (2.1)

onde Y ¢ a amplitude maxima da deformacdo e ® € a freqiiéncia angular. A deformacao
aplicada resulta em duas componentes de tensdo na viscoelasticidade do material: uma
componente elastica alinhada com a deformagdo e outra defasada em 90° referente a
componente viscosa. A diferenciacdo da equagdo (2.1) resulta na equagdo (2.2), a qual mostra
a taxa de deformagdo y(t) relacionada com a componente viscosa que ¢ /2 radianos defasada

com a deformacao.
Y(t) =y, © cos(ot) (2.2)
Para deformacdo dentro da faixa de viscoelasticidade linear, a equagdo (2.3) expressa a

tensdo produzida em termos de um modulo elastico ou de armazenamento (G') e um mddulo

viscoso ou de dissipagdo (G™).
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o9 =G y,sin(wt) + G y, cos(ot) (2.3)

Para um material viscoelastico, a tensdo resultante ¢ também senoidal, mas mostra um
angulo de fase atrasado de 6 radianos quando comparado com a deformacdo. O angulo de
fase, 9, varia numa faixa de 0 a /2 a medida em que o componente viscoso aumenta. A

equacdo (2.4) também expressa a variacdo senoidal da tensdo resultante.

o(t) = oy sin (ot +9) 2.4)

As expressdoes seguintes, derivadas das equagdes (2.3) e (2.4), definem o

comportamento viscoelastico:

G = [2]|cosd (2.5)
ROY

G = |2|sind (2.6)
| Yo

tan § = ‘é— Q2.7)

onde G* (Pa) ¢ o modulo de armazenamento, G** (Pa) o mddulo de dissipacdo e tand € a
tangente da razdo entre o mddulo de dissipagdo e o modulo de armazenamento.

O moédulo de armazenamento, G', expressa a magnitude da energia que ¢ armazenada
no material ou recuperada por ciclo de deformacdo. Portanto, para um sélido perfeitamente
elastico, toda a energia é armazenada, ou seja, G** € zero e a deformacdo e a tensdo estardo
em fase como na Figura 2.2(A). Por outro lado, para um fluido com propriedades nio-
elasticas, toda a energia ¢ dissipada na forma de calor, ou seja, neste caso, G' ¢ zero e a tensdo
e a deformagio estardo defasadas em 90° como pode ser observado na Figura 2.2(B).

Para um material especifico, as magnitudes de G° ¢ G sd3o influenciadas pela
freqliéncia, temperatura e deformacdo. Para valores de deformacdo dentro da faixa de
deformacdo linear, G* ¢ G sdo independentes da deformacgdo aplicada, como ja discutido
anteriormente. Essas fung¢des viscoelésticas tém sido investigadas e possuem um papel muito

importante no estudo reologico da estrutura dos polissacarideos.
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2.6.1 Rampa de Freqiiéncia

A rampa de freqiiéncia ¢, provavelmente, o método mais comum de teste oscilatorio
porque mostra como o comportamento da viscosidade e da elasticidade dos materiais muda
com a taxa de aplica¢do da deformacdo ou da tensdo. Neste teste, a freqii€éncia ¢ aumentada
enquanto a amplitude (tensdo ou deformac¢do) ¢ mantida constante. Rampas de freqiiéncia sao
usualmente utilizadas para comparacdo de diferentes produtos ou para comparagdo do efeito
da adi¢d@o de ingredientes e/ou processos de tratamento na viscoelasticidade dos alimentos. Os
materiais usualmente apresentam caracteristicas mais parecidas aos solidos em altas

freqtiéncias (STEFFE, 1996).
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Figura 2.2 — Resposta da tensdo e deformac¢do de um liquido Newtoniano e de um sélido perfeitamente elastico
em testes dindmicos. Linhas sdlidas = deformagdo. Linhas pontilhadas = tensdo. A = Soélido
elastico, tens@o e deformagdo em fase. B = Liquido Newtoniano, tensdo e deformagdo defasados
em 90°. C = Material viscoelastico, tens@o e deformacdo com defasagens menores que 90°.
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Quando se realiza uma varredura de freqiiéncia, mantendo-se a temperatura constante,
pretende-se avaliar a estrutura do sistema com base nas curvas dos modulos de
armazenamento (G’) e de dissipacdo (G”) (TELIS; KIECKBUSCH, 1997; TELIS; TELIS-
ROMERO; GABAS, 2005).

Quando se trabalha com solug¢des diluidas, os valores de G’ s@o maiores que G’ por
toda a faixa de freqiiéncia, sendo que nas maiores concentracdes a diferenca entre os modulos
tende a diminuir. Para solugdes concentradas, as curvas de G’ ¢ G’ se interceptam durante a
varredura de freqiiéncia mostrando comportamento parecido ao dos sélidos nas freqiiéncias
mais altas. Segundo Steffe (1996), o ponto em que as curvas se interceptam ocorre quando
G’=G"’ e, este ponto corresponde a um angulo de fase igual a /4. Quando se trata de um gel,
os valores de G’ serdo significativamente maiores que G’’ por toda a faixa de freqiiéncia

estudada.

2.6.2 Rampa de temperatura

Neste tipo de ensaio, G e G s@o determinados em fun¢do da temperatura, numa
freqiiéncia (w) fixa. Este teste é apropriado para estudo da formacdo de gel durante o
resfriamento de uma dispersdo aquecida (RAO; COOLEY, 1993), gelatinizacdo de dispersdes
de amido durante o aquecimento e a formagdo de géis de proteinas. Esse tipo de teste é muito
comum nos estudos de problemas que envolvem a temperatura como fonte de mudancas no
comportamento reologico. Exemplos tipicos associados com aquecimento sdo: derretimento
de chocolates ou queijos através da fusdo da gordura, gelificagdo para formar géis de pectina,
solucdes espessantes de amido gelatinizado, e aumento de consisténcia dos produtos carneos e

de ovos devida a desnaturacdo protéica (STEFFE, 1996).

2.6.3 Analise do angulo de fase (6)

De acordo com Steffe (1996); Menard (1999); Burey et al. (2009), a tendéncia de uma
solucdo diluida ou concentrada apresentar um comportamento mais parecido com um fluido

ou com um sélido ao longo de uma rampa de freqiiéncias crescentes pode ser examinando
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com mais detalhes considerando-se a dependéncia do angulo de fase (0) em fungdo da
freqiéncia (®). Ou seja, o angulo de fase pode ser calculado através dos moddulos de
dissipagdo e de armazenamento, de acordo com a equagdo (2.7).

Resultados do angulo de fase podem ser observados na Figura 2.3. O maximo valor do
angulo de fase corresponde aos fluidos Newtonianos € equivalente a 7/2 radianos ou 90 graus,
enquanto que esse valor € nulo quando se trata de um s6lido Hookeano. Assim, num ensaio de
varredura de freqiiéncia num material real, a resposta observada para o angulo de fase estara

entre os extremos elasticos (sélido Hookiano) e viscosos (fluido Newtoniano).
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Figura 2.3 — Varia¢do do angulo de fase (8) com a freqiiéncia (o) para materiais tipicos. A linha do limite

superior se refere a um fluido Newtoniano (& = 7/2) e a do limite inferior a um s6lido Hookeano (8
=0). (STEFFE, 1996).

2.7 COMPORTAMENTO REOLOGICO EM COMPRESSAQO

Existem duas formas de analisar o comportamento reologico de alimentos sob
compressdo: sensorialmente, com provadores, ou utilizando equipamentos. De um modo
geral, investiga-se como os alimentos se deformam quando submetidos ao processo de

mastigagdo e engolimento, ou seja, como ¢ o comportamento da textura de um produto.
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Quando informagdes sobre o perfil de textura sio geradas e interpretadas, esse teste ¢
chamado de Analise de Perfil de Textura, também conhecido como TPA (Texture Profile
Analysis).

Instrumentos de analise de perfil de textura (TPA) tém sido utilizados por muitos anos
para a medida das propriedades de textura de alimentos (BOURNE, 1982). Os parametros de
textura obtidos de uma curva for¢a/deformacdo de um teste TPA t€m sido correlacionados
com caracteristicas sensoriais para estimativa dos pardmetros de textura.

Num texturdmetro, avalia-se uma amostra do produto, com forma geométrica bem
definida. A amostra é colocada numa base plana e uma base cilindrica se move de modo a
comprimir o produto por duas vezes consecutivas, simulando as duas primeiras mordidas
efetuadas em um alimento. Desta forma, este teste tenta refletir a percep¢do humana de
textura. A Figura 2.4 apresenta a curva caracteristica de uma analise de perfil de textura.
Através desta curva, varios pardmetros de textura podem ser definidos (BOURNE, 1978;
SZCZESNAIK; BRANDT; FRIEDMAN, 1963):

e Fraturabilidade: for¢a necessaria para a primeira grande queda na curva de forga.
Termos populares para fraturabilidade estdo relacionados ao produto que se esfarela,
que ¢ quebradi¢o ou trituravel.

e Dureza 1: forca maxima medida durante a primeira compressdo. Popularmente
chamada de maciez, firmeza ou dureza.

e Area 1: area formada entre o eixo x (tempo) e a curva de forca até atingir o maior pico
(dureza 1), ou seja, refere-se ao trabalho realizado sobre a amostra durante a primeira
“mordida”.

e Adesividade: Area 3, abaixo da linha de for¢a nula, representa o trabalho, provocado
por uma forca eléstica, necessaria para desprender o alimento, separando-o das placas
de compressdo. Termos populares para descrever esse parametro sdo: grudento e
pegajoso.

e Forc¢a adesiva: maxima forca negativa.

e Pegajosidade: medida da distincia pela qual o alimento se estende antes de se
desgrudar das placas que o comprimem.

e Dureza 2: maxima for¢a medida durante a segunda compressao.

e Area 2: area abaixo da curva de forca, durante a segunda compressio, até a forca
maxima medida; representa o trabalho realizado na amostra durante a segunda

compressdo.
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Elasticidade: distancia ou comprimento do ciclo de compressdo durante a segunda

“mordida”. Termos populares sdo plasticidade e elasticidade.

e Coesividade: ¢ a razdo entre a area 2 dividida pela area 1.

e Mastigabilidade: equivale ao produto da gomosidade pela elasticidade. Termos
populares conhecidos sdo macio, mole, mastigavel ou duro. Uma amostra de produto

ndo pode exibir mastigabilidade e gomosidade: a mastigabilidade se refere a alimentos

solidos e a gomosidade a alimentos semi-sélidos.
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Figura 2.4 — Curva caracteristica do perfil de textura (Adaptado de BOURNE; KENNY; BARNARD, 1978

apud STEFFE, 1996).

2.8 PROPRIEDADES OPTICAS

A aparéncia, a textura e o sabor estimulam os sentidos e provocam varios graus de
reacdes de desejo ou rejeicdo. Através de um processo complexo, o consumidor escolhe um

alimento pelo seu nivel de qualidade sensorial. A cor ¢ um dos principais parametros

indicadores de qualidade e tem forte influéncia na aceitagdo do consumidor.
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Nas medidas instrumentais da cor de materiais opacos, a reflexdo da luz sobre o objeto
¢ detectada em uma escala de trés elementos L*a*b* (sistema Hunter Lab e CIELAB), os
quais eliminam a subjetividade envolvida na discussdo de cor. Nesse sistema, L* define a
luminosidade (L*=0 preto e L*=100 branco) e a* e b* sdo responsaveis pela cromaticidade
(+a* vermelho e -a* verde, +b* amarelo e -b* azul).

Sabe-se que os corantes possuem um pequeno efeito na sensacdo do sabor/textura dos
géis, como as gomas de gelatina, sendo responsaveis apenas pelas propriedades de aparéncia e
uma possivel ajuda na percep¢do do sabor (EDWARDS, 2000). A maior parte dos corantes ¢
soluvel em agua e adicionada em pequenas quantidades (< 1%), durante o processamento dos
géis. De um modo geral, independentemente da cor escolhida para as gomas de gelatina, estas
devem apresentar a maxima transparéncia possivel, uma vez que este é um dos parametros de
qualidade avaliado pelos consumidores.

Os parametros L*a*b* podem ser obtidos com uso de um colorimetro trabalhando
com Dgs e luz do dia. A diferenga de cor (AE) pode ser calculada através dos parametros

definidos acima, utilizando a equacéo (2.8):

AE= (1LY + (a0 + (b-b)’ 2.5)

onde L', a e b devem ser os pardmetros colorimétricos de uma referéncia da qual deseja-se
obter a diferenca de cor.
A opacidade (Y) pode ser obtida de acordo com a relagdo entre a opacidade de cada

amostra sobre o padrdo preto (Yp) e padrdo branco (Y3,), conforme a equagéo (2.9):
Y =(Yy/Yy) x 100 (2.9)

A opacidade assim medida (entre 0 e 100%) apresenta uma escala arbitraria.
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2.9 MICROSCOPIA

A microscopia ¢ uma técnica que pode ser usada para complementar as informagdes
obtidas através de medidas das propriedades fisicas, reoldgicas e de textura dos alimentos. Por
outro lado, muitos engenheiros de alimentos ainda ignoram a importancia da microestrutura
por algumas razdes importantes, como:

e A énfase da induastria de alimentos no ultimo século tem sido o desenvolvimento de
processos seguros e confiaveis para produgdo em larga escala de produtos tradicionais.

e Engenheiros de alimentos ainda tém pouco conhecimento sobre os fundamentos de ciéncia
ligados as propriedades estruturais dos alimentos.

e As técnicas auxiliam no estudo da microestrutura, mas ndo foram desenvolvidas para
fornecer informagdes importantes para engenheiros, como por exemplo, informacdes
quantitativas (AGUILERA, 2000).

Avangos na tecnologia computacional e o desenvolvimento de programas de andlise
mais sofisticados tém permitido uma rdpida andlise de imagens de microestrutura,
possibilitando a obten¢@o de informagdes como area, comprimento, volume e formas, entre
outras dos diferentes componentes de cada sistema.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) ¢ uma ferramenta muito util para
examinar a superficie dos componentes microestruturais. Amostras sdo colocadas sob
suportes, algumas vezes fraturadas e cobertas com um componente metalico. A visualizagdo
das amostras permite uma andlise tri-dimensional da estrutura dos diferentes sistemas.

Atualmente, a microscopia laser confocal (MLC) tem sido uma ferramenta valiosa na
obtenc¢do de imagens de alta resolucdo. Com a combinagao dos principios de fluorescéncia e
da microscopia, a microscopia confocal pode ser utilizada como ferramenta, para visualizagio
da estrutura morfoldgica de géis, inclusive da distribui¢do de seus constituintes na matriz.
Pela microscopia confocal a laser pode ser possivel investigar o arranjo estrutural tanto por
superficie como por profundidade (interior da matriz do gel), viabilizando com isso a
obtencdo de maiores informagdes sobre a estrutura dos biofilmes.

A MLC ¢é uma ferramenta eficaz para a visualizacdo de granulos de amido de
diferentes fontes botanicas durante o processamento e na aplicacdo final. A MLC nédo requer
preparagdes dificeis como secagem e metalizagdo, como no caso da MEV. Além disso, essa

técnica ndo limita a observagdo de granulos de amido nativos, bem como pode ser usada para
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visualizar o processo de gelatinizagdo e os residuos de granulos nas pastas de amido também
podem ser observados (VAN DE VELDE; RIEL; TROMP, 2002).

Na microscopia laser confocal, o contraste ¢ obtido por diferengas na fluorescéncia.
No caso de mistura de ingredientes alimenticios poliméricos, um marcador precisa ser
adicionado por dissolugcdo nas amostras. Assim, as moléculas deste marcador irdo difundir
pela amostra de acordo com a acessibilidade e afinidade. Imagens mais especificas podem ser
obtidas por marcacdes covalentes de um dos componentes do sistema. E esperado que a
presenca do marcador ndo mude as propriedades dos componentes nas amostras e, como
conseqiiéncia, ndo afete a estrutura da imagem a ser analisada (TROMP et al., 2001).

A Rodamina B ¢ um marcador especifico de proteinas. Van de Velde, Riel & Tromp
(2002) estudaram a morfologia de granulos de diferentes fontes botanicas de amido através de
MLC e mostraram que, em auséncia ou em baixas concentragdes de proteina, o marcador
Rodamina B liga-se aos granulos de amido enquanto que, em sistemas contendo altas
concentragdes de proteina, granulos de amido apresentam-se com um orificio em preto e o

marcador liga-se a fase protéica.
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RESUMO

O comportamento reoldgico de solugdes aquosas de gelatina e coldgeno hidrolisado (4 € 10 %
de solidos totais) foi estudado utilizando testes dinamicos oscilatorios em um redmetro
rotacional de tensdo controlada com geometria cone e placa (60 mm, gap 52 um). Um sistema
Peltier foi utilizado na base da geometria para controle de temperatura. O pH médio das
solucdes contendo 4 % de solidos soluveis foi de 6,16 £ 0,08 e com 10 % de sélidos soluveis
foi de 5,82 £ 0,04. Em todas as concentragdes, o mddulo de armazenamento, G', aumentou
com o aumento da freqiiéncia angular. Como esperado, o valor dos modulos observados na
regido de platd aumentou com o aumento da concentra¢do de gelatina. O inicio do platd
variou com a concentracdo de gelatina: essa posicdo foi deslocada no sentido da menor
freqliéncia para as mais altas concentracdes de gelatina. Os valores de G* ¢ G** aumentaram
com a diminui¢do da temperatura. O coldgeno hidrolisado ndo apresentou comportamento de
gel. Também foram estudados o comportamento reoldgico por compressdo e as propriedades
opticas e microestruturais de gomas de gelatina dietéticas enriquecidas com colageno

hidrolisado. As gomas foram preparadas a base de xarope de maltitol e xilitol, sendo
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utilizadas concentragdes de gelatina de 7 a 11 % e de coldgeno hidrolisado de 2 a 8 %, de
acordo com um planejamento fatorial do tipo central composto. Os géis apresentaram pH
médio de 6,16 + 0,12 e teor de solidos soluveis entre 77,3 e 82,1 °Brix. Foram avaliados
parametros de textura, utilizando testes de andlise de perfil de textura (TPA) em um
texturoOmetro, e de opacidade e diferenca de cor a partir de um estudo colorimétrico. Os dados
foram analisados através de superficie de resposta, ndo sendo observados efeitos
significativos (p<0,05) na intera¢do entre as concentragdes de colageno hidrolisado e gelatina
quanto a dureza das amostras. A maior concentracdo de gelatina e de colageno hidrolisado
resultou numa maior opacidade e numa diferenga de cor crescente expressa por uma relagdo
linear (R*>0,98). O aumento na concentracio de gelatina foi responsavel pelos maiores
valores de dureza, sendo a formulacdo contendo 9 % de gelatina e 5 % de colageno
hidrolisado a que apresentou textura mais proxima de uma referéncia comercial. A
microestrutura da bala obtida na formulacdo 6tima foi estudada por microscopia eletronica de
varredura (MEV). A andlise sensorial do produto final mostrou aceitacdo por 86,4 % do

publico infantil e 83,9 % dos adultos.

ABSTRACT

The rheological behavior of aqueous solutions of gelatin and hydrolyzed collagen (4 and 10
wt%) was studied using dynamic oscillatory shear tests in a controlled stress, rotational,
rheometer fitted with a cone and plate geometry (60 mm, gap 52 um). A Peltier system in the
bottom plate provided the temperature control. pH values were 6,16 + 0,08 (4 wt%) and 5,82
+ 0,04 (10 wt%). For all concentrations, the storage modulus, G’, increased with the
increasing angular frequency. As expected, the modulus plateau value increased with the
increasing of gelatin concentration. The onset of the modulus plateau varied with gelatin
concentration: its position was shifted to lower angular frequencies for higher gelatin
concentrations. G* and G values increased at lower temperatures. Hydrolyzed collagen did
not show gel formation ability. Rheological behavior under compression, as well as optic and
microstructural properties of diet gelatin gummies enriched with hydrolyzed collagen were
also studied. The gummies were prepared with maltitol syrup and xilitol, gelatin (7 to 11

wt%) and hydrolyzed collagen (2 to 8 wt%), according to a central composite design. Gels
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showed a pH value of 6.16 = 0.12 and 77.3 e 82.1 °Brix of soluble solids. Parameters of
texture, opacity and color difference were evaluated using a texturometer and a colorimeter.
The results were analyzed using a surface-response experimental design and significant
effects (p<0.05) in the interaction between gelatin and collagen concentrations were not
observed in relation to hardness. The higher concentrations of gelatin and hydrolyzed collagen
resulted in a higher opacity and a crescent color difference expressed by a linear relation
(R*>0.98). The increase in gelatin concentration was responsible by the increasing of
hardness. The gel formulation that showed the most similar texture comparing with the
commercial gummies contained 9 wt% of gelatin and 5 wt% of hydrolyzed collagen. The
microstructure of the optimized gummy formulation was studied by scanning electron
microscopy (SEM). Sensorial analyses of the final product showed 86.4 % acceptance from

children and 83.9 % from adults.
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3.1 INTRODUCAO

Misturas de biopolimeros tém sido extensivamente estudadas nas Ultimas décadas
devido a grande importancia que estes podem exercer nas propriedades dos alimentos e nas
formula¢des (PLUCKNETT et al., 2000; NORTON; FRITH, 2001; TOLSTOGUZOV, 2003)

Proteinas sdo biopolimeros que contribuem para as propriedades estruturais e de
textura de alimentos através de seu poder de agregag¢do ou gelificagdo. O coldgeno ¢ o
componente principal dos tecidos conjuntivos, incluindo o tenddo, as cartilagens, a pele e os
tecidos vasculares. A dissociag@o térmica ou quimica das cadeias polipeptidicas do coldgeno
forma o produto conhecido como gelatina. O coldgeno insolivel ¢ convertido em gelatina
soluvel por tratamentos hidroliticos. A principal propriedade da gelatina — e responsavel pela
sua funcionalidade — € sua capacidade de formar géis estdveis em temperaturas menores que
40 °C. Além da industria de produtos alimenticios, os biopolimeros encontram cada vez mais
aplicagdes na industria farmacéutica, de cosméticos, engenharia biomédica, embalagens
biodegradaveis e outros.

As moléculas do colageno (massa molar de 300.000) sdo hélices triplas com cerca de
300 nm de comprimento e 1,5 nm de didmetro. A integridade mecénica das moléculas de
colageno nos tecidos € freqlientemente melhorada pela associacdo das moléculas de colageno
em uma forma fibrilar especifica e bem estabelecida, uma vez que pode ser facilmente
visualizada por microscopia eletronica. Essa forma fibrilar, onde cada molécula de colageno
estd fortemente conectada a molécula vizinha, confere ao material uma alta resisténcia
mecanica, uma vez que a forga aplicada pode ser transmitida e distribuida entre as moléculas
através dessas conexdes. Entretanto, se o coldgeno nativo for transformado em coldgeno
solivel por hidrdlise enzimatica, acida ou alcalina, essa resisténcia mecanica é perdida
(FIGUEIRO et al., 2004; WESS; ORGEL, 2000). O colageno hidrolisado vem sendo
avaliado como um ingrediente que permite aumentar o teor protéico de alimentos, porém sem
ser o responsavel pela formagdo de gel.

A gelatina ¢ considerada um alimento altamente digestivel, ideal como um
complemento em certos tipos de dietas. Tem apresentado, ao longo dos anos, aplicagdes na
industria de alimentos, fotografica, cosmética e farmacéutica (BINSI et al., 2009).
Recentemente, seu uso tem se expandido para novas aplicagdes como um coldide
estabilizante, sendo agente de aeracdo e emulsificante. A fonte e tipo de coldgeno

influenciardo nas propriedades da gelatina resultante. As principais matérias-primas para
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producdo de gelatina sdo peles e ossos bovinos e suinos. A forca de gel, viscosidade e ponto
de fusdo da gelatina dependem do seu peso molecular e da distribuicdo e composicdo de
aminoacidos.

Os géis de gelatina contém ligagdes cruzadas ou “zonas de jun¢do” formadas pelo
retorno parcial a configuracdo “ordenada” de tripla hélice similar as seqiiéncias do colageno
original, separadas ao longo do contorno da cadeia por residuos peptidicos em conformacio
“desordenada” (ROSS-MURPHY, 1998; RENARD; VAN DE VELDE; VISSCHERS, 2006).

As balas de gelatina ou gomas de gelatina sdo confeitos muito populares na Europa e
Estados Unidos, disponiveis em vdarios formatos, cores e sabores, inclusive na sua forma
tradicional de ursinhos. No Brasil, entretanto, as balas gelificadas sdo preferencialmente
fabricadas com amidos. Os produtos a base de gelatina ainda representam uma pequena
parcela das vendas de balas e confeitos, com potencial de crescimento (QUEIROZ, 1999).

O aparecimento da categoria de confeitos funcionais ou confeitos fortificados ¢ uma
tendéncia mundial englobando os produtos fortificados com vitaminas, minerais ou outros
ingredientes com algum aspecto nutricional ou propriedade relacionada a saude.

As balas de goma s3o uma grande classe de confeitos de baixa coc¢do e com alto
contetdo de umidade (cerca de 20 % ou mais) cuja textura ¢ fornecida pelo agente gelificante
utilizado, podendo ser goma ardbica, agar, gelatina, pectina e amidos especiais (JACKSON;
LEES, 1973; QUEIROZ, 1999). Entretanto, a maioria desses confeitos consiste de sacarose,
xarope de glucose, amido, gelatina e agua, com um numero de componentes utilizados em
pequenas quantidades como 4cidos, aromas e corantes (BUREY et al., 2009). Garcia (2000)
cita que os fatores determinantes para a aceitagcdo e preferéncia dos consumidores em relagao
as gomas de gelatina sdo sua textura, a boa claridade ou auséncia de turbidez e a cor clara e
brilhante.

Os objetivos do presente estudo foram: 1) avaliar o comportamento reoldgico de
suspensdes de gelatina e de coldgeno hidrolisado, bem como de suas misturas, buscando
entender o comportamento viscoelastico e as caracteristicas dos géis formados a partir desses
compostos puros ou combinados entre si; 2) otimizar a proporcdo de gelatina e coldgeno
hidrolisado com o fim de obter a textura adequada a uma bala de gelatina dietética, avaliando-

se as propriedades mecanicas, Opticas, estruturais e aceitagdo dos géis formados.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material

Para os ensaios reologicos, utilizou-se gelatina extraida de pele bovina, com forga de
gel de 240 bloom, colageno hidrolisado Hidrogel® (Gelita, Mococa, Brasil) e 4gua destilada.

Para o preparo das gomas de gelatina, utilizou-se, além da gelatina, colageno
hidrolisado e 4gua, uma base de xarope de maltitol (Lycasin®, Roquette, Lestrem, Franca) e

xilitol (Tovani Benzaquen, Sdo Paulo, Brasil).

3.2.2 Preparo das amostras para ensaios reologicos

Gelatina e coldgeno hidrolisado foram dissolvidos em 4gua destilada, com auxilio de
um bastdo de vidro. Foram preparadas suspensdes contendo diferentes proporgdes dos
biopolimeros de modo a obter-se sistemas com concentragio total de 4 e 10 % (em massa) de
solidos totais. Em ambos os casos, isto €, para ambas as concentracdes totais de sélidos, esse
total foi constituido de gelatina e colageno hidrolisado nas seguintes proporgdes: 0:100;
25:75; 50:50; 75:25; 100:0 (gelatina:colageno, % em massa), respectivamente.

Os compostos foram pesados em balang¢a analitica (MARCONI, JK 200, Piracicaba,
Brasil) e o valor do pH da solucdo resultante foi medido com auxilio de um pHmetro digital
(TECNAL, Tec-3MP, Piracicaba, Brasil). As solug¢des ficaram imersas em banho aquecido a
30 °C por 12 horas visando a hidrata¢do dos polimeros, sendo que os ensaios comegaram a ser

realizados na temperatura de 20 °C.

3.2.3 Ensaios reologicos

Testes oscilatorios foram realizados em um redometro AR-2000ex (TA Instruments,

Delaware, USA), utilizando geometria cone e placa (2° 0’ 11°’) com um espacamento de 52
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um. Amostras de 2,0 mL foram utilizadas, inseridas no redmetro com auxilio de uma pipeta
automatica. A programacio de cada ensaio reoldgico seguiu as seguintes etapas:

e Varredura de freqiiéncia (0,1 a 100 rad.s™) a 20 °C.

e Rampa de aquecimento até 80 °C (2 °C/min; 1 rad.s™).

e Isotérmico a 80 °C por 10 minutos (1 rad.s'l).

e Resfriamento até 20 °C (2 °C/min; 1 rad.s™).

e Isotérmico a 20 °C por 1 hora (1 rad.s™).

e Varredura de freqiiéncia (0,1 a 100 rad.s™) a 20 °C.

e Resfriamento até 5 °C (2 °C/min; 1 rad.s™).

Os ensaios foram realizados em duplicata.

3.2.4 Preparo das gomas

As gomas de gelatina foram elaboradas a partir de uma base de Lycasin® e xilitol na
propor¢do, em massa de 6:1, respectivamente. Esses ingredientes foram misturados e
aquecidos até a ebuli¢do (125 °C) e posteriormente resfriados a 90 °C. Paralelamente, gelatina
e colageno hidrolisado foram dissolvidos em dgua aquecida (70 - 80 °C) e levados a um banho
a 60 °C por 30 minutos para eliminagdo de bolhas de ar. Posteriormente, essa solucgdo

contendo gelatina e colageno hidrolisado foi misturada & base de Lycasin®

e xilitol, com
auxilio de um bastio de vidro (Figura 3.1). O pH das amostras foi medido com um pHmetro
digital (TECNAL, Tec-3MP, Piracicaba, Brasil). O teor de sdlidos soluveis foi medido com o
uso de um refratometro digital (ATAGO, PAL-3, Tékio, Japao) que trabalha na faixa de 0 —
93 °Brix. Por fim, a mistura resultante foi resfriada até 60 °C e depositada em moldes
cilindricos de silicone, previamente untados com o6leo vegetal, que possuem um didmetro de
37 mm e altura de 20 mm. Todas as matérias-primas foram pesadas em balan¢a analitica
(MARCONI, JK 200, Piracicaba, Brasil).

Foi utilizado um delineamento estatistico composto central rotacional de segunda
ordem, com base na metodologia de superficie de resposta (MSR). Foram realizados 11
ensaios, sendo quatro referentes aos pontos do planejamento fatorial completo 2" (n=2),

quatro pontos axiais e trés repeticdes do ponto central, como pode ser observado na Tabela

3.1. Vale ressaltar que, para obter os limites inferiores e superiores do delineamento foi
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necessdria a realizagdo de pré-testes observando valores minimos para formacdo de gel e
limites maximos que impediam a elaborag@o do produto final.
Apods 24 horas de secagem em temperatura ambiente, as amostras foram submetidas

aos ensaios reoldgicos de compressio (Andlise de Perfil de Textura) e ao estudo

colorimétrico.

Lycasin +
Xilitol

|

Aquecimento
(T=125°C)

|

Resfriamento

Gelatina +
Coléageno +

Agua (70-80 °C)

Mistura
(2,0 min.)

|

Desaeracio

(T=90°C) (T =60 °C; 30,0 min.)

; '

Mistura
(1 min.)

k - Corregiio pH i
i - Corante/aroma '

Mistura
(~30s)

|

Moldagem

(imediatamente)

|

Secagem
(25 °C; 24 h)

|

Retirada
moldes

|

Analises /
Embalagem

Figura 3.1 — Processo de elaboragdo das gomas de gelatina.
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Tabela 3.1 — Planejamento experimental para preparo das gomas de gelatina.

Fatores
Ensaio Gelatina Colageno hidrolisado
(% em massa) (% em massa)

-0, -1 0 +1 +o -0, -1 0 +1 o

6,17 7,00 9,00 11,00 11,83 0,76 2,00 500 800 924
1 7,00 2,00
2 7,00 8,00
3 11,00 2,00
4 11,00 8,00
5 6,17 5,00
6 11,83 5,00
7 9,00 0,76
8 9,00 9,24
9(C) 9,00 5,00
10 (C) 9,00 5,00
11 (€) 9,00 5,00

3.2.5 Ensaios reologicos em compressio - (TPA)

Foi utilizada a metodologia de Analise de Perfil de Textura (TPA) para a determinacéo
dos parametros de dureza, fraturabilidade, adesividade, elasticidade, coesividade, gomosidade
e mastigabilidade das gomas resultantes, realizada em texturdmetro TA.XT2i com probe
cilindrico de 49,2 mm. Os ensaios foram conduzidos com velocidade pré-teste de 2,0 mm/s,
velocidade de teste de 1,0 mm/s e pos-teste de 5,0 mm/s, taxa de compressdo de 40,0 % e

realizados em triplicata.

3.2.6 Determinacio das propriedades opticas

A opacidade (Y) foi calculada utilizando um colorimetro (HUNTERLAB,
COLORFLEX, Reston, USA) e seu calculo foi realizado automaticamente pelo programa
Universal software 3.2 (Hunter Lab Associates Laboratory, Reston, USA, 1997) de acordo
com a relagdo entre a opacidade de cada amostra sobre o padrdo preto (Y,) e padrdo branco

(Yy), conforme a equagdo (3.1):

Y = (Y,/Ys) x 100 (3.1)



Capitulo 3 - Estudo reoldgico de solugdes gelatina / coldgeno hidrolisado e aplicagdo em gomas dietéticas de gelatina 52

A opacidade assim medida (entre 0 e 100%) apresenta uma escala arbitraria. A
determinagdo das propriedades Opticas foi realizada nos mesmos géis utilizados para a analise
de perfil de textura, considerando que este teste ¢ ndo-destrutivo. Em cada amostra, foram
realizadas oito medidas de opacidade girando-a em 45°. Também foram tomados os valores
dos parametros L*, a* e b* e foi calculada a diferenca de cor, AE, dada pela equacdo (3.2),
tomando como referéncia uma goma de gelatina elaborada somente com gelatina na

concentragdo de 8 % (L" =39,22;a =1,10; b =2,82).

AE=\/ (L-L") +(a-a") +(b-b")’ (3.2)

3.2.7 Analise sensorial

Foi realizado um teste de aceitagdo entre 40 criangas na faixa etaria de 4 a 12 anos,
utilizando uma escala hedonica facial de cinco pontos (Apéndice A) e entre 40 adultos de 18 a
50 anos utilizando uma escala hedénica de nove pontos, variando de desgostei muitissimo a
gostei muitissimo (Apéndice A). A bala foi elaborada na formulagdo otimizada nos ensaios
mecanicos, sendo adicionado aroma de morango (Firmenich, Cotia, Brasil) e corante

(Firmenich, Cotia, Brasil) caracteristico deste sabor.

3.2.8 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A microestrutura do gel correspondente a formulacdo do ponto central (Tabela 3.1) foi
analisada por MEV. Amostras foram fixadas em solu¢do de glutaraldeido 2,5 % em tampao
cacodilato de sodio 1 M por 24 horas e posteriormente desidratadas em solugdes de
concentragdes crescentes de etanol. Em seguida, o material foi seco no aparelho de ponto
critico utilizando CO; liquido e acetona. Géis foram fraturados, montados em suportes sob fita
dupla face de carbono e metalizados em ouro. O material foi analisado em microscopio

eletronico de varredura JEOL 5600 SEM utilizando voltagem de 7 kV.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAQO

3.3.1 Estudo reologico oscilatorio

e Varredura de Freqiiéncia

Inicialmente, realizou-se um estudo do comportamento do angulo de fase das
suspensoes, que combina o comportamento de G* ¢ G**. As curvas obtidas foram comparadas
com o comportamento tipico de alguns materiais, como sugerido por Steffe (1996).

Na Figura 3.2 estdo apresentadas curvas do comportamento de gelatina e coldgeno
hidrolisado puros, nas concentracdes de sélidos totais de 4 e 10 %. Foi observado que as
suspensdes contendo apenas gelatina, nas duas concentragdes estudadas apresentaram uma
variagdo do 4ngulo de fase constante por toda a faixa de freqiiéncia avaliada (0,1 a 100 rad.s™)
e com valores de O quase nulos, ou seja, tipico comportamento de gel, como era esperado. O
coldgeno hidrolisado, quando analisado numa concentragdo de 4 % se assemelhou a uma
solugdo diluida, com valores de dngulo de fase em torno da regido dos fluidos Newtonianos.
Esses valores diminuiram quando a concentracdo foi aumentada para 10 %, passando a
apresentar um comportamento préximo ao de uma solug¢do concentrada.

A Figura 3.3 apresenta o comportamento dos mddulos G* e G*" referentes aos sistemas
compostos por gelatina e coldgeno hidrolisado, nas concentragdes totais de 4 % e 10 %. Note-
se que os graficos foram elaborados na mesma escala, permitindo observar que a maior
concentragdo de sdlidos elevou os valores de G* ¢ G™* de forma global.

Como era esperado, 0 mddulo de armazenamento (G') foi sempre maior que o de
dissipagdo (G'") nos sistemas que continham gelatina, evidenciando o comportamento de gel
desse polimero. Observou-se também que, a medida que a concentracdo de gelatina
aumentou, houve um aumento nos valores de G' (médulo do platd). E sabido que o platd
reflete a estrutura da rede formada por interagdes intermoleculares ndo-covalentes em

solucdes de gelatina (BOHIDAR; DUBIN; OSADA, 2003).
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Figura 3.2 — Variacgo do angulo de fase (8) com a freqiiéncia (®) para gelatina e colageno hidrolisado puros,

nas concentragdes de 4 e 10 %. (LJ =4 % colageno; A =4 % gelatina; O = 10 % colageno; w
=10 % gelatina).

A forte relacdo que a concentracdo de gelatina exerce sobre o méaximo valor do
modulo de armazenamento (G') das solugdes contendo gelatina e colageno hidrolisado pode
ser representada por uma fung¢do exponencial (equagdo 3.3), como pode ser observado na
Figura 3.4. Esse maximo valor de G* ¢ observado nos ensaios reoldgicos ao final da etapa

isotérmica, a 20 °C por 1 hora na freqiiéncia de 1 rad.s™.

y =KX (3.3)

onde x ¢ a fragdo massica de gelatina na suspensdo ¢ K e n sdo parametros de ajuste do
modelo. A equagdo (3.3) apresentou bom ajuste (R* > 0,999) aos dados experimentais sendo
que os valores dos pardmetros K (Pa) e n obtidos foram, respectivamente, 1,26 x 10° + 2,59 x
10° e 2,59 £ 0,09. O valor de n observado foi maior que a unidade, o que demonstra a forte

influéncia que a concentragdo de gelatina exerce sobre os valores de G'.
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Figura 3.3 — Médulos de armazenamento (G") e dissipagdo (G'") na faixa de freqiiéncias de 0,1 a 100 rad.s™ de
solucdes aquosas de gelatina e colageno hidrolisado. (A) 4% sdlidos totais. (B) 10% solidos
totais. Simbolos abertos = G°, fechados = G'". Propor¢do, (% em massa), gelatina e colageno

hidrolisado, respectivamente: [1=0:100; A =25:75; O=50:50; w = 75:25; O =100:0.
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A Figura 3.5 apresenta o comportamento de G das solucdes de gelatina e colageno
hidrolisado com 10 % de solidos totais, na regido de baixa freqiiéncia angular. O inicio do
plato varia com a concentragdo de gelatina, de forma que esse ponto ¢ deslocado para a direita
a medida que a concentragdo de gelatina nas solu¢des diminui. O mesmo foi observado por
Zandi, Mirzadeh e Mayer (2007). Para solugdes contendo somente coldgeno hidrolisado, ndo
foi possivel observar regido de platd, ou seja, esse polimero ndo possui caracteristica de

formagdo de gel, sendo a gelatina o polimero responséavel por essa caracteristica.



Capitulo 3 - Estudo reoldgico de solugdes gelatina / coldgeno hidrolisado e aplicagdo em gomas dietéticas de gelatina 57

é’-O-.O-D OG-0 O O Q O
1000 % % % %
Tl R
OG OO 3) O O (@] O
1004 o°
AL A A A A A A
10
- .
&~
o
O
0,14
0,01 - BE B0 B B B e Bl
1E-3 T I T I T I T I T I
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

LA -1
Freqtiéncia (0,1 a 1 rad.s )
Figura 3.5 - Efeito da concentragdo de gelatina e coldgeno (% em massa) sobre o médulo de armazenamento

(G") na regido de baixa freqiiéncia angular (0,1 a 1,0 rad.s™') a 20 °C. Sélidos totais = 10 %.
Propor¢do, (% em massa), gelatina e coldgeno hidrolisado, respectivamente: [1 = 0:100;

A =25:75; O=50:50; W = 75:25; O =100:0.

e Rampa de Temperatura

Analisando-se o comportamento do mdédulo de armazenamento ao longo do tempo,
durante as diferentes rampas de aquecimento e resfriamento, observou-se que para todos os
ensaios contendo 4 % de sélidos totais e para os ensaios contendo 10 % de sélidos totais nos
quais a gelatina representa até 50 % destes so6lidos, o ponto de fusdo ocorreu em 39,4 + 1,3
°C. Este ponto € obtido observando-se o decréscimo brusco dos valores de G'. Nas amostras
de gelatina e coldgeno hidrolisado com 10 % de sélidos totais nos quais a gelatina
corresponde a 75 % e 100 % da massa de solidos totais, o ponto de fusio foi de 33,6 £ 1,1 °C,
como pode ser observado nas Figuras 3.6 ¢ 3.7.

Zandi, Mirzadeh e Mayer (2007) estudaram o comportamento de solugdes de gelatina
tipo A (pele suina) nas concentragdes de 1, 3 e 5 % através de reologia por testes oscilatorios,

medindo os modulos de armazenamento durante a transicao sol-gel em fungdo da temperatura
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e da concentragdo. Os autores observaram que os géis perdem sua elasticidade quando
aquecidos acima do ponto de fusdo (entre 25 € 30 °C para solu¢des com 1% de gelatina), e

uma solugdo polimérica viscosa ¢ formada.

10000
20-80°C 80°C 80-20 °C 20°C 20-5 °C

1000

%

Figura 3.6 - Modulo de armazenamento (G') em fun¢do do tempo nas rampas de temperatura estudadas para
diferentes solugdes aquosas de gelatina e colageno hidrolisado, todas com 4 % de sélidos totais.
Propor¢do, (% em massa), gelatina e coldgeno hidrolisado, respectivamente: [1 = 0:100;

A =25:75; O =50:50; W =75:25; O = 100:0.

Mantendo as amostras a 80 °C por 10 minutos, observou-se que as solu¢des aquosas
de gelatina com colageno hidrolisado permaneceram sem elasticidade, prevalecendo apenas as

interacdes intra-moleculares, independente da concentragdo de gelatina.
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Figura 3.7 - Modulo de armazenamento (G') em fun¢do do tempo nas rampas de temperatura estudadas para
diferentes solugdes aquosas de gelatina e colageno hidrolisado, todas com 10 % de solidos totais.
Propor¢do, (% em massa), gelatina e colageno hidrolisado, respectivamente: [1 = 0:100;

A =25:75; O=50:50; w = 75:25; O =100:0.

A temperatura de gelifica¢@o dos sistemas (Figuras 3.6 e 3.7), ocorreu em torno de 20
°C, em todas as concentragdes de gelatina, exceto para a solugdo na qual a gelatina representa
apenas 1 % dos sdlidos totais. Nesta solucdo, devido a baixa concentracdo deste polimero, a
gelificagdo ocorreu a 10 °C (Figura 3.6, regido a). Também se pode observar a auséncia da
regido de elevagdo de G' na solucdo contendo apenas colageno hidrolisado, evidenciando que
este componente ndo possui caracteristica de formagéo de gel.

Zandi, Mirzadeh e Mayer (2007) observaram a dependéncia temperatura de gelificacao
em funcdo da concentracdo de gelatina através da observacdo do aumento brusco da
viscosidade com a diminui¢do da temperatura. As solugdes gelificaram a 283 K (10 °C) com 1

% de concentragdo, a 293 K com 3 % e a 297 K com 5 % de concentragdo de gelatina.
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Durante a rampa de resfriamento, uma grande quantidade de hélices é formada e o
estabelecimento da rede do gel se mostra sensivel a concentragdo de gelatina (DUHAMEL;
HELLIO; DJABOUROV, 2002). Ou seja, se continuarmos abaixando a temperatura apds
atingir o ponto de gel (20 a 5 °C), observa-se que ligagdes fisicas cruzadas ocorrem, como
resultado de interacdes intermoleculares e como resultado dessas ligagdes cruzadas, o mddulo
de armazenamento se desenvolve, como pode ser observado nas Figuras 3.6 e 3.7.

Kim e Uyama (2007) estudaram o comportamento reologico de gelatina obtida da pele
de peixes de agua fria, observando a influéncia exercida pela concentragcdo de gelatina e pela
adicdo de enzima microbiana trans-glutaminase. Os autores também observaram que a
concentragdo de gelatina tem uma acdo direta no numero de ligagdes cruzadas. Ao analisarem
solugdes contendo de 10 a 40 %, em massa, de gelatina observaram que o numero de ligacdes
cruzadas aumentou de 5,2 a 28,5 %. Quando adicionaram a enzima, observaram que esse
numero de ligacdes cruzadas aumenta, proporcionalmente ao aumento da concentragdo de
enzima. Isso indica que a enzima utilizada ¢ capaz de viabilizar a reagdo entre grupos amina
disponiveis (como residuos de glutamina e lysina, por exemplo) e viabilizar um maior nimero
de ligacdes cruzadas, resultando em géis de gelatina com propriedades mecanicas mais fortes.

Analisando, ainda, o comportamento de G' durante o aquecimento (20 a 80 °C),
observa-se que na regido de alta temperatura (Figura 3.8, regido b), o mddulo de
armazenamento diminuiu consideravelmente e que, independente da concentragdo de gelatina,
as curvas apresentaram a mesma caracteristica, ou seja, tenderam a um comportamento
constante. Este fato ¢ observado porque, nessa faixa de alta temperatura, apenas as interagdes
intramoleculares ocorrem. Observou-se que a queda brusca nos valores de G ocorreu em
temperaturas proximas a 40 °C, caracterizando o ponto no qual ocorreu a fusdo do gel, como
j& discutido anteriormente. Na regido de temperaturas mais baixas (Figura 3.8, regido a)
observa-se o aumento dos valores de G', resultado das intera¢des intermoleculares na
formacdo da rede de gel, sendo que este aumento foi proporcional a concentra¢do de gelatina

utilizada em casa solucao.
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Figura 3.8 - Modulo de armazenamento (G') em fungdo de aquecimento de 20 a 80 °C, para diferentes
concentragdes de gelatina, nos sistemas contendo gelatina e coldgeno hidrolisado (10 % de
solidos totais). Propor¢do, (% em massa), gelatina e colageno hidrolisado, respectivamente:

O=0:100; A =25:75; O=50:50; w =75:25; O =100:0.

3.3.2 Gomas de gelatina

3.3.2.1 Estudo reolégico por compressio

Foram obtidos, através dos ensaios reologicos por compressido (TPA), os pardmetros
de dureza, fraturabilidade, adesividade, -elasticidade, coesividade, gomosidade e
mastigabilidade, os quais foram avaliados estatisticamente (p<0,05) por uma anélise de
variancia (ANOVA). Vale ressaltar que os fatores (variaveis independentes) estudados foram
a concentracdo de gelatina (x) e de colageno hidrolisado (y).

Observou-se que a concentracdo dos biopolimeros investigados exerceu sobre o0s
parametros de dureza (Figura 3.9), gomosidade e mastigabilidade (Figura 3.10) um efeito
significativo apenas de dependéncia linear, ou seja, ndo houve efeito significativo da interagao

entre os fatores. O modelo estatistico do parametro dureza é representado pela equacao (3.4)
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Figura 3.9 — Superficie de resposta do parametro dureza, variando-se concentragdo de gelatina e de colageno
hidrolisado.

Z= 62,12 +20,83*x - 1,69%x*+ 14,44%y - 4,72%y* - 0,39%x*y + 0 (3.4)

onde Z representa a resposta, no caso a dureza (N) da amostra.

A Figura 3.10 apresenta os graficos de contorno dos pardmetros gomosidade e

mastigabilidade e as equacdes (3.5) e (3.6) os modelos estatisticos referentes a esses
pardmetros, respectivamente.

Z=739,15 + 12,44%x - 1,46%x” + 8,97*y - 2,69*y” - 0,02%x*y (3.5)

Z=37,35+11,50%x - 1,42%x*+ 8,92*y - 2,69*y* - 0,69*x*y (3.6)
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Figura 3.10 — Graficos de contorno dos pardmetros avaliados no teste TPA, variando-se concentra¢do de
gelatina e de colageno hidrolisado. (A) Gomosidade. (B) Mastigabilidade.

Demars e Ziegler (2001) estudaram géis de gelatina e pectina de alta metoxilag@o.
Esses autores elaboraram gomas contendo niveis de 3,0 a 6,0 % de gelatinae 0 a 1,5 % de
pectina e observaram que a adicdo de pectina reduziu a for¢a de fratura dos géis de gelatina.
Também observaram a dependéncia da dureza das amostras com relagdo a concentracdo de
gelatina, de modo que maiores concentragdes de gelatina implicaram em gomas com maiores
resisténcias. Dessa forma, concluiram que géis de gelatina e pectina de alta metoxilagdo
possuem propriedades intermedidrias, entre géis eldsticos de gelatina e géis quebradicos de
pectina.

Os parametros fraturabilidade, elasticidade e coesividade ndo foram influenciados
significativamente (p<0,05) por nenhum dos dois fatores estudados. Por fim, observou-se que
a concentracdo de gelatina influenciou de forma significativa no paradmetro adesividade das
gomas de gelatina, como pode ser observado na Figura 3.11. O modelo estatistico ¢
representado pela equagdo (3.7).

Lau, Tang e Paulson (2000) estudaram textura de géis obtidos da mistura de goma
gelana e gelatina na presenga de diferentes concentragdes de ions calcio. A dureza dos géis
obtidos diminuiu a medida que diminuiu a concentragdo de goma gelana. Por outro lado, a
dureza aumentou com o aumento da concentragdo de ions calcio até um nivel critico, sendo
que apds este, a maior concentracdo de ions céalcio implicou num efeito negativo quanto a
dureza. Os parametros fraturabilidade, elasticidade e coesividade dos géis foram bastante
influenciados pela baixa concentracdo de ions célcio (0-10 mM), mas foram menos sensiveis

a alta concentracdo de calcio do que a propor¢do de gelatina/gelana utilizada.
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Géis de gelatina sdo completamente macios e flexiveis, mas requerem uma alta
concentracdo de polimero, tempos longos e baixas temperaturas (WOLF et. al., 1989). A forca
do gel de gelatina ¢ dependente da concentracdo, sendo pouco influenciada pela forga i6nica e

pH (PAPAGEORGIOU; KASAPIS; RICHARDSON, 1994; HSU; JAMIESON, 1993).
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Figura 3.11 — Superficie de resposta do pardmetro adesividade, variando-se concentragdo de gelatina e de
colageno hidrolisado.

Z=-1730+0,86*x - 3,44*x*+1,70*y + 0,07*y* - 1,69*x*y (3.7)

Bayarri et al. (2006) estudaram o efeito da adi¢do de sacarose (5 - 25 %) e aspartame
(0,04 - 0,16 %) na resisténcia a compressdo de trés sistemas de hidrocoloides: k-carragena,
goma gelana e k-carragena/goma locusta em trés diferentes concentracdes (0,3; 0,75 e 1,2 %).

A adicdo de sacarose aumentou a for¢ca de ruptura nos trés sistemas, sendo que este efeito
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apresentou-se mais intenso nos géis de goma gelana. A adicdo de aspartame ndo apresentou

interferéncia nos parametros de compressao.

3.3.2.2 Propriedades opticas

Medidas instrumentais de cor foram realizadas com o objetivo de avaliar o efeito do
aumento da concentracdo dos polimeros na opacidade dos géis obtidos. Observou-se que,
exceto pelo efeito quadratico da concentracdo de gelatina, todos os outros efeitos inclusive a
interag@o dos fatores mostraram-se significativos (p<0,05). O grafico da superficie de resposta

obtido encontra-se na Figura 3.12 e o modelo estatistico de ajuste € apresentado na equagdo
(3.8).

Z=97,57 + 1,53*x - 0,40%x”+ 2,13*y - 0,84*y* -0,96*x*y (3.8)

Barrangou, Daubert e Foegeding (2006) estudaram propriedades de textura de géis de
agarose (0,5 - 2,5 %) com glicerol (0 - 60 %) e observaram que o aumento na concentragio de
agarose produz aumento na forca dos géis e uma rede mais quebradi¢a, enquanto que o
aumento na concentragdo de glicerol resultou no aumento da for¢a e numa rede mais
deformavel. Também observaram que a medida que aumentou a concentra¢do de glicerol,
aumentou a transparéncia dos géis, enquanto o aumento na concentracdo de agarose resultou
no aumento da opacidade e da turbidez.

A diferenca de cor, AE, foi calculada e expressa em fun¢do da soma da massa de
gelatina e colageno hidrolisado utilizada. A medida que esses componentes aumentaram na
formulagdo, a diferenca de cor também aumentou de acordo com uma relacdo linear

(R*>0,98), como pode ser observado na Figura 3.13.
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Figura 3.13 — Relagdo linear da diferenga de cor em funcdo da massa de gelatina e colageno hidrolisado

utilizada na elaborag@o dos géis a base de xarope de maltitol e xilitol.
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3.3.2.3 Analise sensorial

Notas atribuidas acima do ponto da indiferenga foram agrupadas e expressas como a
porcentagem de aceitagdo do produto. Observou-se que no grupo infantil, a aceitagdo do

produto final foi de 86,4 % enquanto que dentre os adultos foi de 83,9 %.

3.3.2.4 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A microestrutura da bala utilizada para analise sensorial foi estudada por microscopia
eletronica de varredura (Figura 3.14). Nota-se que a gelatina forma uma rede tri-dimensional
consistente e uniforme enquanto que a introducdo do coldgeno hidrolisado provoca a
reestruturacdo desta rede, resultando em uma malha mais aberta, cujas cavidades sdo

preenchidas por uma fina rede de colageno hidrolisado.

Figura 3.14 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) de uma goma contendo (A) apenas gelatina e (B)
gelatina com colageno hidrolisado (ponto central: 9 % de gelatina e 5 % de coldgeno
hidrolisado).
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3.4 CONCLUSOES

Os valores de G ¢ G** aumentam com a diminui¢do da temperatura € com o aumento
da concentracdo de gelatina nas solucdes. O coldgeno hidrolisado ndo apresenta caracteristica
de formagao de gel e ndo foi observado efeito sinergistico quando estudado em conjunto com
a gelatina. Exceto para a solugdo contendo 1 % de gelatina, a temperatura de formagao de gel
foi de 20 °C.

As concentracdes de gelatina e de coldgeno hidrolisado nas gomas de gelatina
dietéticas exerceram, sobre os parametros de dureza, gomosidade e mastigabilidade, um efeito
significativo apenas de dependéncia linear, ou seja, ndo ha efeito significativo da interagdo
entre os fatores. Os parametros fraturabilidade, elasticidade e coesividade ndo foram
influenciados significativamente (p<0,05) por nenhum dos dois fatores estudados. A
concentracdo de gelatina influenciou de forma significativa o pardmetro adesividade das
gomas de gelatina.

O aumento nas concentracdes de gelatina e de colageno hidrolisado apresentou efeito
significativo sobre a opacidade dos géis obtidos e um aumento crescente na diferenca de cor
obedeceu a uma relacdo linear em funcdo da concentragdo total de biopolimeros na amostra
(R>>0,98).

Foi possivel obter um produto com propriedades mecanicas similares as das
tradicionais gomas de gelatina, sendo diferenciado por ndo utilizar sacarose na formulacgio e
por apresentar maior conteudo protéico. O produto apresentou boa aceitagdo tanto pelo

publico infantil como por adultos.
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RESUMO

O comportamento reoldgico de solugdes aquosas de gelatina e amido de milho modificado por
acidos (AMMA) na concentragdo de 10 % de sélidos totais foi estudado utilizando testes
dindmicos oscilatdrios em um redmetro rotacional de tensdo controlada com geometria cone e
placa (60 mm, distancia de trabalho de 52 um). Um sistema Peltier foi utilizado na base da
geometria para controle de temperatura. O pH médio das amostras foi de 5,80 = 0,03.
Observando o comportamento do modulo de armazenamento (G') no aquecimento, foi
observado ponto de fusdo da gelatina em 39,4 + 1,3 °C e a temperatura de gelatinizagdo do
amido em 65 - 66 °C. Diferentemente da gelatina, o amido ndo apresenta comportamento
reversivel, ou seja, depois de gelatinizado os granulos permanecem intumescidos, o que pode
ser observado pelo alto valor de G', que permanece elevado mesmo mantendo a solucdo a 80
°C e depois resfriando-a a 20 °C. A substituicdo de 25 % de gelatina por amido de milho
modificado resultou em valores de G* similares aos das amostras contendo somente gelatina.
A andlise da microestrutura de algumas amostras permitiu observar que no sistema contendo
37,5 % de gelatina e 62,5 % de amido, os dois biopolimeros co-existem, sugerindo que ndo ha
separacdo de fases, a nivel microestrutural. Os demais sistemas apresentaram, separacdo de
fases, sendo esta mais pronunciada a medida que as amostras foram sendo enriquecidas com

gelatina ou amido. A microscopia laser confocal mostrou-se como uma técnica de extrema
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importancia para o estudo microestrutural, proporcionando um melhor entendimento sobre o

processo de separacdo de fase entre gelatina e amido.

ABSTRACT

The rheological behavior of aqueous solutions of gelatin and acid modified corn starch
(AMCS) (10 wt% total solids) was studied using dynamic oscillatory shear tests in a
controlled stress rtheometer fitted with a cone and plate geometry (60 mm, gap 52 um). A
Peltier system in the bottom plate provided the temperature control. pH values were 5.80 +
0.03. The storage modulus behavior (G") during heating indicated that the gelatin melting
point was 39.4 + 1.3 °C and the starch gelatinization temperature was 65 - 66 °C. Contrary to
gelatin, starch does not show reversible behavior, since after gelatinization, granules remained
swollen. This behavior can be observed by the G values that remained high even when the
solution was heated until 80 °C and cooled to 20 °C. Substituting 25 % of gelatin by AMCS
resulted in G values similar to those of samples containing only gelatin. Microstructural
analysis of some systems showed that in samples containing 37.5 % gelatin and 62.5 %
AMCS both biopolymers co-existed, with no phase separation. The others systems showed
phase separation, which became more pronounced with increasing concentrations of starch or
gelatin. Confocal laser scanning microscopy was a very important technique for the
microstructural study, providing better understanding of phase separation between gelatin and

starch.
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4.1 INTRODUCAO

H4 um crescente interesse no mecanismo de separagdo de fase de misturas de
biopolimeros a fim de conhecer as propriedades de textura e estabilidade dos produtos
alimenticios. A microestrutura e a distribui¢do de fases dos sistemas de biopolimeros depende
de varios fatores, tais como concentragdo dos biopolimeros, solvente, pH, conteudo idnico,
forca i0nica, distribuicdo do peso molecular, tratamento térmico, pressdo, temperatura e
propriedades individuais dos biopolimeros (TOLSTOGUZOV, 1991; ZASYPKIN;
BRAUDO; TOLSTOGUZOV, 1997).

Estudos sistematicos de incompatibilidade termodinamica entre proteinas e
polissacarideos em solu¢do foram desenvolvidos nas décadas de 60 e 70, quando ja se tinha
uma boa compreensdo das relacdes entre conformacdo/fun¢do de sistemas de um unico
biopolimero (ANDERSON et al., 1969; GRANT et al., 1973). Hoje, sabe-se que existe uma
alta probabilidade de ocorréncia de separacdo de fases, formando duas camadas liquidas
imisciveis, em misturas binarias onde a concentracdo total de polimeros excede 4 %,
dependendo, ¢ claro, do pH e da for¢a i6nica (ALVES; ANTONOV; GONCALVES, 2000;
ZHANG; FOEGEDING, 2003; ANTONOV; GONCALVES, 1999).

Proteinas e polissacarideos sdo dois importantes tipos de macromoléculas alimenticias
e s3o os mais importantes ingredientes estruturais e de textura dos alimentos
(TOLSTOGUZOV, 1992; DICKINSON, 2003). De fato, complexos proteina/polissacarideos
exibem muitas propriedades funcionais capazes de prover novos padrdes de estabilizacdo e
texturas em alimentos (SCHMITT et al., 1998).

A separagdo de fases em géis de proteinas e polissacarideos perdura como uma
ferramenta basica para se obter determinadas propriedades estruturais e de perfil de textura
necessarias nas formulagdes de produtos industrializados. Os industrializados, como sempre,
estdo diante do desafio da inovagdo em um crescente ¢ competitivo mercado em termos de
custo de ingredientes, produtos de valor agregado e expectativa de um estilo de vida saudavel.
Entretanto, h4 uma distancia entre o conhecimento fundamental e a aplicagdo dos conceitos
diretamente na produgdo dos alimentos. Além disso, dentro do contexto de ciéncia dos
materiais, ha uma tendéncia de pesquisas cientificas em sistemas com baixo/alto teor de
solidos (KASAPIS, 2008).

Fatores intrinsecos (por exemplo, hidrofobicidade, composi¢cdo do aminoacido, peso

molecular) ou extrinsecos (concentragdo protéica, pH, for¢a idnica, tipo dos sais presentes,
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pressdo, etc.) podem afetar a capacidade de formagdo de gel de uma proteina, bem como o
tipo de gel que serd formado, mudando o balanco entre as interagdes do tipo atragdo e
repulsdo, levando a géis “fisicos” reversiveis ou interagdes irreversiveis (ligagdes covalentes)
(DICKINSON, 1997; TOTOSAUS et al., 2002).

Em muitas misturas de biopolimeros, a contribui¢@o entropica ¢ freqlientemente maior
que a contribui¢@o entalpica, de forma que a regra seja geralmente a separacgio de fases. Neste
caso, dois tipos de separagdo de fases podem ser observados, dependendo da afinidade entre
os diferentes biopolimeros e o solvente. Caso exista uma incompatibilidade termodinamica, as
interacdes entre as moléculas dos biopolimeros distintos serdo do tipo repulsivo, favorecendo
as interagdes entre cada biopolimero e o solvente e levando a formacgdo de duas fases, sendo
cada uma delas mais rica em determinado biopolimero. Um segundo caso de separacdo de
fases que pode ser observado é conhecido como separagdo de fases associativa e ocorre
quando os dois biopolimeros apresentam cargas opostas. Quando isso ocorre, aparece a
complexagdo entre os polimeros que pode levar ou a formagdo de complexos soliveis ou a
uma separagdo de fases associativa, onde as duas fases coexistentes apresentam a seguinte
composi¢do: uma fase rica em solvente, com uma concentragdo muito pequena de
biopolimeros ¢ uma fase rica em biopolimeros, num fendmeno chamado coacervagdo
(DOUBLIER et al., 2000).

A gelatina apresenta como sua principal propriedade a capacidade de formar géis
estaveis em temperaturas menores que 40 °C, desde que a concentrag¢do de gelatina na solugo
seja no minimo de 1 %; em certos casos, essa transi¢do sol-gel ¢ reversivel (NEKLYUDOV,
2003). Os géis de gelatina contém ligagdes cruzadas ou “zonas de juncdo” formadas pelo
retorno parcial a configuragdo “ordenada” de tripla hélice similar as seqiiéncias do coldgeno
original, separadas ao longo do contorno da cadeia por residuos peptidicos em conformagao
“desordenada” (ROSS-MURPHY, 1998; RENARD; VAN DE VELDE; VISSCHERS, 2006).

O papel do amido nos confeitos é fornecer a estrutura e as principais caracteristicas de
textura. Amidos modificados por acidos sdo obtidos pela adigdo de uma pequena quantidade
de 4cido numa suspensdo do amido nativo, a qual é aquecida a temperaturas abaixo da
temperatura de gelatinizagdo, produzindo amido hidrolisado. Quando o nivel desejado de
cadeias hidrolisadas ¢é obtido, a mistura € entdo neutralizada e o amido € filtrado e
posteriormente seco. A hidrolise acida na cadeia do amido resulta numa estrutura mais
desintegrada e, conseqiientemente, em cadeias de menor peso molecular. Essa hidrolise 4acida
implica em granulos de amido mais facilmente soliveis em agua fervente (BELITZ;

GROSCH, 1999) que se desintegram quando cozidos, fornecendo uma pasta de baixa
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viscosidade quando aquecida e de elevada viscosidade no gel final em comparagdo ao amido
nativo (RIX, 1990; HERMANSSON; SVEGMARK, 1996).

Segundo Singh et al. (2003), quando as moléculas de amido sdo aquecidas em excesso
de agua, a estrutura cristalina ¢ rompida, e as moléculas de 4gua formam pontes de hidrogénio
entre a amilose e a amilopectina, expondo seus grupos hidroxila e causando um aumento no
poder de inchamento e na solubilidade do granulo. O poder de inchamento e a solubilidade
variam de acordo com a fonte do amido, fornecendo evidéncias da interagdo entre as cadeias
de amido dentro dos dominios amorfos e cristalinos. A extensdo destas interagdes ¢
influenciada pela propor¢do amilose: amilopectina e pelas caracteristicas dessas moléculas
(distribui¢@o e peso molecular, grau e comprimento de ramificagdes e conformacio).

Neste trabalho foram realizados estudos reoldgicos de suspensdes com diferentes
proporg¢des de gelatina e amido de milho modificado por 4cido (AMMA) em solucdo aquosa,
sempre totalizando 10 % de soélidos totais. Microscopia laser confocal foi utilizada para

analise da microestrutura dos géis formados.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material

Para os ensaios reologicos, utilizou-se gelatina extraida de pele bovina, com forga de
gel de 240 bloom (Gelita, Mococa, Brasil), amido de milho modificado de forma acida

(AMMA) Candymill® (Corn Products, Mogi Guagu, Brasil) e 4gua destilada.

4.2.2 Preparo das amostras para ensaios reoléogicos

Gelatina e amido de milho modificado foram dispersos em dgua destilada com auxilio
de um bastdo de vidro, com diferentes propor¢des entre os biopolimeros mas de modo que as
suspensdes finais apresentassem sempre uma concentracdo total de 10 % (em massa) de
solidos totais. As proporgdes entre os biopolimeros utilizadas foram as seguintes, sempre em
termos de gelatina:amido (% em massa de sdlidos totais): 0:100, 25:75, 50:50, 75:25 e 100:0,.
Esses materiais foram pesados em balanga analitica (MARCONI, JK 200, Piracicaba, Brasil)
e o valor de pH foi obtido com auxilio de um pHmetro digital (TECNAL, Tec-3MP,
Piracicaba, Brasil). As suspensdes ficaram imersas em banho aquecido a 30 °C de por 12
horas visando a hidratacdo dos polimeros, sendo que os ensaios comecaram a ser realizados

na temperatura de 20 °C.

4.2.3 Ensaios reologicos

Testes oscilatorios foram realizados em um redémetro AR-2000ex (TA Instruments,
Delaware, USA), utilizando geometria cone e placa (2° 0’ 11°’) com um espacamento de 52
pm. Amostras de 2,0 mL foram utilizadas, sendo inseridas no redmetro com auxilio de uma

pipeta automatica. Para cada ensaio reologico foram realizadas as seguintes etapas:
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e Varredura de freqiiéncia (0,1 a 100 rad.s™) a 20 °C.

e Rampa de aquecimento até 80 °C (2 °C/min; 1 rad.s™).
e Isotérmico a 80 °C por 10 minutos (1 rad.s'l).

e Resfriamento até 20 °C (2 °C/min; 1 rad.s™).

e Isotérmico a 20 °C por 1 hora (1 rad.s™).

e Varredura de freqiiéncia (0,1 a 100 rad.s™) a 20 °C.

e Resfriamento até 5 °C (2 °C/min; 1 rad.s™).

Os ensaios foram realizados em duplicata.

4.2.4 Microscopia Laser Confocal (MLC)

Amostras dos géis de gelatina e amido de milho modificado foram analisadas em
microscopia laser confocal (MLC) utilizando o marcador rhodamina B. Uma solu¢do de
rhodamina B 0,05 % foi preparada e duas gotas desta solu¢do foram adicionadas em 100 g das
suspensoes de gelatina e amido de milho modificado antes dos ensaios reoldgicos. As
suspensdes continham 10 % de sélidos totais em meio aquoso, de forma que os biopolimeros
ficaram disponiveis para uma rapida difusdo do marcador. Uma aliquota de 2,0 mL foi
inserida no redmetro. Para o preparo das ldminas de microscopia, uma por¢do do gel obtido
foi retirada do redmetro ap0s a realizagdo da etapa isotérmica a 20 °C por 1 hora. As ldminas
foram cobertas com laminulas e as laterais foram seladas com esmalte incolor para evitar
trocas gasosas e evaporacdo de agua do material. As laminas foram analisadas em um

microscopio laser confocal LSM-510 usando comprimento de onda de 543 nm.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Estudo reologico oscilatorio

e Varredura de Freqiiéncia

Inicialmente, realizou-se um estudo do comportamento do angulo de fase das
suspensdes, que combina o comportamento de G* e G**. As curvas obtidas foram comparadas
com o comportamento tipico de alguns materiais, como sugerido por Steffe (1996). Na Figura
4.1 estdo apresentadas curvas do comportamento de gelatina na concentragdo de 4 ¢ 10 % e de
amido de milho modificado na concentragdo 10%. Foi observado que as suspensdes de
gelatina, nas duas concentragdes estudadas apresentam valores do angulo de fase (8) quase
nulos e praticamente constantes por toda a faixa de freqiiéncia (0,1 a 100 rad.s™), ou seja,
tipico comportamento de gel, como era esperado. Quanto ao amido de milho modificado,
quando analisamos os valores de 0, este apresenta comportamento similar a uma solugdo
concentrada.

A Figura 4.2 apresenta a varredura de freqtiéncia da solucdo que contém 10 % de
amido, antes e apds o aquecimento até 80 °C. Ambas as varreduras foram realizadas a 20 °C.
Antes do aquecimento, observa-se o comportamento de uma solucdo diluida, ja que G ¢
superior a G* em toda amplitude de freqiiéncia estudada. Apds o aquecimento, com a nova
varredura de freqiiéncia foi possivel observar que G" ¢ G'* se interceptam em um determinado
valor de freqiiéncia intermediario na faixa estudada, de modo similar ao que ocorre com
solucdes concentradas, com uma clara tendéncia ao comportamento mais parecido a um
solido quando analisamos em altas freqiiéncias. O ponto de cruzamento entre G' e G™* € o
ponto no qual o angulo de fase equivale a m/4. Esse comportamento se justifica pela
gelatiniza¢do do amido apds o aquecimento, aumentando a viscosidade da solucdo e levando

ao comportamento de uma solu¢do concentrada.
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Figura 4.1 - Variagdo do angulo de fase (8) com a freqiiéncia (®) para gelatina nas concentragdes de 4 ¢ 10 % ¢

para AMMA na concentragdo de 10 %. (A =4 % gelatina; W =10 % gelatina;, @ =10 %
amido).

O comportamento de G* e G** das suspensdes com diferentes propor¢des de gelatina e
amido, apos a etapa isotérmica (20 °C) por uma hora, ¢ apresentado na Figura 4.3. De um
modo geral, observa-se o comportamento de gel quando os sistemas apresentam gelatina na
composi¢do. E sabido que a existéncia do platd reflete a estrutura da rede formada por
interacdes intermoleculares nao-covalentes em solucdes de gelatina (BOHIDAR; DUBIN;
OSADA, 2003). Um fato interessante € que nas solugdes contendo gelatina com concentragdo
de até 50 % dos solidos totais, os valores de G’ parecem ser mais influenciados pela
quantidade de amido de milho modificado presente do que pela gelatina. Por outro lado, nos
sistemas mais ricos em gelatina, hd uma tendéncia de comportamento proximo da gelatina
pura, ou seja, menor influéncia da presenca de amido. Ao substituirmos 25% da gelatina por
amido de milho modificado, observou-se comportamento quase que idéntico ao da gelatina
pura.

No capitulo 3, ao estudar a reologia de solugdes de gelatina e coldgeno hidrolisado foi
discutida a forte influéncia que a concentragdo de gelatina exerceu sobre o moddulo de
armazenamento (G'), sendo representada por uma equacdo exponencial. O mesmo fato nao
foi observado ao analisar as suspensdes contendo gelatina e amido de milho modificado

(Figura 4.4).
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Figura 4.2 - Modulos de armazenamento (G") e dissipagio (G') na faixa de freqiiéncias de 0,1 a 100 rad.s™ de
solugdo aquosa de amido de milho modificado (10 %) a 20 °C. (A) Antes do aquecimento. (B)
Depois do aquecimento. Simbolos abertos = G*, fechados = G™".
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Figura 4.3 — Modulos de armazenamento (G) e dissipag¢do (G'') na faixa de freqiiéncias de 0,1 a 100 rad.s™ de
solucio aquosa de gelatina e amido de milho modificado (10 % solidos totais). Simbolos abertos =
G, fechados = G''. Propor¢do, (% em massa), gelatina ¢ amido de milho modificado,

respectivamente: [1=0:100; [£] = 25:75; [E] = 50:50; =75:25; [£]=100:0.
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Figura 4.4 - Efeito da concentragéo de gelatina sobre o médulo de armazenamento (G') nas suspensdes contendo
gelatina e amido de milho modificado de forma acida (10% de solidos totais).
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Alevisopoulos, Kasapis e Abeysekera (1996) estudaram a separagdo de fases em
misturas de gelatina (5 %) com crescentes concentracdes de maltodextrina (0 até 30 %) sob
condigdes de resfriamento e aquecimento controlados. Esses autores estudaram o
comportamento do modulo de armazenamento (G') em fungcdo da concentragdo de
maltodextrina como forma de explicar a separagdo de fases entre a proteina e o polissacarideo.
Alevisopoulos e Kasapis (1999) atribuiram a separagdo a taxa de resfriamento utilizado,
porém, este ndo ¢ o Unico parametro que pode controlar o comportamento das fases, ou seja,
concluiram que fragdes poliméricas de diferentes massas molares podem reduzir a um terco a
concentragcdo de maltodextrina necessaria para observacdo da inversdo de fases na presenca de
gelatina.

Na Figura 4.4 ¢ possivel observar que a amostra que contém apenas amido modificado
apresentou o maior valor de G° quando comparada a todas as demais. Esse valor de G’
decresceu com a adi¢do de gelatina, atingindo um minimo para a solug¢do contendo 50 % de
gelatina e 50 % de AMMA (amostra D). A andlise da microestrutura de alguns sistemas
permitiu observar que a concentragdo na qual os dois biopolimeros co-existem corresponde a
amostra C, isto ¢, 37,5 % de gelatina e 62,5 de AMMA (em relagdo ao total de sélidos). Este
ponto ¢ caracterizado como o ponto de inversdo de fase, ou seja, ponto no qual a proteina e o
amido co-existem numa Unica fase (Figura 4.5). A partir deste ponto, observa-se uma leve
diminui¢do no valor de G* (amostra D) seguido por um subito aumento, até atingir o valor
correspondente & amostra E. A partir dai observa-se uma regido na qual G tem valores
préoximos aos de suspensdes de gelatina pura, indicando uma imediata separacdo de fases nos
sistemas. Este fato sugere que ocorra uma gelifica¢do separada dos dois biopolimeros quando
utilizados nessas concentracdes em baixas temperaturas (KASAPIS, 1999).

Em baixas concentragdes de polissacarideos, a separagdo de fase segregativa pode
também originar um aumento da concentracio de proteinas, aumentando a resposta elastica se
a conectividade entre os agregados da proteina ndo for afetada. Deste modo o efeito do
polissacarideo na gelificagdo da proteina depende da natureza do polissacarideo, do pH, da
forca i0nica, da temperatura do tratamento e da concentragdo utilizada (OLSSON;
LANGTON; HERMANSSON, 2002).

Ainda na Figura 4.4 ¢ possivel analisar a regido rica em amido, ou seja, baixas
concentragdes de gelatina, na qual, observa-se novamente separacdo de fases com predominio
do comportamento do amido. Um fato interessante ¢ observado na amostra A, que contém a
minima concentra¢do de gelatina (87,5 % amido e 12,5 % de gelatina dos 10 % de sélidos

totais), na qual o comportamento esperado seria um valor de G maior que o observado. No
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Figura 4.5: Imagens seriadas obtidas no microscopio laser confocal de géis de gelatina (G) / amido
modificado (A) (distdncia entre os cortes seriados de 3um). A) 12,5:87,5; B) 25:75; C)
37,5:62,5; D) 50:50; E) 75:25.
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entanto, o comportamento de G e a andlise microestrutural sugerem que a substituicido de
parte do amido por gelatina fez com que a quantidade de amido fosse insuficiente para manter
o alto valor de G' observado na amostra de amido puro, ao mesmo tempo em que a
quantidade de gelatina ndo foi suficiente para formar uma rede continua ao longo do sistema,
ficando a gelatina distribuida de forma heterogénea, em regides isoladas devido a presenga do
amido gelatinizado (Figuras 4.4 e 4.5A).

O processo de aquecimento implica no inchamento dos granulos e conseqiientemente
na diminuicdo de liquido disponivel, o que acaba aumentando a concentracdo de
hidrocoldides, quando estes sdo adicionados simultaneamente aos amidos. Alguns autores
observaram que a adi¢do de hidrocoldides pode aumentar o poder de intumescimento dos

granulos de amido (ALLONCE et al., 1989; TECANTE; DOUBLIER, 1999).

e Rampa de Temperatura

Analisando o comportamento de G durante as rampas de aquecimento e resfriamento,
observou-se que nos sistemas contendo gelatina, o ponto de fusdo ocorreu em 39,4 + 1,3 °C.
Este ponto ¢ obtido observando-se a subita diminui¢do dos valores de G'.

A Figura 4.6 ilustra o comportamento de G quando o amido modificado ¢ aquecido.
A brusca eleva¢do do mddulo de armazenamento ocorre entre 65 - 66 °C e corresponde a
temperatura de gelatinizacdo do amido. Diferentemente da gelatina, o amido ndo apresenta
comportamento reversivel, ou seja, depois de gelatinizados os granulos permanecem
intumescidos, o que pode ser observado pelo alto valor de G* que permanece elevado mesmo
mantendo a solucdo a 80 °C e depois resfriando-a a 20 °C.

Géis sao comumente classificados como quimicos ou fisicos, sendo que a grande
diferenca entre esses grupos refere-se ao tipo de ligacdes estabelecidas entre as moléculas dos
polimeros. De acordo com Bohidar, Dubin e Osada (2003), se um gel ¢ formado através de
uma reagdo quimica, as ligacdes estabelecidas sdo covalentes e o gel formado ¢ irreversivel.
Entretanto, os géis fisicos atingem estabilidade nas solugdes através da formagdo de possiveis
forcas secundarias, como pontes de hidrogénio, for¢as de Van der Waals, intera¢des bipolares,
hidrofébicas, etc. (BURCHARD; ROSS-MURPHY, 1990). Esses géis, formados por
interacdes fisicas, sdo reversiveis quando parametros termodindmicos como pH, for¢a idnica

e/ou temperatura sdo modificados.
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Quando avaliamos o comportamento de G* nos sistemas que possuem gelatina e amido
modificado de forma combinada (Figura 4.6) observa-se que, tanto o amido modificado
quanto a gelatina, mantém inalteradas suas temperaturas de formacdo de gel. Este fato fica
claro quando se analisa o comportamento de G* na solu¢do em que a gelatina representa 25%
dos solidos totais e o amido modificado, 75% dos mesmos.

Durante a rampa de resfriamento, uma grande quantidade de hélices ¢ formada e o
estabelecimento da rede do gel se mostra sensivel a concentracdo de gelatina (DUHAMEL,;
HELLIO; DJABOUROV, 2002). Ou seja, se continuarmos abaixando a temperatura apds
atingir o ponto de gel (20 a 5 °C), observa-se que ligagdes fisicas cruzadas ocorrem, como
resultado de interacdes intermoleculares e como resultado dessas ligagdes cruzadas, o mddulo
de armazenamento se desenvolve, como pode ser observado na Figura 4.6. Nesta regido, as
propriedades reologicas das solu¢des de gelatina mudam de ligagdes ndo-covalentes entre
aminoacidos para desdobramento da cadeia e formacdo de hélice (ZANDI; MIRZADEH;
MAYER, 2007).
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Figura4.6 - Mddulo de armazenamento (G*) em fung@o do tempo nas rampas de temperatura estudadas para
diferentes suspensodes aquosas de gelatina ¢ amido de milho modificado, todas com 10 % de
s6lidos totais. Propor¢do, (% em massa), gelatina e amido modificado, respectivamente: []

=0:100; A =25:75; O =50:50; w = 75:25; & =100:0.
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Se analisarmos, para todas as concentragdes estudadas, os valores de G™ no inicio dos
ensaios (20 °C) e, apds o aquecimento (80 °C) seguido novamente do resfriamento a 20 °C, ¢
possivel observar o comportamento reversivel caracteristico da gelatina. Na Figura 4.6 fica
claro o comportamento reversivel da gelatina e ndo-reversivel do amido. Panouillé e Larreta-
Garde (2009) estudaram o comportamento reologico de misturas de gelatina e alginato. Esses
autores aqueceram e resfriaram a gelatina repetidas vezes e o comportamento do mddulo de
armazenamento ¢ praticamente o mesmo, ou seja, observaram também o comportamento
reversivel da gelatina e irreversivel do alginato.

Firoozmand, Murray e Dickinson (2009) estudaram o comportamento reoldgico e a
microestrutura da separag@o de fases de géis de gelatina e amido de batata oxidado misturados
com xarope de sacarose e glicose. Foram preparadas solu¢des com 7 % de gelatina, 25,5 %
xarope de sacarose, 31,4 % de xarope de glicose e amido variando de 0 (controle) até 6 %. As
amostras foram submetidas a tratamentos térmicos de 24 a 60 °C e por tempos de 20 segundos
a 30 minutos. Os autores observaram que, em sistemas contendo 7 % de gelatina e 5 % de
amido, a medida que a temperatura dos géis aumenta de 40 a 60 °C ha uma redugio da
magnitude do desenvolvimento de G* e também um aumento da extensdo de separacdo de
fases, observada por microscopia. De modo similar, quando as amostras foram expostas a 40
°C, variando-se o tempo de 12 a 30 minutos, houve uma redu¢do na magnitude do
desenvolvimento de G* ¢ um aumento da separacdo de fases em tempos maiores.

Analisando ainda o comportamento de G* (Figura 4.7) durante o aquecimento (20 a 80
°C), na amostra contendo somente amido, observa-se a crescente eleva¢do de G' até o seu
aumento brusco (temperatura de gelatiniza¢do). As demais amostras, na temperatura de 20 °C
apresentam valores de G* elevados, devido a presenca de gelatina. Uma queda no modulo de
G" ocorre em torno de 40 °C, como resultado da fusdo de gelatina. Na amostra em que a
gelatina representa 75 % dos sélidos totais, o comportamento de G* em altas temperaturas ¢é
semelhante ao que ocorre com gelatina pura, como se a presen¢ga de amido de milho
modificado ndo fosse expressiva. Por outro lado, nas amostras em que o amido representa 75
% dos solidos, o comportamento do moédulo de armazenamento tem um comportamento
hibrido: apresenta altos valores de G* em baixas temperaturas, devido a presencga da gelatina,
mas também mostra o aumento subito desse mddulo em temperaturas mais altas, acima da

temperatura de gelatinizacdo do amido, de modo similar a solug¢do contendo apenas amido.
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Figura 4.7 - Mo6dulo de armazenamento (G') em fungdo de aquecimento de 20 a 80 °C, para diferentes
concentragdes de gelatina, nos sistemas contendo gelatina e amido de milho modificado (10 %
de sdlidos totais). Propor¢do, (% em massa), gelatina e amido modificado, respectivamente:

=0:100; =25:75; =50:50; =75:25; =100:0.

4.3.2 Estudo microestrutural

A Figura 4.5 mostra imagens seriadas dos géis gelatina/amido modificado marcadas
com rhodamina B e obtidas ao microscépio laser confocal LSM-510. A Figura 4.5C
representa a amostra 37,5:62,5 (37,5 % de gelatina e 62,5 % de amido com rela¢do aos 10 %
de solidos totais), onde se observa a presenca de um sistema homogéneo e com auséncia de
separacdo de fases. Na amostra seguinte 50:50 (Figura 4.5D) observa-se o inicio de um
processo de segregagdo entre os biopolimeros. A gelatina se apresenta fortemente corada e o
amido ¢ observado como estruturas negras. Isso acontece pelo fato de que a rhodamina, na
presenca de elevadas concentragdes de proteina, ndo se liga aos granulos de amido, que
aparecem como buracos negros em meio a fase protéica fortemente corada pelo marcador
fluorescente (VAN DE VELDE; RIEL; TROMP, 2002). A separagdo de fases foi claramente
observada nas concentragdes 25:75 (Figura 4.5B) e 75:25 (Figura 4.5E). Os resultados

mostram aglomerados de granulos de amido intumescidos, envolvidos por gelatina dissolvida.
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De todos os sistemas mistos, a amostra com maior concentragdo de amido (12,5:87,5 —
Figura 4.5A) mostrou uma grande quantidade de granulos de amido pouco intumescidos e
fortemente marcados. Essa intensa fluorescéncia observada se justifica pelo fato de que, na
auséncia ou em baixas concentragdes de proteina (gelatina), a rhodamina se liga aos granulos
de amido (VAN DE VELDE; RIEL; TROMP, 2002). A amostra também apresentou uma leve
segregacdo entre os biopolimeros, com predominio de regides ricas em amido, como foi
confirmado pelo comportamento de G* (Figura 4.4).

De modo geral, com a diminui¢do da concentragdo de amido, o granulo apresentou
maior expansdo devido a maior disponibilidade de dgua. A expansdo aconteceu em todos os
as dire¢des (WILLIAMS; BOWLER, 1982; VAN DE VELDE; RIEL; TROMP, 2002).

A separagdo de fases em misturas de proteinas e polissacarideos pode levar a formagao
de estruturas esféricas na fase dispersa. Seu tamanho pode variar, mas comumente se encontra
entre 2 a 20 um. Formagdes de inclusdes esféricas observadas sugerem a existéncia de um
nivel significativo de energia na interface liquido-liquido desses sistemas (RENARD; VAN DE
VELDE; VISSCHERS, 2006). Norton e Frith (2001) observaram que, em misturas de gelatina e
maltodextrina, a separagdo de fases freqiientemente leva ao aprisionamento de gotas no
interior de outras gotas.

Misturas de proteinas e polissacarideos que, sob determinadas condigdes, resultam em
separacdo de fases sdo interessantes para a criagdo de novas estruturas porque a adi¢do de
polissacarideos, mesmo em baixas concentragdes, pode criar grandes diferengas na estrutura e
nas propriedades reologicas, além da possibilidade de indugdo de grandes diferencas na
consisténcia ou textura com apenas pequenos efeitos em outras propriedades organolépticas

(RENARD; VAN DE VELDE; VISSCHERS, 2006).
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4.4 CONCLUSOES

Observando o comportamento de G* no aquecimento, o ponto de fusdo da gelatina foi
determinado como sendo igual a 39,4 + 1,3 °C, enquanto a temperatura de gelatiniza¢do do
amido ficou no intervalo de 65 a 66 °C.

Diferentemente da gelatina, o amido ndo apresenta comportamento reversivel, ou seja,
depois de gelatinizado os granulos permanecem intumescidos, o que pode ser observado pelo
alto valor de G' que permanece elevado mesmo mantendo a solugdo a 80 °C e depois
resfriando-a a 20 °C.

A substituicdo de 25 % de gelatina por amido de milho modificado resultou em
valores de G* similares aos das amostras contendo somente gelatina.

A andlise da microestrutura de alguns sistemas permitiu observar que a concentracio
na qual os dois biopolimeros co-existem, sem separacdo de fases correspondeu a amostra
37,5:62,5. Os demais sistemas apresentaram separacdo de fases, sendo esta mais pronunciada
a medida que as amostras foram ficando enriquecidas com gelatina ou amido, exceto na
amostra 12,5:87,5, na qual o comportamento esperado seria valor de G' maior que o
observado. Sugere-se que a quantidade de amido seja insuficiente para manter o alto valor de
G’ observado na amostra de amido puro, ao mesmo tempo em que a quantidade de gelatina
ndo foi suficiente para formar uma rede continua ao longo do sistema, ficando a gelatina
distribuida de forma heterogénea.

A microscopia laser confocal mostrou-se como uma técnica de extrema importancia
para o estudo microestrutural, proporcionando um melhor entendimento sobre o processo de

separacdo de fase entre gelatina e amido.

Agradecimentos

Os autores agradecem ao Dr. Paulo Filemon Paolucci Pimenta e Fernanda Gambogi Oliveira,
chefe e técnica, respectivamente, do Laboratério de Entomologia Médica (CPqRR/FIOCRUZ)
pela andlise do material ao microscopio laser confocal. Os autores também agradecem a
Gelita e Corn Products, e Dra. Rosiane Lopes da Cunha (FEA/UNICAMP) pela doagdo de
amostras de materiais. Também agradecemos o apoio financeiro da CAPES (bolsa de estudos)

e FAPESP (2006/56015-2).



Capitulo 4 - Estudo reolégico e microestrutural de solugdes aquosas de gelatina e amido de milho modificado 91

REFERENCIAS

ALEVISOPOULOS, S.; KASAPIS, S.; ABEYSEKERA, R. Formation of kinetically trapped
gels in the maltodextrin-gelatin system. Carbohydrate Research, v. 293, p. 79-99, 1996.

ALEVISOPOULOS, S.; KASAPIS, S. Molecular weight effects on the gelatin/ maltodextrin
gel. Carbohydrate Polymers, v. 40, p. 83-87, 1999.

ALLONCE, M.; LEFEBVRE, J.; LLAMAS, G.; DOUBLIER, J. L. A rheological
characterization of cereal starch-galactomannan mixtures. Cereal Chemistry, v. 66, n. 2, p.
90-93, 1989.

ALVES, M. M., ANTONOV, Yu. A.; GONCALVES, M. P. Phase equilibria and mechanical
properties of gel-like water-gelatin-locust bean gum systems. International Journal of
Biological Macromolecules, v. 27, p. 41-47, 2000.

ANDERSON, N. S.; GAMPBELL, J. W.; HARDING, M. M.; REES, D. A.; SAMUEL, J. W.
B. X-ray diffraction studies of polysaccharide sulphates: Double helix models for x- and i-
carrageenans. Journal of Molecular Biology, v. 45, p. 85-99, 1969.

ANTONOV, Yu. A., GONCALVES, M. P. Phase separation in aqueous gelatin-x-
carrageenan systems. Food Hydrocolloids, v. 13, p. 517-524, 1999.

BELITZ, H.-D.; GROSCH, W. Food Chemistry; Springer Verlag: Berlin, New York, 1999;
774 pp. In: BUREY, P.; BHANDARI, B. R.; RUTGERS, R. P. G.; HALLEY, P. J;
TORLEY, P. J. Confectionary gels: a review on formulation, rheological and structural
aspects. International Journal of Food Properties, v. 12, n. 1, p. 176-210, 2009.

BOHIDAR, H.; DUBIN, P.; OSADA, Y. Polymer gels fundamentals and applications.
Washington, DC: American Chemical Society, 2003.

BURCHARD, W.; ROSS-MURPHY, S. B. Physical Networks, Polymers and Gels.
Elsevier, New York, 1990.

DICKINSON, E. Enzymic crosslinking as a tool for food colloid rheology control and
interfacial stabilization. Trends in Food Science & Technology, v. 8, n. 10, p. 334-339,
1997.

DICKINSON, E. Hydrocolloids at interfaces and the influence on the properties of dispersed
systems. Food Hydrocolloids, v. 17, p. 25-39, 2003.



Capitulo 4 - Estudo reolégico e microestrutural de solugdes aquosas de gelatina e amido de milho modificado 92

DOUBLIER, J.L.; GARNIER, C.; RENARD, D.; SANCHEZ, C. Protein-polyssacharide
interactions. Current Opinion in Colloid & Interface Science, v. 5, p. 202-214, 2000.

DUHAMEL, C. J.; HELLIO, D.; DJABOUROV, M. All gelatin networks: I. Biodiversity and
physical chemistry. Langmuir, v. 18, p. 7208-7217, 2002.

FIROOZMAND, H.; MURRAY, B. S.; DICKINSON, E. Microstructure and rheology of
phase-separated gels of gelatin + oxidized starch. Food Hydrocolloids, v. 23, p. 1081-1088,
20009.

GRANT, G. T.; MORRIS, E. R.; REES, D. A.; SMITH, P. J. C.; THOM, D. Biological
interactions between polysaccharides and divalent cations: The egg-box model. Federation of
European Biochemical Societies Letters, v. 32, p. 195-198, 1973.

HERMANSSON, A.-M.; SVEGMARK, K. Developments in the understanding of starch
functionality. Trends in Food Science & Technology, v. 7, n. 11, p. 343-353, 1996.

HIGGINS, J. S.; TAMBASCO, M.; LIPSON, J. E. G. Polymer blends; stretching what we can
learn through the combination of experiment and theory. Progress in Polymer Science, v. 30,
p. 832-843, 2005.

KASAPIS, S. The elastic moduli of the microcrystalline cellulose-gelatin blends. Food
Hydrocolloids, v. 13, p. 543-546, 1999.

KASAPIS, S. Phase Separation in Biopolymer Gels: A low- to high-solid exploration of
structural morphology and functionality. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v.
48, p. 341-359, 2008.

NEKLYUDOV, A. D. Nutritive fibers of animal origin: collagen and its fractions as essential
components of new and useful food products. Applied Biochemistry and Microbiology, v.
39, n. 3, p. 229-238, 2003.

NORTON, I. T.; FRITH, W. J. Microstructure design in mixed biopolymer composites. Food
Hydrocolloid, v. 15, p. 543-553, 2001.

OLSSON, C.; LANGTON, M.; HERMANSSON, A. M. Dynamic measurements of beta-
lactoglobulin structures during aggregation, gel formation and gel breakup in mixed
biopolymer systems. Food Hydrocolloids, v.16, n. 5, p. 477-488, 2002.

PANOUILLE, M.; LARRETA-GARDE, V. Gelation behaviour of gelatin and alginate
mixtures. Food Hydrocolloids, v. 23, p. 1074-1080, 2009.



Capitulo 4 - Estudo reolégico e microestrutural de solugdes aquosas de gelatina e amido de milho modificado 93

RENARD, D., VAN DE VELDE, F., VISSCHERS, R.W. The gap between food gel
structure, texture and perception. Food Hydrocolloids, v. 20, p. 423-431, 2006.

RIX, A. Gelling and Whipping Agents. In: JACKSON, E. B. Sugar Confectionery
Manufacture. Van Nostrand Reinhold, Glasgow, p. 57-76, 1990.

ROSS-MURPHY, S. B. Structure-property relationships in food biopolymer gels and
solutions. Journal of Rheology, v. 39, n. 6, p. 1451-1463, 1998.

SCHMITT, C.; SANCHEZ, C.; DESOBRY-BANON, S.; HARDY, J. Structure and
technofunctional properties of protein-polysaccharide complexes: a review. Critical Reviews
in Food Science and Nutrition, v. 38, n. 8, p. 689-753, 1998.

SINGH, N.; SINGH, J.; KAUR, L.; SODHI, N. S.; GILL, B. S. Morphological, thermal and
rheological properties of starches from different botanical sources. Food Chemistry, v.81, p.
219-231, 2003.

STEFFE, F.L. Rheological Methods in Food Process Engineering, Freeman Press: East
Lansing, 1996; 418 p.

TECANTE, A.; DOUBLIER, J. L. Steady flow and viscoelastic behavior of crosslinked waxy
corn starch-kappa-carrageenan pastes and gels. Carbohydrate Polymers, v. 40, n. 3, p. 221-
231, 1999.

TOLSTOGUZOV, V. B. Functional properties of food proteins and role of protein—
polysaccharide interaction. Food Hydrocolloids, v. 4, p. 429-468, 1991.

TOLSTOGUZOV, V. The functional properties of food proteins. In PHILIPS, G. O.;
WILLIAMS, P. A.; WEDLOCK, D. J. (Eds.). Gums and stabilizers for the food industry, vol.
6 (pp. 241-266). Oxford: IRL Press, 1992.

TOTOSAUS, A.; MONTEJANO, J. G.; SALAZAR, J. A.; GUERRERO, I. A review of
physical and chemical protein-gel induction. International Journal of Food Science and
Technology, v. 37, n. 6, p. 589-601, 2002.

VAN DE VELDE, F.; RIEL, J. V.; TROMP, R. H. Visualization of starch granule
morphologies using confocal scanning laser microscopy (CSLM). Journal of the Science of
Food and Agriculture, v. 82, p. 1528-1536, 2002.



Capitulo 4 - Estudo reolégico e microestrutural de solugdes aquosas de gelatina e amido de milho modificado 94

ZANDI, M; MIRZADEH, H.; MAYER, C. Early stages of gelation in gelatin solution
detected by dynamic oscillating rheology and nuclear magnetic spectroscopy. European
Polymer Journal, v. 43, p. 1480-1486, 2007.

ZASYPKIN, D. V.; BRAUDO, E. E.; TOLSTOGUZOV, V. B. Multicomponent biopolymer
gels. Food Hydrocolloids, v. 11, n. 2, p. 159-170, 1997.

ZHANG, G.; FOEGEDING, E. A. Heat-induced phase behavior of p-
lactoglobulin/polysaccharide mixtures. Food Hydrocolloids, v. 17, p. 785-792, 2003.

WILLIAMS, M. R.; BOWLER, P. Starch gelatinization: a morphological study of triticeae
and other starches. Starch, v. 34, p. 221-223, 1982.



y

CAPITULO S

Texture and microstructure of
gelatin/corn starch-based

gummy confections

Food Hydrocolloids

Enviado em margo / 2010




Capitulo 5 — Texture and microstructure of gelatin / corn starch-based gummy confections 96

Texture and microstructure of gelatin /

corn starch-based gummy confections

MARFIL, P. H. M.!; ANHE, A. C. B.%; TELIS, V. R. N.}'

'Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos, UNESP - Universidade Estadual Paulista, 15054-000.
Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brazil

’Centro de Pesquisas René Rachou, FIOCRUZ - Fundagdo Oswaldo Cruz, 30190-002, Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brazil

"Corresponding author.

E-mail address: vanianic@ibilce.unesp.br
Telephone number: 55 17 32212255

Fax number: 55 17 32212299

ABSTRACT

The texture of gummy gels prepared with gelatin and acid modified corn starch
(AMCS) was quantified by instrumental techniques and their microstructure was examined by
confocal laser scanning microscopy (CLSM) and scanning electron microscopy (SEM).
Gelatin:AMCS gummy gels were divided into two groups: the first group (Group 1) consisted
of gels containing different gelatin (0-10 wt%) and AMCS (0-10 wt%) concentrations,
totalizing 10 wt% solids; the second group (Group 2) was made up of gels prepared with a
fixed gelatin concentration (8 wt%) and varying AMCS concentrations (0 - 5 wt%). The
gummy gels were formulated with Lycasin® (maltitol syrup) and xylitol, shaped in cylindrical
molds and submitted to texture profile analysis (TPA) and colorimetric analysis. Pure starch
gels presented higher stringiness and adhesiveness. When AMCS was introduced into gelatin
gels, a dramatically change in the gel structure was observed. The addition of 1 wt% AMCS
formed a thermodynamically stable gel. However, increasingly AMCS concentration leaded
to a thermodynamic incompatibility, exposed by a higher number of hollow zones and

unswollen starch granules. In samples formulated with a fixed gelatin content (8 wt%), an
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increase in hardness and opacity and a decrease in stringiness and adhesiveness were observed
with increasing AMCS content (2 - 5 wt%). It could be concluded that the presence of
gelatinized starch significantly affected the morphology of the gelatin network, but preserved
the mechanical properties of gels when a suitable balance between gelatin and AMCS
contents was attained. Based on these considerations, the addition of AMCS in gelatin gels

can be an alternative in the formulation of gummy confections.

Keywords: acid modified corn starch, TPA, scanning electron microscopy, confocal laser

scanning microscopy, gels.

5.1. Introduction

Proteins are often used for products formulation, such as coatings, capsules in
pharmaceutical and food industries, adhesives, surfactants and plastic items. Nevertheless, the
higher price of proteins and proteinaceous materials, when compared with other biopolymers,
especially starch and cellulose, has limited research on their technical applications (Chiellini,
Cinelli, Fernandes, Kenawy & Lazzeri, 2001).

Gelatin is the biopolymer obtained by hydrolytic degradation of the most abundant
mammalian protein, collagen. It has wide-ranging industrial applications, especially in the
food industry (Ward & Courts, 1977). The native conformation of collagen is a triple helix
held together by interchain hydrogen bonding. In dilute aqueous solutions above 37 °C the
gelatin molecules exist as separate disordered chains (coils). On cooling, regions of the
molecules start to revert to ordered helical collagen-like sequences (“frustrated renaturation”).
When a solution containing around 1 wt% gelatin is cooled to room temperature, the gelatin
molecules form an infinite network cross-linked by hydrogen bonding, i.e., a thermoreversible
gel. The role of the coil-helix transition in this mechanism has been thoroughly investigated
(Ferry & Eldridge, 1949; Flory & Weaver, 1960; Guo, Colby, Lusignan & Whitesides, 2003).
The gel strength of gelatin gels is dependent on the gelatin concentration, with little effect of
ionic strength and pH (Papageorgiou, Kasapis & Richardson, 1994; Hsu & Jamieson, 1993).

The behavior of mixtures of gelatin and various polysaccharides as alginate (Panouillé
& Larreta-Garde, 2009), pectin (DeMars & Ziegler, 2001) and starch (Firoozmand, Murray &
Dickinson, 2009; Firoozmand, Murray & Dickinson, 2007; Tromp, Velde, Riel & Paques,

2001) has been widely studied. The knowledge of protein-polysaccharide interactions is
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important for food formulations since these mixtures generally lead to phase separation. This
phase separation occurs due to thermodynamic incompatibility or complex coacervation,
depending on the affinity between the different biopolymers and the solvent (Doublier,
Garnier, Renard, & Sanchez, 2000).

In addition to its role in plant physiology, starch is the most important carbohydrate
source in human nutrition (Veiga, Ryan, Sourty, Llanes & Marchessault, 2000). It is also
widely used, alone or with other gelling agents, to provide a wide range of jelly and gum
products. Native and modified starches are important ingredients of many formulated foods
(Abd Karim, Norziah & Seow, 2000).

The role of starch in gummy confections is to provide their base structure and many of
their textural characteristics. Acid modified starches are formed by adding a small amount of
acid to a starch suspension and heating to a temperature below the starch gelatinization
temperature producing hydrolyzed starch (Lees, 1980). When the required degree of chain
concision is achieved, the mix is neutralized and the starch filtered off and dried. The acid
hydrolyses some bonds within the starch granule, leading to a less linked structure and a
reduction in molecular weight of some chains. This causes the starch granules to be readily
soluble in boiling water (Belitz & Grosch, 1999) and disintegrate when cooked to give a
lower hot paste viscosity and higher gel viscosity than native starches (Rix, 1990;
Hermansson & Svegmark, 1996).

In many food products, such as processed meats, cheese, yogurt and confectionary
products, texture is primarily dependent upon formation of a gel network, which can be
strongly affected by the nature of the biopolymers present in the formulation. The use of
gelatin in gummy confection is indicated because the final product shows good hardness and
transparence, two characteristics that are desirable by consumers.

A gummy confection consists of high proportions of sucrose and glucose syrup,
combined with gelling components such as starch, gelatin, or pectin, along with food acid,
flavourings and colourings. Common confectionery gels products form a portion of the
lucrative confectionery market and there are continual consumer demands for more interesting
and innovative products that have new and exciting textures, flavors and appearances.
Improving or modifying confectionery gels textures can meet these demands, but first an
understanding of how the behavior and structure of the gel is developed must be achieved
(Burey, Bhandari, Rutgers, Halley & Torley, 2009). In addition, an increase in the demand for
low-sugar products has been observed in recent years, in such a way that a gummy confection

without sucrose and glucose syrup could be a new and attractive alternative to consumers.
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The aim of this study was to investigate the influence of acid modified corn starch
(AMCS) addition in gelatin based gummy confections, analyzing their mechanical and optical
properties (by TPA tests and colorimetric analysis) and microstructure (by SEM and CLSM)
in order to contribute to the knowledge on structure development in blended biopolymer

systems.

5.2. Material and methods

5.2.1. Material

The gummy gels were formulated using gelatin, AMCS, maltose syrup (Lycasin®),
xylitol and distillated water. The food-grade, type B, bloom number 240 gelatin, extracted
from bovine hides by alkaline treatment (Appendix B) was supplied from Gelita (Mococa,
Brazil). Commercial food-grade corn starch, acid modified (Appendix B), Candymil®
(moisture content 12.2 wt%, ash content < 2 wt%, pH 5.4) was provided from Corn Products
(Mogi Guacu, Brazil). Maltose syrup (Lycasin®) and xylitol were supplied, respectively, from
Roquette (Lestrem, France) and Tovani Benzaquen (Sao Paulo, Brazil). These materials were

used without any chemical treatment.

5.2.2. Preparation of gelatin/corn starch gels

The gelatin/corn starch gels were prepared in two sample groups. In the first group
(Group 1), the samples contained different proportions of gelatin: AMCS, always totalizing 10
wt% gelling agents in the final formulation. The adopted levels of gelling agents were: 10:0;
9:1; 8:2; 7:3; 0:10, respectively, gelatin and AMCS wt%. These formulations were completed
with 60 wt% Lycasin®, 10 wt% xylitol, and 20 wt% distilled water.

In the second group (Group 2), the samples contained a fixed amount of gelatin (8
wt% of the final formulation) and different proportions of AMCS, varying form 0 to 5 wt% of
the final formulation. In order to kept constant the proportion between the additional
formulation ingredients, the following procedure was adopted: the amount of gelling agents

was subtracted from a total of 100 wt% and the remaining amount was divided into nine
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portions, which were composed by six portions of Lycasin®, one portion of xylitol and two

portions of distilled water, according to Table 5.1.

Table 5.1

Formulations of gelatin and AMCS gels of groups 1 and 2.
Sample Gelatin AMCS Lycasin® Xylitol Water

(wt%) (wWt%) (wWt%) (wt%) (wt%)

7G3S 7.00 3.00 60.00 10.00 20.00
8G2S 8.00 2.00 60.00 10.00 20.00

Group 1 9GI1S 9.00 1.00 60.00 10.00 20.00
10G0S 10.00 - 60.00 10.00 20.00
0G10S - 10.00 60.00 10.00 20.00
8GOS 8.00 0.00 61.34 10.22 20.44
8G1S 8.00 1.00 60.67 10.11 20.22

Group 2 8G2S 8.00 2.00 60.0 10.00 20.00
8G3S 8.00 3.00 59.33 9.89 19.78
8G4S 8.00 4.00 58.67 9.78 19.55
8GS5S 8.00 5.00 58.00 9.67 19.33

The aqueous gelatin solution was prepared by dissolving gelatin granules in distilled
water (80-90 °C). In order to fully dissolve all granules, the gelatin solution was kept for 30
minutes in a water bath at 60 °C, with regular manual stirring. A similar procedure was used
to prepare the starch solution, but in this case the water bath was kept at 90 °C, with manual
stirring for 9 minutes (until the starch suspension became transparent).

Lycasin® and xylitol were mixed and heated over a metal sheet at 125 °C and cold at
90 °C. This syrup and the gelatin solution were then added to the starch solution, under
manual stirring for 1 minute in a water bath at 90 °C (Figure 5.1). The final formulation was
subjected to pH measurement, which resulted in values varying in the range of 5.9 to 6.2. A
portion of the final formulation was placed into cylindrical silicon molds for texture and color
analysis (items 2.3 and 2.4), whereas the remaining material was processed for microstructure

analysis (items 2.5 and 2.6).

5.2.3. Mechanical properties

The mechanical properties of the gels were determined by compression using a TA-

XT21 Texture Analyzer (Stable Microsystems Ltd., Godalming, UK) with an acrylic

cylindrical plate probe (49,2 mm of diameter) lubricated with canola oil.
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Tycasin + Gelatin 1 distilled
Xylitol water (80-90°C)

Heating Walcr bath

(125°C) (60°C, 30 min.)

Colding /

(90°C) \ Corn starch +
distilled water
(90°C, 9 min))

|

Manual shaking
(90°C, 1 min.)

Figure 5.1. Schematic diagram showing processing steps used to prepare gelatin and AMCS gel samples.

The cylindrical-shaped gels (20 mm length and 31 mm diameter) were kept at ambient
temperature (25 °C) for 24 hours and then were subjected to the instrumental texture profile
analysis (TPA) tests. The samples were compressed twice at 1 mm/s to 40 % of their original
height and the measurements were performed in triplicate. The textural parameters recorded
during the analysis were hardness, fracturability stringiness, adhesiveness and springiness,
defined according to Steffe (1996) and calculated by the Texture Expert software (Stable
Microsystems Ltd., Godalming, UK).

5.2.4. Opacity

The opacity (Y) was measured in a colorimeter (Hunterlab / Colorflex, Reston, USA).
The Y value was calculated by the Universal software 3.2 (Hunter Lab Associates Laboratory,

Reston, USA, 1997), according to Equation (1).
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Y =(Ys/ Yw).100 (D

where Yg and Yy, are the opacity under black and white standard, respectively. The opacity

values were obtained in an arbitrary scale (0 to 100 %).

5.2.5. Scanning electronic microscopy (SEM)

For scanning electron microscopy (SEM), samples were fixed in a 2.5 %
glutaraldehyde solution overnight, dehydrated in a graded ethanol solution series and dried by
the critical point method using liquid CO, and acetone. The gels were fractured, mounted on
stubs using double-sided stick tape and coated with gold. Samples were analyzed in the
Scanning Electron Microscope (Scanning Electron Microscope JEOL JSM 5600, JEOL,
Tokyo, Japan).

5.2.6. Confocal laser scanning microscopy (CLSM)

For Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM), the fluorescent marker Rhodamine
B was used for non-covalent labeling. Two drops of an aqueous, 0.05 % Rhodamine B
solution was added to 100 g of sample at 70 °C. At this temperature the samples were in a
liquid state. In these circumstances, all sites in the sample were accessible for the Rhodamine,
and diffusion were fast. Samples were mounted in microscope slides, covered with glass
cover slips and sealed with nail polish to prevent evaporation. Slides were analyzed in a
confocal laser scanning microscopy (Zeiss Laser Scanning Microscope 510, Carl Zeiss,

Konigsallee, Gottingen , Germany) using the wavelength of 543 nm.

5.3. Results and discussion

5.3.1. Mechanical properties
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The TPA analysis showed that gelatin has an important role in all textural parameters
studied. Considering the samples of Group 1, 10GOS and 9G1S gels did not show significant
difference (p < 0.05) in hardness and fracturability (Table 5.2). On the other hand, these
parameters decreased with the increasing AMCS proportion (8G2S, 7G3S, 0G10S), mainly in
the case of hardness. Similar results were observed by DeMars and Ziegler (2001) in
gelatin/pectin-based gummy confections when pectin concentration increased. Gelatin also
showed a high influence in stringiness and adhesiveness, since the decrease in gelatin
concentration resulted in stringy and adhesive gels, as can be observed in Figure 5.2. In this
figure, the negative area that appears in the detailed area indicates the adhesiveness, while the
horizontal and vertical arrows represent, respectively, stringiness and adhesive force
(maximum negative force). Taking into account the springiness, there were no significant
differences between samples of Group 1, although a trend of maximum springiness had been

observed for the sample 7G3S.

Table 5.2
Hardness, fracturability, stringiness, adhesiveness, springiness and opacity values of gelatin and AMCS gels
(Group 1).

Gelatin AMCS  Hardness Fracturability Stringiness Adhesiveness Springiness Opacity

(Wt%)  (Wt%) ) N) ) (N-s) (%) (%)
10.0 - 40.08+2.10"  0.200£0.001"  0.86+0.14"  -0.35+0.13"  95.50.3"  90.03%0.34"
9.0 1.0 42.69+1.19°  0.200£0.001°  0.96+0.11"  -0.55£0.05°  94.6+4.2"  96.24+0.44"
8.0 20  33.89+1.71°  0.17740.005°  1.1240.15"  -0.6840.18"  96.543.0  97.76:0.29°
7.0 3.0 1826£0.07° 0.180£0.005°  1.98+0.25°  -1.10+0.14°  97.542.5"  98.02+0.21°

- 10.0  1.1040.08°  0.134+0.004°  3.824+0.21°  -2.08+0.19°  95.440.9° *

®°Means + standard error, values with different letters in same column are significantly different, P < 0.05.

* the consistence of the obtained gel did not permit evaluate opacity.

Gels containing only AMCS as the gelling agent (0G10S) showed the lower ability of
gel formation presented by this biopolymer when compared to gelatin, even in the presence of
maltitol syrup that behaves as a body agent, and xylitol that is an edulcorant. Nevertheless,
when starch is used blended with gelatin, it can present a synergistic effect, enhancing the
mechanical properties of the final product.

In order to study the influence of AMCS on the texture of gelatin gels, some
experiments were carried out in samples with a fixed gelatin concentration (8 wt% of the final
formulation) and different proportions of AMCS, varying form 0 to 5 wt% of the final
formulation, corresponding to samples of Group 2 (Table 5.1). The results of TPA tests

applied in these samples are presented in Table 5.3.



Capitulo 5 — Texture and microstructure of gelatin / corn starch-based gummy confections 104

50

40 =

30

Force (N)

Force (N)
%
1

10 4

Figure 5.2. Texture profile analysis of gelatin: AMCS gels (10 wt% solids) in different proportions, respectively:
10:0 (closed squares); 9:1 (open triangles); 8:2 (closed circles); 7:3 (open stars); 0:10 (cross).

The highest hardness values were observed in samples 8G4S (51.67 N) and 8GS5S
(53.63 N), which were higher than those that would be obtained by summation of hardness
values of samples prepared with the individual biopolymers as, for instance, in samples
10GOS (40.08 N) and 0G10S (1.10 N). This could suggest that there is a synergistic effect
between the two biopolymers, which would cause an increase in hardness of blended gels. On
the other hand, it should be pointed out that the total gelling agents’ concentration in samples
8G4S and 8GS5S were higher than in samples 10G0S and 0G10S. Taking into account sample
8G2S that was prepared with a total of 10 wt% gelling agents, the resulting hardness (35.06

N) was lower than for the sample containing only gelatin.

Table 5.3
Hardness, fracturability, stringiness, adhesiveness, springiness and opacity values of gelatin and AMCS gels
containing 8 wt% gelatin and 0-5 wt% AMCS (Group 2).

Corn Starch  Hardness  Fracturability  Stringiness = Adhesiveness Springiness

(Wt%) ™) ™) &) (N.5) (%) Opacity (%)
- 31.94£1.23"  0.195+£0.001*°  2.10£0.03" 2.97+0.52° 92.3+3.3®  81.33+0.59"
1.00 33.3040.23°  0.195+0.005°  1.36+0.22°¢  -0.70+0.41° 96.5+0.4®  89.93+0.54°
2.00 35.06£3.11°  0.178+0.004°  1.48+0.01°  -1.24+0.20™ 90.040.9°  97.28+0.68°
3.00 35.8742.77°  0.17840.004°  1.2240.02°  -0.56+0.25"™ 90.6+3.3*  97.5740.20%
4.00 51.671.62°  0.188+0.010°  0.91°40.25°  -0.4740.46¢ 90.5+1.5°  97.64+0.23%
5.00 53.6340.50°  0.186+0.009*°  1.05+0.01¢  -0.58+0.10" 92.842.1°  96.04+0.37°

Contrary to the observed above for samples of Group 1, samples of Group 2 showed a

trend of less stringy and adhesive gels with increasing starch concentration (Table 5.3 and
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Figure 5.3). Nevertheless, this result could be reflecting the increase in the total content of

gelling agents.

Force (N)

Time (s)

Figure 5.3. Texture profile analysis of gelatinn AMCS gels containing 8 wt% gelatin and different AMCS
contents: 0 % (closed squares); 1 % (open triangles); 2 % (closed circles); 3 % (open stars); 4 %
(cross); 5 % (plus signs).

5.3.2. Opacity

In general, gelatin gels were very transparent. This transparence decreased with the
increase in gelatin concentration, as can be concluded by comparison of samples 10G0S
(Table 5.2) and 8GOS (Table 5.3).

Table 5.2 shows that addition of a small concentration of AMCS (1 wt%) decreased
transparence, but resulted in a gel with mechanical proprieties similar to pure gelatin gels. In
Table 5.3, the influence of AMCS in gel opacity can be clearer observed, since in these
samples, gelatin concentration was kept constant (8 wt%): the AMCS increasing caused
transparence decreasing. For instance, the initial opacity value of 81.33% (8GO0S) increased to

97.28% (8G2S) with the addition of only 2 wt% starch.

5.3.3 Microscopy structure
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In order to relate the mechanical properties and microstructure of gels, the samples
were subjected to analysis by SEM (Figure 5.4) and CLSM (Figures 5.5 and 5.6). For CLSM,
as Rhodamine B is a protein specific dye, gelatin appears grayish or reddish in the fotographs,
while the darker areas indicate the absence of protein.

SEM (Figure 5.4) permitted the visualization of the three-dimensional structure of the
mixed systems. CSLM (Figures 5.5 and 5.6) corroborated the results, confirming that the
grayish or reddish network observed was formed by gelatin, since it was stained by
Rhodamine.

In the absence of AMCS, gelatin showed a thin spongy and regular aspect (Figures
5.4A and 5.5A). The addition of 1wt% of AMCS changed dramatically the morphology of the
gel, since the gelatin formed fibrillar framework containing some swollen AMCS (Figures
5.4B and 5.5B). These fibers were randomly distributed and connected with one another and
the swollen AMCS granules appear to be embraced by the gelatin network. Heating of AMCS
suspensions leads to swelling and finally disruption of the AMCS granules, the so-called
gelatinization process. Therefore, it could be deduced that the presence of gelatinized starch
would affect significantly the morphology of gelatin network. In many applications and in
almost all food applications, starch granules are heated before use.

The addition of 2 to 5 wt% AMCS (Figures 5.4C-D and 5.5C-F) resulted in a
polygonal network of gelatin with many hollow zones where the starch granules were
localized, but contrary to what was observed in Figure 5.4B, the swollen AMCS granules
appear to be disconnected from the network. The increasing of AMCS concentration in the
mixed systems showed a more compact appearance, that was related to the higher hardness
found on the TPA tests. The network was predominantly composed by gelatin, which
explained the self-supported structure of the systems. In addition, the increasing of AMCS
concentration also showed a higher number hollow zones and unswollen starch granules.

When two biopolymers (proteins and/or polysaccharides) are mixed together, we can
observe a single phase or a phase separation (associative or segregative) (Piculell, Bergfeldt &
Nilsson, 1995; Doublier, Garnier, Renard & Sanchez, 2000; de Kruif & Tuinier, 2001;
Turgeon, Beaulieu, Schmitt & Sanchez, 2003). The behavior of a single phase occurs in some
rare cases or for low polymer concentrations, when the biopolymers are miscible and co-exist.
This situation was identified in the sample 8G1S (Figures 5.6A-C), where the biopolymers
co-existed because of the low starch concentration. This gel was considered

thermodynamically stable, according to the definitions of Tolstoguzov (1992).
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Figure 5.4. SEM images of blended systems containing 8 wt% gelatin and zero (A), 1 wt% (B), 3 wt% (C) and 5
wt% (D) AMCS.
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Figure 5.5. CSLM images of blended systems containing zero (A), 1 wt% (B), 2 wt% (C), 3 wt% (D), 4 wt% (E)
and 5 wt% (F) AMCS. Grayish (or reddish) regions are rich in gelatin.

Figure 5.6. CSLM images of cross-sections of 8G1S (A, B, C) and 8G5S (D, E, F) samples showing some
AMCS in the gelatin network (distance between cross-sections: 2um).
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Nevertheless, the increasing of AMCS concentration modified the structure of the
gels, showing a thermodynamic incompatibility. This behavior became evident by the hollow
zones that segregated starch granules from the gelatin. The network was more compact,
whereas gelatin was repulsed by the starch.

A thermodynamic unstable system is the most frequent and is mainly due to excluded
volume effects and repulsion between the two biopolymers (Tolstoguzov, 1992; Doublier,
Garnier, Renard, & Sanchez, 2000). This behavior is also called segregative phase separation
and occurs when each phase is enriched with one of the two biopolymers. In the systems
studied in the present work, although the progressively increase in the AMCS concentration,
phase separation did not occur probably due to the increasingly viscosity of the suspension
caused by the starch gelatinisation. Figure 5.6 shows cross-sections of 8G1S (Figure 5.6A-C)
and 8GS5S (Figure 5.6D-F), revealing the absence of phase separation. The key feature of
CLSM is the imaging of a single focal plane in the sample. This enables the visualization of
cross-sections of the blended systems without the need for sectioning techniques. Cross-
sections were taken at 2um intervals.

In mixed biopolymer systems phase separation is governed by critical polymer
concentration, polymer shape, and compatibility of the biopolymers present. The extent of
mixing is governed by the “Flory-Huggins interaction parameter,” which is dependent on
solvent quality and volume as well as polymer concentration and size (Clark, 1995; Danner,
1993). Altering the quality of the solvent (e.g., adding sugar to water), results in changes to
the extent of mixing in the blended biopolymer system. This leads to mixed biopolymer
systems that contain sugars to present a different morphology than those formed in an
aqueous environment (Kasapis, Mitchell, Abeysekera & MacNaughtan, 2004). The
morphology of the systems studied in the present work must have been affected by the
presence of maltitol and xilytol.

Studies of single biopolymer systems containing sugar have shown that in
polysaccharides, such as starch, in which sugar concentration approaches levels found in
confectionery gels, chain-chain associations are reduced. This leads to a less aggregated
structure than in the case of the aqueous system, meaning that must be increased as the sugar
inhibits the gel network aggregation. Gelatin gels behave quite differently from starch gel
systems, with chain association being increased in the presence of sugar, rather than reduced.
Sugars tend to destabilize polysaccharide gel networks at levels of 40—-60 % sugars, but
increase gelatin gel networks at these levels of sugar (Kasapis, Mitchell, Abeysekera &

MacNaughtan, 2004).
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In aqueous systems, gelatin gels appear as continuous systems, but upon addition of
sugar they separate into sugar-rich and gelatin-rich phases, showing high biopolymer
aggregation. In aqueous systems, polysaccharides show fibrillar network structures, but upon
addition of sugar some of these features are lost. This is due to the threshold of
thermodynamic stability of structure formation for polysaccharides being exceeded at these
levels, and considerable parts of the network “dissolving” in the saturated sugar environment.
Thermodynamic stability of gelatin gel network formation is increased at 40-60 % sugar and
continues to increase at levels above this (Kasapis, Al-Marhoobi, Deszczynski, Mitchell &
Abeysekera, 2003).

The photographies (Figure 5.4C-D) showed some unswollen AMCS granules in the
gelatin network. Several theories suggest that sugar can affect starch gelatinization. One
theory is that sugar molecules interact with starch granule amorphous regions and increases
the gelatinization temperature (Tg) of the starch. In limited water (<30 %), starch Tg
increases with decreasing moisture content. When sugar is dissolved in the water being used
for gelatinization, part of the water is bound by the sugar, effectively decreasing the moisture
content, leading to an increased starch Ty (Beleia & Miller, 1996; Perry & Donald, 2002).
Another theory is that sugar displaces water inside the starch granules, therefore inhibiting
one of the promoters of starch gelatinization. Sugars are also thought to stabilize crystalline
regions in the starch and hence immobilize water molecules, hindering starch gelatinization

(Beleia & Miller, 1996).

5.4. Conclusions

The results presented in this paper showed that starch gels are more stringiness and
adhesiveness than those of gelatin. When AMCS was introduced in gelatin gels, it
dramatically changed the structure. The addition of 1 wt% AMCS formed a
thermodynamically stable gel. However, the increasing of AMCS concentration modified the
structure of gelatin network, showing a thermodynamic incompatibility, a higher number of
hollow zones and unswollen starch granules. In addition, an increasing of hardness and
opacity and a decreasing of stringiness and adhesiveness was observed. It could be deduced
that the presence of gelatinized starch would affect significantly the morphology of gelatin
network. Finally, the addition of AMCS to gelatin gels resulted in more opaque gels, although

the mechanical properties were preserved when a suitable balance between gelatin and AMCS
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contents was attained, as in the case of samples containing 9:1, 8:4 and 8:5 wt% of
gelatin:AMCS. Based on these considerations, the addition of AMCS in gelatin gels can be an

alternative in the formulation of gummy confections.
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CONCLUSOES

e Em todas as amostras analisadas, os valores de G* ¢ G'* aumentaram com a diminui¢do da
temperatura ¢ com o aumento da concentragdo de gelatina nas solugdes. O colageno
hidrolisado ndo apresenta caracteristica de formagdo de gel e ndo foi observado efeito
sinergistico quando estudado em conjunto com a gelatina. Exceto para a solu¢do contendo
1 % de gelatina, a temperatura de formagdo de gel foi de 20 °C, enquanto que a
temperatura de fusdo da gelatina foi de 39,4 £+ 1,3 °C.

e O valor do médulo de armazenamento (G') correspondente ao platd viscoelastico
(varredura de freqiiéncia) aumentou com o aumento da concentragdo de gelatina e,
comparando-se solugdes com mesma concentracdo de gelatina, as amostras com amido
possuem altura de platés maiores do que as que contém colageno hidrolisado nas mesmas
concentragoes.

e As concentragdes de gelatina e de colageno hidrolisado nas gomas de gelatina dietéticas
exerceram, sobre os parametros de dureza, gomosidade e mastigabilidade, um efeito
significativo apenas de dependéncia linear, ou seja, ndo ha efeito significativo da interacdo
entre os fatores. A concentragdo de gelatina e coldgeno hidrolisado nio influenciou os
parametros fraturabilidade, elasticidade e coesividade significativamente (p<0,05) sendo
que a concentracdo de gelatina influenciou de forma significativa o parametro adesividade
das gomas de gelatina.

e Ainda sobre gomas dietéticas de gelatina, o aumento nas concentragdes de gelatina e de
colageno hidrolisado apresentou efeito significativo sobre a opacidade dos géis obtidos e
um aumento crescente na diferenga de cor que obedeceu a uma relagdo linear em fungio da
concentracdo total de biopolimeros na amostra (R*>0,98). Foi possivel obter um produto
com propriedades mecanicas similares as das tradicionais gomas de gelatina, sendo
diferenciado por ndo utilizar sacarose na formulacdo e por apresentar maior contetido
protéico. O produto apresentou boa aceitag@o tanto pelo publico infantil como por adultos.

e O amido de milho modificado de forma &4cida (AMMA) apresentou temperatura de
gelatinizagdo no intervalo de 65 a 66 °C. Diferentemente da gelatina, o amido ndo
apresenta comportamento reversivel, ou seja, depois de gelatinizado os granulos
permanecem intumescidos, o que pode ser observado pelo alto valor de G* que permaneceu

elevado mesmo mantendo a solugdo a 80 °C e depois resfriando-a a 20 °C. A substitui¢do
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de 25 % de gelatina por amido de milho modificado resultou em valores de G* similares
aos das amostras contendo somente gelatina.

e A andlise da microestrutura de suspensdes aquosas de gelatina e AMMA permitiu observar
que a concentracdo na qual os dois biopolimeros co-existem, sem separacdo de fases
correspondeu a amostra contendo uma relacdo de concentracdes de gelatina:AMMA igual
a 37,5:62,5. Os demais sistemas apresentaram separagdo de fases, sendo esta mais
pronunciada a medida que as amostras foram ficando enriquecidas com gelatina ou amido,
exceto na amostra 12,5:87,5.

e Géis de gelatina e AMMA formulados com uma base de xarope de maltitol e xilitol
apresentaram uma grande mudanca da estrutura devido a presenga de AMMA. A adicdo de
1 % de AMMA resultou num gel termodinamicamente estavel sendo que, em maiores
concentragdes de amido o resultado ¢ uma incompatibilidade termodindmica, evidenciada
pelo maior numero de espacos vazios e granulos ndo entumescidos. Por outro lado, houve
um aumento da dureza e opacidade e uma diminui¢do da pegajosidade e adesividade.

e A adicdo de AMMA em géis de gelatina resultou em géis mais opacos, contudo as
propriedades mecanicas foram preservadas quando um adequado balango entre gelatina e
AMMA foi atingido, como no caso das amostras 9:1, 8:4 e 8:5 % em massa de
gelatina:AMMA. Assim, a adicdo de AMMA em géis de gelatina pode ser uma alternativa

na formulagdo de confeitos.
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APENDICE A

Sexo: ( )M ( )F ldade:

Marque, com (X) a opcao que representa melhor sua
avaliacdo do produto.
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Figura A1 — Escala hedonica facial de cinco pontos utilizada para analise sensorial com criangas.

8 - Gostel muito
9 - Gostei extremamente

Comentarios:

Figura A2 — Escala hedonica de nove pontos utilizada para analise sensorial com adultos.
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APENDICE B

Figura B1 — Micrografias de varredura de granulos de amido de milho modificado de forma acida (A-D),
gelatina (E-H) e coldgeno hidrolizado (I-L) néo tratados.
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