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RESUMO

As claras de ovo na sua forma fresca (F), pasteurizada (P) e
desidratada (S) foram caracterizadas fisico-quimicamente e avaliadas
guanto a capacidade espumante e estabilidade. Com relacdo a
caracterizacdo, as claras apresentaram pH entre 9,1 e 9,5 e teores de
umidade e proteinas de acordo com o disposto na literatura. A analise de
acucares redutores indicaram valores decrescentes entre as claras F, P e
S de 0,55; 0,32 e 0,20 %, respectivamente, que foi atribuido a ocorréncia
da reacdo de Maillard durante os tratamentos térmicos aos quais as
claras P e S foram submentidas. Nos ensaios de cor todas as claras
apresentaram coloracdo amarela esverdeada, atribuida a presenca de
riboflavina. A clara F apresentou maior luminosidade e a clara S
apresentou maior indice de escurecimento (IE), indicando que o
processamento térmico causou escurecimento em virtude da ocorréncia
da reacdo de Maillard, corroborando com os ensaios de agucares
redutores. No que se refere a viscosidade, as claras apresentaram
comportamento pseudopléastico embora a clara F tenha apresentado
maior viscosidade (3, 67 mPa.s™), seguida pelas claras P e S (2,70 e
2,65 mPa.s™, respectivamente). A degradacéo térmica (TGA) das claras
ocorreu até 500 °C, apresentado trés estagios, que foram atribuidos a
perda de 4gua (67 °C) e a degradacdo térmica das proteinas (292 e 315
°C). Através das andlises de calorimetria exploratéria de diferencial
(DSC) foram identificados quatro picos endotérmicos na faixa de
temperatura entre 56 e 85 °C em todas as claras, sendo atribuidos a
desnaturacdo das proteinas ovotransferrina, lisozima, ovalbumina e S-
ovalbumina. As claras P e S apresentaram a menor entalpia de
desnaturagdo indicando que nestas amostras ocorreu uma prévia perda
parcial da estrutura conformacional das proteinas em funcdo dos
tratamentos térmicos aos quais foram submetidas. As claras P e S
também apresentaram os menores valores de tensdo superficial em
relagdo a clara fresca, sugerindo que o tratamento térmico alterou a
atividade de superficie das proteinas destas claras. Os ensaios com as
espumas mostraram curvas de % overrun com comportamento similar
apresentando aumento até atingir o overrun maximo com posterior
declinio. A clara F apresentou maior capacidade espumante durante todo
0 ensaio (1.153 %) seguida da clara S (677 %) e P (560 %), cuja
diferenca foi atribuida a melhor atividade de superficie das proteinas
contidas na clara F. Nos ensaios de estabilidade, a clara S apresentou a
espuma menos estavel, com maiores valores de drenado (% DR) e
menor tempo de meia vida, quando comparada as demais claras, devido



a acdo da gravidade, diferenca de pressdo e as forcas de repulsdo e
atracdo no sistema coloidal. Os ensaios de microscopia 6ptica de
fluorescéncia das medidas de overrun evidenciaram a geometria
poliédrica das bolhas das espumas da clara F e mais esférica para as
espumas das claras P e S e permitiram observar e espessura das
peliculas, a presenga dos filmes lamelares e das bordas de Plateau,
mostrando os efeitos da incorporacdo de ar na estrutura da espuma
formada. Durante os ensaios de estabilidade observou-se movimento
dindmico no sistema, saindo de um sistema mais denso de pequenas
bolhas para um sistema menos denso de grandes bolhas, onde foram
identificados os fendmenos desestabilizacdo de creaming, coarsening,
maturagdo de Ostwald e coalescéncia em todas as espumas, embora a
intensidade dos mesmos tenha sido diferente em funcdo da amostra.
Desta forma foi concluido que o processo de pasteurizagdo e
desidratacdo aos quais as claras P e S foram submetidas podem ter
favorecido nessas claras o escurecimento, a reducdo da atividade de
superficie das proteinas, reduzido a viscosidade e aumentado a tensdo
superficial, o que ocasionou a reducdo da capacidade espumante de
ambas as claras e 0 comportamento menos estavel da clara S, quando
comparadas a clara F.

Palavras-chave: claras, proteinas, overrun, estabilidade, filmes lamelares
e borda de Plateau, geometria poliédrica e esférica.



ABSTRACT

Egg whites in their fresh (F), pasteurized (P) and dehydrated (S) form
were characterized physicochemically and evaluated for foaming ability
and stability. Regarding the characterization, the egg whites presented
pH between 9.1 and 9.5 and moisture and protein contents according to
the literature. The analysis of reducing sugars indicated decreasing
values between the egg whites F, P and S of 0.55; 0.32 and 0.20%,
respectively, which were attributed to the occurrence of the Maillard
reaction during the heat treatments to which the P and S whites were
submitted. In the color tests all the egg whites presented greenish yellow
coloration, attributed to the presence of riboflavin. The egg white F
presented higher luminosity and the white S presented a higher
darkening index (IE), indicating that the thermal processing caused
darkening due to the occurrence of the Maillard reaction, corroborating
with the reductive sugars tests. Regarding the viscosity, the egg whites
presented pseudoplastic behavior although the egg white F had a higher
viscosity (3.67 mPa.s™), followed by the whites P and S (2.70 and 2.65
mPa.s™, respectively). The thermal degradation (TGA) of the egg whites
occurred up to 500 ° C, presented three stages, which were attributed to
water loss (67 ° C) and thermal degradation of proteins (292 and 315
°C). Through the exploratory scanning calorimetry (DSC) analyzes, four
endothermic peaks were identified in the temperature range between 56
and 85 ° C in all the egg whites, with the denaturing of the
ovotransferrin, lysozyme, ovalbumin and S-ovalbumin proteins being
identified. The P and S egg whites showed the lowest enthalpy of
denaturation indicating that in these samples there was a previous partial
loss of the conformational structure of the proteins as a function of the
thermal treatments to which they were submitted. The P and S egg
whites also presented the lowest values of surface tension in relation to
the fresh egg white, suggesting that the thermal treatment altered the
surface activity of the proteins of these whites. The tests with the foams
showed % overrun curves with similar behavior showing increase until
reaching the maximum overrun with subsequent decline of the curve.
The egg white F showed higher foaming capacity during the whole test
time (1.153%) followed by the clear S (677%) and P (560%), whose
difference was attributed to the better surface activity of the proteins
contained in the egg white F. Stability, the egg white S was the less
stable foam, presenting higher values of drainage (% DR) and lower half
- life time, when compared to other egg whites, due to the action of
gravity, pressure difference and repulsion forces and attraction in the



colloidal system. The fluorescence optical microscopy tests in the
overrun tests evidenced the polyhedral geometry of the egg white F and
more spherical for the egg whites P and S and allowed to observe and
thickness of the films, the presence of the lamellar films and the borders
Plateau, showing the effects of the incorporating air into the formed
foam structure. During the stability tests, we observed a dynamic
movement in the system, moving from a denser system of small bubbles
to a less dense system of large bubbles, where phenomena were
identified as destabilization of creaming, coarsening, Ostwald
maturation and coalescence in all foams although the intensity of the
same was different according to the sample. In this way it was
concluded that the pasteurization and dehydration process to which the
P and S egg whites were submitted may have favored the darkening,
reduction of the surface activity of the proteins, reduced viscosity and
increased surface tension, which reduction of the foaming capacity of
both egg whites and the less stable behavior of the egg white S, when
compared to egg white F.

Keywords: Egg whites, proteins, overrun, stability, lamellar
films,borders Plateau, polyhedral and spherical geometry.
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1 INTRODUCAO

Na inddstria de alimentos, os ovos sdo considerados como um
ingrediente multifuncional, podendo ser incorporados em diversos
sistemas alimentares incrementando o valor nutricional, conferindo cor,
aroma e sabor (flavour), bem como, melhorando as propriedades de
emulsificacdo, de formagcdo de espumas e de gelificacdo
(KIOSSEOGLOU; PARASKEVOPOULOU, 2006). Dentre os
componentes do ovo, a clara (albimen) é responsavel pela maior fracéo,
sendo composta basicamente por dgua e proteinas, destacando-se devido
a suas propriedades funcionais, especialmente por atuarem como bons
agentes espumantes (MINE; ZHANG, 2013). A clara pode ser usada em
sua forma fresca ou como ovoproduto, seja na forma desidratada,
pasteurizada, congelada ou como um componente isolado (MINE, 2002;
STRIXNER; KULOZIK, 2011). De acordo com dados da Organizacdo
das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) o comércio
mundial de ovoprodutos tem crescido em ritmo acelerado dado que a
exportacdo de ovos desidratados e pasteurizados no mundo mais que
dobrou entre o periodo de 2003 a 2013. Embora no Brasil a producéo de
ovoprodutos ndo seja ainda muito significativa, estudos apontam que ha
potencial de crescimento para esses produtos no pais (AMARAL et al.,
2015; FAOSTAT, 2017).

Embora o processamento de claras para obtencdo de claras
pasteurizadas e desidratadas apresente diversas vantagens a esses
produtos quando comparados a clara na sua forma fresca, estudos
apontam que as etapas empregadas no processamento podem levar a
alteragdes quimicas e fisicas dos componentes da clara, especialmente
de suas proteinas. Estas modificacfes sdo mais intensas quanto mais
elevadas forem as temperaturas empregadas durante a etapa de
tratamento térmico, uma vez que a clara é uma mistura complexa de
proteinas com diferentes temperaturas de desnaturacdo, fazendo com
gue o tratamento térmico afete de maneira diferente cada uma delas
(CLARK; JUNG; LAMSAL, 2014; HAMMERSH@J et al., 2006).

AlteracOes estruturais nas proteinas, devido ao processamento,
causam mudancas nas suas propriedades funcionais, sendo assim a
capacidade espumante das claras pode ser afetada uma vez que a
atividade de superficie das proteinas pode ser prejudicada,
principalmente devido & ocorréncia da desnaturacdo proteica
(LECHEVALIER et al., 2011). A espuma é um sistema coloidal que
consiste em uma massa de bolhas de ar dispersas em um liquido,
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separados por uma fina pelicula. Na industria de alimentos as espumas
sdo importantes por sua contribuicdo no volume e na textura de produtos
alimentares, pois a incorporacdo de ar reduz a densidade do produto e
aumenta seu volume (SCHRAMM, 2014; USTUNOL, 2015 a).

Devido & importéncia do uso de ovoprodutos de claras, bem
como, da aplicacdo de espumas para obtencdo de produtos especificos
pela indistria de alimentos, estudos que avaliam os efeitos dos
processamentos nas claras, bem como as implicagcbes nas suas
propriedades espumantes sdo pouco explorados.

1.1 OBIJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Esse trabalho teve como objetivo caracterizar fisico-
guimicamente as claras de ovos fresca, pasteurizada liquida e
desidratada e avaliar a capacidade espumante, a estabilidade das
espumas obtidas a partir dessas claras e caracteriza-las
morfologicamente.

1.1.2 Objetivos especificos

Avaliar as claras fresca, pasteurizada e desidratada quanto ao teor
de umidade, teor de proteinas, pH e concentragdo de agUcares
redutores.

Caracterizar as claras quanto a cor com auxilio da escala de cor
CIELab, pelo indice de escurecimento (IE) e pela diferenca total de
cor (AE)).

Analisar as claras quanto a presenca de elementos auto
fluorescentes, com auxilio de microscopia optica de fluorescéncia.

Determinar a viscosidade e a tensdo superficial da clara fresca,
pasteurizada e desidratada reconstituida.

Avaliar, utilizando as técnicas de andlise termogravimétrica (TGA)
e calorimetria exploratoria diferencial (DSC) o comportamento de
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degradacdo térmica, temperaturas de desnaturacdo e variacdo de
entalpia de desnaturacéo das proteinas presentes nas claras.

Caracterizar as claras quanto a capacidade espumante, através dos
ensaios de % overrun, fracdo da fase gasosa (¢) e densidade.

Avaliar a estabilidade das espumas, com auxilio dos ensaios de %
drenado (% DR) e determinacdo do tempo de meia vida.

Caracterizar morfologicamente as espumas utilizando a técnica de
microscopia Optica de fluorescéncia durante as medidas de %
overrun e % DR.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFRICA
2.1 OVO DE GALINHA (Gallus domesticus)

O ovo de galinha (Gallus domesticus) é um importante elemento
da dieta humana, sendo um dos poucos alimentos usado em todo mundo
(MINE, 2002). Além disso, é muito versatil, podendo ser consumido in
natura e como parte de diversos produtos manufaturados (STRIXNER;
KULOZIK, 2011).

Os ovos sdo ingredientes desejaveis em muitos alimentos e sdo
classificados pela industria como um alimento multifuncional. Podem
ser incorporados em diversos sistemas alimentares com o intuito de
incrementar o valor nutricional, conferir cor, aroma e sabor (flavour),
melhorar as propriedades de emulsificacdo (gema), formacdo de espuma
e gelificagdo (clara) (KIOSSEOGLOU; PARASKEVOPOULOU,
2006). Devido a essas caracteristicas fisico-quimicas, o ovo tornou-se
um importante ingrediente na industria de alimentos podendo ser usando
em sua forma fresca, desidratado, pasteurizado, congelado ou como um
derivado isolado. Desta maneira, pode ser incorporado em produtos tais
como maionese, bolos, merengues, molhos de salada, macarréo,
produtos de confeitaria, formulados carneos, entre outros. Sua aplicacéo
em diversos produtos se deve ndo apenas ao seu valor nutricional, mas
também por suas caracteristicas sensoriais e propriedades funcionais
(MINE, 2002; STRIXNER; KULOZIK, 2011).

O ovo pode ser separado em trés partes principais: casca (9 a 11
%), clara (60 a 63 %) e gema (28 a 30 %) (Figura 1), embora sua
composicdo possa variar com a idade, linhagem, estirpe, deita da galinha
e variagBes individuais entre galinhas, bem como, condicdes e o tempo
de armazenagem dos ovos apds a postura (ARAUJO et al., 2015).

Os ovos sdo constituidos principalmente por agua, que varia entre
74,8 e 75,8 %, proteinas cujo teor se encontra entre 12 e 13 %, lipideos
com teores entre 9,4 e 12 % e minerais, vitaminas e carboidratos que
totalizam aproximadamente 2 %. Os ovos ndo contém fibra dietética e se
caracterizam por apresentar baixos teores de carboidratos (LOPEZ-
FANDINO, 2007; POWRIE; NAKAI, 1986; KOVACS-NOLAN;
PHILLIPS; MINE, 2005; LI-CHAN; KIM, 2008; MINE, 2015 WALSH,
2014).
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Figura 1 - llustracdo da constituicdo do ovo de galinha (Gallus domesticus)

Casca

Cémara de ar

—— Membranas da casca

Gema
‘ Abumen fino
Disco
germinativo
vitelina Albumen espesso
Chalaza

Fonte: Adaptado de Mine e Zhang (2013).

Do ponto de vista nutricional, o ovo oferece uma fonte de
proteinas de alta qualidade, bem como fonte de minerais, tais como
calcio, ferro, magnésio, potassio, zinco, selénio e de vitaminas
lipossoliveis como D, E, K, riboflavina, niacina, retinol entre outras
(WALSH, 2014). A composi¢do nutricional mais detalhada do ovo
inteiro, clara e gema, sem a casca (g.100g™) é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo nutricional da clara, gema e do ovo inteiro sem casca
em 100g

Nutrientes Clara  Gema Ovo
Proporcéo (g) 60 30,7 90,7
Energia (kcal) 47 64 154
Agua (g) 88,6 49 74,4
Proteina () 10,6 16,1 12,3
Carboidratos (g) 0,8 0,5 0,7
Cinzas (g) 0,5 0,9 46
Lipideos (g) 0,1 34,5 11,9
Triglicerideos (g) - 22,9 7,7
Fosfolipideos (g) - 10,0 3,4

Colesterol (g) - 1,2 0,42
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Nutrientes Clara Gema Ovo
Lecitina (mg) - 7,2 9,5
Acidos graxos saturados (g) 13,0 44
Acidos graxos insaturados (g) 20,7 7,0
Aminodcidos essenciais (mg)
Isoleucina 230 410 290
Leucina 560 870 660
Lisina 880 1.390 1.040
Metionina + Cisteina 660 1.170 820
Fenilalanina + Tirosina 670 660 640
Treonina 1.020 1.420 1.150
Triptofono 470 850 590
Minerais (mg)
Saodio 155 50 20
Cloro 175 162 172
Potassio 140 100 125
Caélcio 8 133 50
Fosforo 18 530 193
Ferro 0,1 4.8 1,7
Magnésio 10 15 12
Enxofre 163 165 164
Zinco 0,12 3,9 1,4
Cobre 0,02 0,14 0,06
Manganés 0,007 0,11 0,04
lodo 0,003 0,14 0,05
Vitaminas (ug)
A, retinol equivalente - 450 150
D - 4,5 15
E - 3.600 1.200
B1 10 250 913
B2 430 480 447
Acido Foélico 12 140 56
Niacina 90 60 79
Biotina 7 60 79

Fonte: Adaptado de Lopéz-Fandifio (2007)



32

A casca parte ndo comestivel do ovo, é constituida por
aproximadamente 95 % de minerais, principalmente calcio, e outros
como magnésio e fésforo. Cerca de 3,5 % da matéria organica da casca
¢ composta de proteinas, acidos graxos e polissacarideos. A casca é
formada por uma estrutura policristalina composta principalmente de
carbonato de célcio (98 %) entrelagcado com proteinas, uma cuticula e
duas membranas. A cuticula é uma camada orgénica fina composta por
90 % de proteinas insollveis, 5 % de carboidratos e 3 % de cinzas, que
recobre a camada de cristal mineral da casca onde se localiza cerca de
7.000 - 17.000 pequenos poros, responsaveis pela realizagdo das trocas
gasosas (CO, e O,). As membranas ficam localizadas no interior da
casca, chamadas de membrana externa e interna. Essas membranas
circundam o albdmen e formam a camara de ar e sua constituigdo ¢
basicamente de proteinas como colageno e proteinas matrizes
(ovalbumina, lisozima e ovotransferrina). A funcdo da cuticula bem
como das membranas da casca é de aumentar o sistema de defesa
antimicrobiana do ovo (LI-CHAN; KIM, 2008; MINE, 2015; MINE;
ZHANG, 2013).

A gema é uma emulsdo de gordura em agua circundada pela
membrana vitelina, constituida por um sistema complexo que contém
particulas (granulos) em suspensdo em um fluido de cor amarelo claro
denominado plasma (ANTON, 2007; LI-CHAN; KIM, 2008). A gema
contém menos agua do que a clara (~ 49 %) e teores mais elevados de
proteinas e lipideos que correspondem a aproximadamente 16 % e 35 %,
respectivamente, e o restante € composto por minerais e vitaminas. E
considerada uma fonte altamente biodisponivel de carotenoides, luteina
e zeaxantina (responsaveis pela coloracdo da gema) (ARAUJO et al.,
2015; MINE, 2015). Uma parcela das proteinas da gema se encontra
ligada aos lipideos formando lipoproteinas. As proteinas e as
lipoproteinas estdo dispersas em camadas de cor distintas na gema e,
quando separadas, dois tipos de emulsdes de composic¢des distintas sdo
observados: a fracdo amarelo escura e a fragdo amarelo clara (ANTON,
2007).

Os granulos (fracdo amarelo escura) possuem agregados de
proteinas insollveis cuja concentracdo proteica é cerca de trés vezes
maior do que no plasma. S&o constituidos por lipoproteinas de alta
densidade (HDL), fosvitina e pequena propor¢do de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL). Enquanto o plasma (fracdo amarelo clara)
contém LDL, livetina e lipoflavoproteina (fracdo proteica sollvel) e
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possui maior conteddo de lipideos do que nos granulos (MINE, 2015;
MINE; ZHANG, 2013). Para melhor compreensao, essas fracdes sdo
apresentadas no fluxograma da Figura 2. As LDLs sdo estruturas
micelares compostas por proteinas (14 %) e lipideos (86 %). Séo
constituidas por apoproteinas (proteinas de lipoproteinas) e
fosfolipideos. Apresentam propriedades anfifilicas e podem ser
dispersas na interface 6leo-4gua (o/w - do inglés oil/water), sendo
componentes essenciais para as propriedades emulsificantes da gema
(MINE; ZHANG, 2013).

Figura 2 - Separacdo da gema do ovo em duas fragdes: amarelo claro (plasma) e
amarelo escuro (granulos)
Gema do ovo

Amarelo escuro Amarelo claro

Granulos Plasma
| | |

| HDL | l Fosvitina || LDL | | LDL | |Lip0ﬂavoproteina| |Levitina|

Fonte: Adaptado de Mine (2015)

A clara, também denominada de albumen, envolve a gema
mantendo-a centralizada e protegendo-a contra impactos mecanicos
(ARAUJO et al., 2015). A clara é a maior fragdo constituinte de ovo
sendo formada em sua maioria por agua (86 a 88 %) e proteinas (9,7 a
11 %) e apresentando baixos teores de minerais e lipideos. Os
carboidratos, cujo teor estd em torno de 1 % podem estar presentes na
forma livre (98 % glicose) ou associados as proteinas (ANTON, 2007;
KOVACS-NOLAN; PHILLIPS; MINE, 2005; LI-CHAN; KIM, 2008;
MINE, 1995; MINE, 2015; MINE; ZHANG, 2013; POWRIE; NAKAI,
1986; WALSH, 2014).

A clara é constituida por camadas distintas que apresentam
viscosidades diferentes: a) camada fina, ligada a membrana interior da
casca; b) camada exterior viscosa ou espessa; ¢) camada interior fina; d)
membrana da calaza (MINE; ZHANG, 2013). Pode ser considerada
como uma solucdo aquosa composta por cerca de 40 proteinas de
natureza globular e uma glicoproteina sulfatada fibrilar, a ovomucina. A
diferenca das concentragdes de ovomucina nas camadas que constituem
a clara é responsavel pela diferenca de viscosidade que estas camadas
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apresentam (KIOSSEOGLOU; PARASKEVOPOULOU, 2006; MINE;
ZHANG, 2013; POWRIE; NAKAI, 1986).

2.1.1 Produgdo e de consumo de ovos

Dados da Organizacdo das NagGes Unidas para a Alimentacdo e
Agricultura (FAO) apontam que o Brasil vem apresentado um crescente
aumento na producdo de ovos de galinha, passando de 1,6 em 2004 para
mais de 2,2 milhdes de toneladas/ano em 2014 (FAOSTAT, 2017).

Com relagdo a producdo mundial, o total de ovos produzidos em
2014 somou 69,8 milhdes de toneladas, sendo o continente asiatico o
maior produtor de ovos, responsavel por 58,6 % da producdo mundial
total, seguido pelo continente americano (20,9 %) e o continente
europeu (14,7 %). Nesse ano, o Brasil foi o 5% maior produtor de ovos
no mundo, ficando atras apenas para a China, Estados Unidos, india e
México (FAOSTAT, 2017).

No Brasil, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
aponta que a producdo de ovos de galinha alcangou no segundo
trimestre de 2016 o valor recorde de 757 milhdes de ddzias das quais 76
% foi destinada para 0o consumo e o restante para incubacdo. Entre o
primeiro trimestre de 2011 e o segundo trimestre de 2016 a producéo
apresentou aumentos consecutivos, conforme ilustrado na Figura 3.
Dentro das unidades da federacdo, Sdo Paulo lidera o ranking de maior
produtor com 29,6 % da producdo nacional, seguido por Minas Gerais €
Parand. O estado de Santa Catarina ocupa a nona posicéo (IBGE, 2016).

De acordo com a Associacdo Brasileira de Proteina Animal
(ABPA) apenas 1 % da producdo total de ovos no Brasil é destinada
para a exportagdo. Desse total, cerca de 89,5 % é relativo a ovos in
natura e apenas 10,5 % sdo de ovos industrializados. Embora pequena, a
exportacdo de ovos vem apresentando queda desde 2008, reduzindo de
36,0 mil toneladas exportados nesse ano para 12,2 mil toneladas em
2014 (ABPA, 2015).
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Figura 3 - Evolucéo da producdo de ovos de galinha no Brasil por trimestre no
periodo de 2011 a 2016
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Fonte: IBGE (2016)

Com relacdo ao consumo da populagdo brasileira, a Pesquisa de
Orcamentos Familiares (POF) realizada no periodo entre 2008-2009
aponta que a média de consumo per capita anual de ovos de galinha é
de 3,2 kg, com destaque para a regido sul que apresenta 0 maior
consumo (4,2 kg), estando acima da média nacional. O estudo ainda
evidencia que a area rural consome mais ovos do que a area urbana e
gue o consumo tendeu a aumentar com o incremento da renda familiar,
sendo de 3,7 kg de ovo per capita/ano em familias com renda superior a
R$ 6.225,00 (maior renda apresentada) (IBGE, 2010). Segundo o
levantamento feito pela ABPA, 0 consumo per capita/ano de ovos in
natura no Brasil vem aumentado. Um levantamento feito no periodo de
2010 a 2014 aponta o crescimento no consumo, de 148 para 182
unidades de ovos per capita/ano, respectivamente (ABPA, 2015).

Neste contexto de producdo, a indlstria de ovos representa um
expressivo segmento do mercado de alimentos devido ao valor
nutricional e ao baixo custo do produto, além de ofertar derivados, tais
como ovos desidratados, congelados e liquidos (ORDONEZ, 2005), que
embora em expansdo no mercado internacional, ainda é pouco
significativo no Brasil (AMARAL et al., 2015).

De acordo com dados da FAO, o comércio mundial de
ovoprodutos (ovos desidratados e ovos pasteurizados liquidos) tem
crescido em ritmo acelerado (FAO, 2015).
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A exportacdo de ovos desidratados no mundo mais que dobrou
entre o periodo de 2003 e 2013. Entre os cinco paises maiores
exportadores em 2013 estdo os Estados Unidos da América (EUA),
india, Franca, Paises Baixos e Espanha. O Brasil vem perdendo
mercado, indo na contra mdo do crescimento mundial, uma vez que
reduziu a exportacdo de 823 toneladas (2003) para 5 toneladas (2013). A
importacdo também vem acompanhando o crescimento da producdo, de
40,2 mil toneladas em 2003 para 67,7 mil toneladas em 2013. Entre os
paises com maior importacdo em 2013 estdo a Alemanha, Reino Unido,
Japdo, México e Espanha (FAOSTAT, 2017).

Assim como nos ovos desidratados, observa-se um crescente
aumento na exportacao e importagéo de ovos liquidos (pasteurizados) no
periodo de 2003 a 2013. Entre os maiores exportadores em 2013 estdo
o0s Paises Baixos e os EUA e os importadores Alemanha e Reino Unido.
O Brasil apresentou queda na exportacao nesse periodo e ndo apresentou
valores significativos de importacdo desse produto (FAOSTAT, 2017).

As exportagBes de ovos no Brasil ndo sdo maiores em razdo,
principalmente, de barreiras tarifarias, a falta de reconhecimento do
status sanitario e do controle de residuos nos alimentos do Brasil
(AMARAL et al., 2015).

A procura por ovoprodutos nos paises varia, tendendo a ser maior
nos paises desenvolvidos. O consumo de ovoprodutos em relacdo ao
total de ovos, entre os maiores consumidores mundiais, oscila muito:
cerca de 1 % do total na China, 25 % na Unido Europeia (EU), 30 % nos
EUA e 49 % no Japdo (2012). Quanto ao consumo de ovoprodutos em
relacdo ao total de ovos no Brasil, as estimativas do setor apontam que
seja de, pelo menos, 5 %. Esse percentual indica que ainda ha muito
potencial de crescimento para esses produtos no pais (AMARAL et al.,
2015).

2.2 PRODUTOS DE OVOS (OVOPRODUTOS)

O termo "ovoproduto™ refere-se a ovos que sdo removidos de
suas cascas e processados. Podem ser derivados de ovos inteiros, da
clara e da gema separadamente, sendo usados liquidos, congelados e/ou
desidratados. Em funcdo do produto, durante o processamento dos ovos
ocorrem as etapas de classificacdo, ovoscopia, lavagem, quebra,
filtracdo, homogeneizacéo, estabiliza¢do, pasteurizagdo, resfriamento ou
congelamento ou secagem e embalagem do produto final (BRASIL,
1990; CLARK; JUNG; LAMSAL, 2014; ORDONEZ, 2005).
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Os ovoprodutos podem ser adicionados de outros ingredientes,
aditivos ou ambos. Podem ser liquidos, concentrados, secos,
cristalizados, congelados, ultracongelados, coagulados ou outras formas
de apresentacdo aprovadas pelo Ministério da Agricultura (BRASIL,
1991).

Para a producdo de claras pasteurizadas liquidas e claras
desidratadas, os ovos depois de selecionados, lavados mecanicamente e
clareados com uma solucdo hipoclorada, sdo quebrados e as claras
separadas das cascas e gemas (ORDONEZ, 2005). O processo adequado
de separacdo das claras e gemas é fundamental uma vez que tracos de
gema presentes na clara podem prejudicar a formacdo de espuma da
clara e ainda, reduzir e eficiéncia do processo de pasteurizacdo
(LECHEVALIER et al.,, 2011). Industrialmente sdo reportadas duas
maneiras de separa¢do dos componentes dos ovos: quebra por pratos (A)
e por tubos de drenagem (B), conforme ilustracdo esquematica
apresentada na Figura 4.
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Figura 4 - Diagrama esquematico da separagdo de clara e gema de ovo por
pratos (A) e por drenagem (B).
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Fonte: Adaptado de Lechevalier et al. (2011).

Apos a separacdo das claras, estas sdo submetidas a uma série de
etapas para a obtenc¢do da clara pasteurizada liquida, clara desidratada e
0s demais ovoprodutos a partir dessas claras, coforme pode ser
observado no fluxograma apresentado na Figura 5.
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Figura 5 - Fluxograma da producdo de ovoprodutos para obtencdo de clara
pasteurizada liquida e clara desidratada.
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2.2.1 Clara de ovo pasteurizada liquida

Entende-se por pasteurizagdo aplicada em ovos, como 0
“emprego conveniente do calor com o fim de destruir micro-organismos
patogénicos sem alteracdo sensivel da constituicdo fisica do ovo ou
partes do ovo” (BRASIL, 1990).

O processo de pasteurizagdo é um pré-requisito para a industria
de alimentos, uma vez que a clara pode apresentar contaminacao por
Salmonella. No Brasil a pasteurizacdo é obrigatdria para ovoprodutos
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conforme a portaria n° 1, de 21 de fevereiro de 1990 do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). As condicdes e
requisitos de pasteurizacdo sdo uma combinacdo de tempo/temperatura,
onde sdo recomendados dois binémios: 56,7 °C por 3,5 minutos ou 55,5
°C por 6 minutos (BRASIL, 1990).

A pasteurizagdo tem por objetivo reduzir a carga microbiana e,
eliminar agentes patogénicos, especialmente a Salmonella. Isso permite
que as claras liquidas possam ser armazenadas por algumas semanas em
temperatura de refrigeragdo, prolongando também a vida Gtil das claras
que serdo posteriormente desidratadas (LECHEVALIER et al., 2011).
No entanto, as claras s80 muito sensiveis ao tratamento térmico,
resultando em danos as proteinas, podendo comprometer sua
funcionalidade (CLARK; JUNG; LAMSAL, 2014). De acordo com
Mine e Zhang (2013) a temperatura empregada na pasteurizacdo pode
causar a desnaturagdo da ovotransferrina e rompimento da rede
ovomicina-lisozima, causando mudangas na viscosidade e reduzindo a
capacidade espumante da clara. Portanto, no processo de pasteurizacdo o
controle do bindbmio tempo/temperatura € muito importante, tanto para
garantir a eliminacdo dos micro-organismos patdgenos, como para evitar
a desnaturacdo proteica (VAN DER PLANCKEN; VAN LOEY;
HENDRICKX, 2007).

Dentre os diversos métodos de pasteurizacdo para claras, o
sistema que consiste na pasteurizacdo rapida ou alta temperatura por
curto tempo (do inglés: high temperatur and short time) (HTST) tem
sido empregado (FRONING, 2008). O processamento HTST é um
método continuo que pode processar grandes volumes de clara em um
curto espaco de tempo, podendo ser realizados em trocadores de calor de
placas ou tubulares. Apds a pasteurizacdo, os produtos liquidos s&o
resfriados e embalados (CLARK; JUNG; LAMSAL, 2014;
LECHEVALIER et al., 2011).

2.2.2 Clara de ovo desidratada

As modificages quimicas e bioldgicas que ocorrem em proteinas
quando se encontram na forma de solugBes podem ter um impacto
negativo na estabilidade das mesmas. Desta forma, a remocdo da agua
(solvente) pode representar um aumento na estabilidade de vérias
proteinas, principalmente durante a armazenagem (WALSH, 2014).

A producéo industrial de ovos desidratados iniciou-se um pouco
antes da segunda guerra mundial, tornando-se um excelente método de
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conservagdo (LECHEVALIER; NAU; JEANTET, 2013). Esse processo
permitiu consideravel aumento da sua estabilidade devido & reducéo da
atividade de agua e, consequente inibicdo do crescimento microbiano e
retardamento de reagBes quimicas e bioquimicas (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010). Nesse sentido, o processo de desidratacdo
permitiu conservar 0s ovos e manter seu alto valor nutricional, sendo
considerado um grande avanco tecnoldgico por promover o aumento
significativo da vida dtil deste produto (KAPOOR; ROY; JUNEJA,
2010). Contudo, durante muito tempo o processo de secagem dos ovos
foi conduzido sem os conhecimentos tedricos basicos desta operacéo
unitaria. Por conseguinte, diversos problemas quanto a estabilidade,
propriedades fisico-quimicas, microbioldgicas e aspectos de qualidade
geral foram enfrentados durante sua evolugdo. No entanto, devido a
muitas pesquisas ao longo dos anos, atualmente muitos desses
problemas foram contornados, permitindo a aceitabilidade da industria e
consumidores por esses produtos (CORREA et al., 2002).

Ovo desidratado é o produto resultante da desidratagéo parcial ou
total do ovo. Dentro dessa classificacdo estdo: a) clara de ovo
desidratada; b) gema de ovo desidratada; c) ovo integral desidratado
(clara e gema), que sdo designados de "“clara desidratada”, “gema
desidratada” ou "ovo integral desidratado” (RIISPOA, 1952).

A clara desidratada ou clara em pé é uma matéria prima
amplamente utilizada na industria de alimentos, especialmente como um
ingrediente na composicdo de outros produtos. Seu processamento inclui
vantagens como maior vida Gtil, melhor uso do espaco de estocagem,
estocagem em temperatura ambiente, padronizacdo, seguranca
microbioldgica, praticidade no manuseio e possibilidade de elaboraréo
de formulagBes com dosagens precisas, juntamente com &gua. Além
disso, oferece facilidade de incorporagdo em diversos produtos
alimenticios processados como: maionese, molho de salada, massas,
sorvetes, produtos carneos, produtos de padaria e confeitaria, além de
apresentar menor custo de transporte e armazenagem quando
comparadas aos ovos liquidos (HAMMERSH®@J et al., 2006; KAPOOR;
ROY; JUNEJA, 2010; LECHEVALIER; NAU; JEANTET, 2013;
STRIXNER; KULOZIK, 2011).

A clara desidratada é um importante ingrediente na indudstria de
processamento de alimentos devido a sua ampla aplicagdo associada as
suas propriedades de formacdo de gel, capacidade de retencdo de agua,
capacidade espumante e emulsificante, bem como, agente de aroma e
sabor (ORDONEZ, 2005).
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Os processos de desidratacdo de claras utilizados na inddstria
incluem secagem a vacuo, liofilizacdo e secagem por atomizacdo (spray
dryin), sendo este Gltimo o processo mais amplamente empregado
(KAPOOR; ROY; JUNEJA, 2010; LECHEVALIER; NAU; JEANTET,
2013; STRIXNER; KULOZIK, 2011).

O processo de secagem das claras por spray drying envolve
basicamente quatro etapas: (1) dispersdo do fluido em goticulas; (2)
contato das goticulas com uma corrente de ar aquecido; (3) formacédo
das particulas e (4) coleta, conforme pode ser observado na Figura 6.
Inicialmente, o fluido é atomizado na camara de secagem na forma de
gotas com o objetivo de produzir grande area superficial, que cria uma
grande area da interface entre as goticulas de ar e de produto,
aumentando a taxa de evaporacdo da agua, posteriormente as gotas
entram em contato com o ar de secagem pré aquecido provocando a
evaporagdo do solvente dando origem a particulas sélidas com umidade
em torno de 6 %. Por fim, o produto seco é separado do ar de secagem e
posteriormente coletado (ciclone) e embalado. Geralmente as
temperaturas do ar de entrada ndo costumam ultrapassar 180 °C para
clara de ovo e o tempo de permanéncia do produto com o ar de secagem
é curto, variando de 5 a 100 s, em funcédo das condicfes de processo e
do equipamento utilizado (AZEREDO, 2012; LECHEVALIER; NAU,;
JEANTET, 2013).

Outros processos de secagem podem ser aplicados as claras,
como pan drying para obtencdo de claras com maior umidade (14 %) e
liofilizacdo (Freeze drying) que € um processo mais adequado para
produtos sensiveis ao calor, porém limitado devido ao seu alto custo
(LECHEVALIER; NAU; JEANTET, 2013; STRIXNER; KULOZIK,
2011).
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Figura 6 - Representacéo ilustrativa do processo de atomizacéo (spray drying).
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Fonte: Adaptado de Anandharamakrishnan e Padma Ishwarya (2015)

A clara de ovo quando desidratada apresenta expressiva reducao
de volume, cerca de trés vezes o volume inicial, o que favorece um
menor custo de transporte e armazenamento para esse produto quando
comparado as claras liquidas (LECHEVALIER; NAU; JEANTET,
2013).

Entretanto, as varias etapas de processamento podem ocasionar
alteracBes nas proteinas e, consequentemente, em sua funcionalidade
(HAMMERSH@J et al., 2006). Temperaturas de secagem mais elevadas
reduzem a solubilidade das proteinas da clara, comprometendo sua
capacidade de formar espumas e dificultado sua redispersdo em agua
(PETROVA et al., 1986 input AYADI et al., 2008). Desta forma, o
controle das condicGes de secagem é muito importante, uma vez que
deve buscar preservar as caracteristicas originais das proteinas da clara,
incluindo sua capacidade de formar gel com calor e a producdo de
espumas estaveis (STRIXNER; KULOZIK, 2011).

Embora as claras sejam especialmente suscetiveis ao calor, a
qualidade da clara em p6 depende de diversos fatores, que vao deste a
qualidade do ovo antes da quebra, sua manipula¢do, condi¢cdes de
saneamento, processamento durante a pasteurizagdo e secagem, bem
como a conservacdo (LECHEVALIER; NAU; JEANTET, 2013). Nesse
sentido, outro fator que interfere na qualidade das claras desidratadas é a
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presenca natural da glicose que pode provocar reagfes de escurecimento
ndo enzimatico (Reacdo de Maillard) durante a sua desidratacdo e
armazenamento, além de diminuir sua solubilidade (STADELMAN;
COTERRIL, 1986). Para evitar estes efeitos, muitos processos de
secagem de claras possuem uma etapa de remocéo dos aglcares antes do
processo de pasteurizacdo, como uma maneira de inibir a reagdo de
Maillard, sendo considerada uma etapa importante na manutencdo da
qualidade das claras em p6 (LECHEVALIER; NAU; JEANTET, 2013).

2.3 PROTEINAS DA CLARA DO OVO

Proteinas sdo macromoléculas ou polimeros de aminoacidos
unidos covalentemente por ligagdes peptidicas. A composicdo dos
aminoacidos, bem como a sua exata sequéncia na cadeia polipeptidica é
a responsavel pela conformacédo tridimensional, sendo Unica para cada
proteina (WALSH, 2014). O comprimento da cadeia, bem como, a exata
sequéncia de aminoacidos definirdo as propriedades fisico-quimicas,
estruturais e bioldgicas das proteinas. (CAMPBELL; FERRELL, 2011,
DAMODARAN, 2010).

As proteinas podem ser fibrosas ou globulares dependendo de sua
estrutura tridimensional. As proteinas fibrosas consistem de cadeias
polipeptidicas dispostas lado a lado em longos filamentos o que faz com
que proteinas com esta estrutura sejam mais resistentes a temperatura e
insollveis em agua. As proteinas globulares sdo estruturas compactas,
quase esféricas que, em geral, apresentam boa solubilidade em agua
(MCMURRY, 2008).

Outro aspecto importante das proteinas alimentares, esta
associado as suas propriedades funcionais que interferem na textura, cor
e sabor dos alimentos. Desta forma sdo extraidas de uma variedade de
fontes (cereais, legumes, oleaginosas, ovos e carnes), modificadas e
incorporadas em alimentos processados para conferir propriedades
especificas, afetando positivamente as caracteristicas sensoriais
(USTUNOL, 2015 a).

O elevado teor de proteina altamente biodisponivel nos ovos é de
grande beneficio para a nutricio humana. O conjunto de proteinas
contidas na clara é considerado de elevado valor biolégico, pois contém
todos 0s aminoacidos essenciais em quantidades superiores as
requeridas para o crescimento e demais funcGes biolégicas aos seres
humanos (SGARBIERI, 1996). Estas caracteristicas nutricionais fazem
com que as proteinas do ovo sejam usadas como padrdo para medir a
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qualidade de outras proteinas alimentares de maneira que, na escala de
avaliacdo mais comum para a qualidade da proteina, o ovo € definido
como o valor mais alto '100' (LOPEZ-FANDINO, 2007).

Em geral as proteinas que compdem a clara do ovo sdo naturalmente
globulares com estrutura molecular rigida. Dentre as diversas proteinas,
a ovalbumina (~54 %) se destaca por estar em maior concentracdo,
seguida da ovotransferrina (~12 %) e da ovomuctide (~11 %)
(KIOSSEOGLOU; PARASKEVOPOULOU, 2006). Embora, como
mencionado anteriormente, estas proteinas apresentem alto valor
biolégico, em seu estado nativo, algumas delas apresentam
comportamento antinutricional, sendo necesséaria a desnaturagdo térmica
prévia ao consumo. Dentro dessa categoria proteica podem-se citar as
inibidoras de enzimas digestivas (ovomucoide e ovoinividor); quelantes
de ferro (ovotransferrina) e complexantes de biotina (avidina)
(SGARBIERI, 1996). As proteinas com maior representatividade na
clara, e suas caracteristicas fisico-quimicas sdo apresentadas na Tabela 2

Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas das proteinas presentes na clara de
oVvo0.

Proteinas % (m/m) MM (kDa) pl T4(°C) SH S-S
Ovalbumina 52-54 45 45-49 75-84 4 2
Ovotransferrina 12-13 76-78  60-72 61-65 0 15
(conalbumina)

Ovomucoide 11 28 40-473 70 -77 0 9
Lisozima 3,4-35 14,3 -14,6 10,7 69-77 - 4
Ovomucina o: 150-254

15-35 B: 400-743 45-50 ND - -
OvoglobulinaG2 ~ 1,0-40 0% 40.55 925 0 o0

1 il 47 - 49 1 1 i

Ovoglobulina G3 1,0-4,0 49 - 58 48-58 ND 0 0
Ovoinibidor 15 49 51 - - -
Ovoglicoproteina 1,0 24,4 39 - - -
Ovoflavoproteina 0.8 328—035 40 ) i i
Ovostatina 0,5 760 - 900 45-47 - - 2
Cistatina 0,05 12-12.7 51 - -
Avidina 0,05 55 -68,3 10 ND 1

Fonte: Adaptado de Kovacs-Nolan, Phillips e Mine (2005); Li-Chan e Kim (2008);
Mine e Zhang (2013); Mine (1995); Powrie e Nakai (1986); Strixner e Kulozik (2011);
Watanabe et al. (2004); Walsh (2014).
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“Notas:
% (m/m) — Percentagem de proteina massa/massa na clara; MM (kDa) — Valor da
massa molar; pl — Ponto isoelétrico; Ty (°C) — Temperatura de desnaturacdo em
graus Célsius; -SH — Sulfidrila; -S-S — Ligacéo dissulfeto.

2.3.1 Ovalbumina

A ovalbumina é a proteina predominante da clara e acredita-se
que foi a primeira proteina da clara a ser isolada em estudo conduzido
por Franz Hofmeister em 1889 (HUNTINGTON; STEIN, 2001).

Em 1978, McReynolds e colaboradores realizaram estudos
visando a caracterizacdo da ovalbumina e determinaram, com auxilio do
mRNA (RNA mensageiro), que esta proteina apresenta estrutura
globular com uma sequéncia de 385 residuos de aminoacidos, sendo um
mondmero globular. Além disso, observaram que a cadeia polipeptidica
possui quatro cisteinas, que sdo responsaveis pela presenca de quatro
grupos sulfidrilas (-SH) na molécula (McREINOLDS et al.,1978). A
presenca de cisteinas ao longo da cadeia desempenha um papel
importante na estabilidade de espumas, uma vez que sdo capazes de
desdobra-se na interface ar-4gua formando ligacGes dissulfeto (-S-S)
com cisteinas de  moléculas vizinhas (KIOSSEOGLOU;
PARASKEVOPOULOU, 2006). A ovalbumina também contém dois
residuos de serina-fosfato e um carboidrato ligado ao residuo de
asparagina, o que torna a ovalbumina uma fosfoglicoproteina
(McREINOLDS et al., 1978; LECHEVALIER et al., 2007a).

Cerca da metade da ovalbumina possui residuos de aminoacidos
hidrofébicos e um terco é carregado negativamente, conferindo a
molécula o ponto isoelétrico de 4,5 (LECHEVALIER et al., 2007a;
MINE; ZHANG, 2013). Quando purificada, podem-se obter trés
subclasses diferentes: A;; A, e As, que se diferenciam pela concentracéo
de grupos fosfatos na molécula, contendo 2, 1 e nenhum,
respectivamente em uma propor¢do de 85:12:3 (MINE, 1995).

Smith e Back (1962 e 1965) demonstraram que durante a
estocagem, a ovalbumina é gradativamente convertida irreversivelmente
em outra forma mais estavel, denominada S-ovalbumina. Donovan e
Mapes (1976) utilizando a técnica de calorimetria exploratdria
diferencial (DSC), determinaram a temperatura de desnaturagéo (em pH
8,8) da ovalbumina (84,5 °C) e da S-ovalbumina (92,5 °C) e observaram
a presenca de uma forma intermediaria que desnaturava a 88,5 °C,
comprovando a maior estabilidade da S-albumina quando comparada a
sua forma nativa. A S-ovalbumina apresenta massa molar ligeiramente
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menor que a ovalbumina e sua concentragdo no ovo aumenta com o
tempo de armazenagem (LECHEVALIER et al., 2007a; MINE, 2015).
Em ovos frescos, a concentracdo de S-ovalbumina é de 5 %, podendo
atingir 50 % até chegar no local de comercializac&o e, eventualmente ao
consumidor, podendo alcancar a concentracdao de 81 % ap0s seis meses
de estocagem em baixa temperatura (ALLEONI; CARRARO, 2006;
LECHEVALIER et al.,, 2007b). Maiores taxas de conversdo da
ovalbumina em S-ovalbumina foram observadas quando o ovo foi
exposto a temperaturas de armazenagem mais elevadas (superiores a 50
° C) e maiores valores de pH (MINE, 2015).

Quando submetida ao aquecimento, uma solucdo de ovalbumina
sofre um processo de desnaturacdo e coagulacdo. O gel formado €
estabilizado por interagcBes intermoleculares hidrofobicas que geram
impactos na textura e na capacidade de retencdo de agua do ovo, bem
como, em alimentos onde a ovalbumina é introduzida como ingrediente.
Além disso, a S-ovalbumina contribui para a capacidade de formacéo de
espuma da clara, uma vez que, quando submetida ao batimento ocorre a
agregacdo das moléculas de proteina na interface ar-dgua (WALSH,
2014).

2.3.2 Ovotransferrina

A ovotransferrina (OTf), também conhecida como conalbumina,
¢ uma transferrina que pertence a um grupo de proteinas conhecidas
como metaloproteinases, possuindo uma elevada afinidade pelo ferro
(SUPERTI et al., 2007). E composta por 686 residuos de aminoacidos,
com massa molar em torno de 76 kDa (WILLIAMS et al., 1982). E uma
glicoproteina que contém na molécula quinze ligagdes dissulfeto e dois
monossacarideos ligados ao residuo de asparagina (Asp*”)
(KUROKAWA et al., 1999).

Conforme Desert et al. (2001), a ovotransferrina possui trés
isoformas que se diferenciam por conter nenhum, um e dois atomos de
ferro ligados a cada cadeia proteica, denominadas aférrica, monoférrica
e diférrica, respectivamente. Cada isoforma apresenta um ponto
isoelétrico (pl) de 7,2 (aférrica), 6,6 (monoférrica) e 6,2 (diférrica).
Devido a afinidade em ligar-se a ions ferro, a ovotransferrina tem
habilidade de sequestrar o Fe** do meio, conferindo a essa proteina
atividade antimicrobiana, pois inibe o crescimento bacteriano através da
privacdo de ferro, fornecendo desta forma, um mecanismo de defesa ao
ovo (SUPERTI et al., 2007; WU; ACERO-LOPEZ, 2012).
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Como toda transferrina, a ovotransferrina € uma proteina de dois
I6bulos, N e C, que sdo subdivididos em dois dominios cada, N1 e N2;
C1 e C2, respectivamente, que se ligam formando uma fenda, onde fica
contido o local de ligacdo do ferro (Figura 7). Quando o atomo de ferro
se une a proteina, ocorre uma mudanca conformacional nos dominios,
gue passam de uma posi¢cdo mais aberta para uma posi¢cdo mais fechada
(KUROKAWA et al., 1999). A ovotransferrina é capaz de se ligar
reversivelmente a dois Fe** por molécula, juntamente a fons carbonato
CO3? ou bicarbonato (HCO;) (SUPERTI et al., 2007). Além disso, a
ovostransferrina é encontrada em duas formas: APO (sem ferro) e
HOLO (com ferro) (ABEYRATHNE; LEE; AHN, 2013). A forma APO
é incolor, apresenta uma conformacédo aberta e € sensivel a tratamentos
fisicos e quimicos. A forma HOLO apresenta cor salméo roseada, possui
a conformacdo fechada e é resistente & hidrolise proteolitica e a
desnaturagdo térmica (KO; AHN, 2008).

Figura 7 - Dominio do lébulo N - (A) e dominio do lobulo C (B) da
ovotransferrina

Fonte: adaptado de Kurokawa et al. (1999)
“Dominio N e C (esquerda) forma APO; Dominio N e C (direita) forma HOLO.
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2.3.3 Ovomucoide

A ovomucéide representa 11 % das proteinas que compdem a
clara do ovo (MINE, 2015). E composta por 186 residuos de
aminoacidos com massa molar de 28 kDa, ponto isoelétrico em torno de
4,1 e é dividida em trés dominios (I, I, Il) reticulados através de
ligagdes dissulfeto intradominios (KATO et al., 1987; MINE; ZHANG,
2013; MINE, 2015).

Em torno de nove ligagBes dissulfeto foram identificadas na
cadeia polipeptidica a qual possui seis sitios de glicosilacdo, dos quais
cinco carb0|dratos se encontram I| ados & cadeia através de residuos de
asparagina (Asn** 7" %) caracterizando, desta forma, a
ovomucoéide como uma glicoproteina (MINE, 2015; UNIPROT, 2015 a;
MINE; ZHANG, 2013).

A ovomucoide possui um sitio ativo no dominio Il que confere a
proteina alta estabilidade contra enzimas digestivas e atividade inibitdria
as tripsinas (LIN-CHAN; KIM, 2008; MINE; ZHANG, 2013). Outra
caracteristica importante dessa proteina se refere a sua estabilidade a
altas temperaturas, sendo resistente a coagulacdo induzida pelo calor
(MINE, 2015). Desta forma, pode ser submetida ao aquecimento a 100
°C em condicBes &cidas por longos periodos sem sofrer alteragdes
significativas nas suas propriedades fisicas ou quimicas (STRIXNER;
KULOZIK, 2011). No entanto, sua estabilidade ao calor é reduzida
guando este tratamento é realizado em pH 7,6 e na presencga de outros
constituintes da clara do ovo (LI-CHAN; KIM, 2008).

2.3.4 Lisozima

A proteina lisozima (EC 3.2.1.17), anteriormente conhecida como
globulina G;, é uma enzima peptideoglicano N-acetilmuramico
hidrolase (do inglés: N-acetylmuramoyl hydrolase), globular e
compacta. Sua atividade catalitica se da através da clivagem de ligacdes
glicosidicas B (1-4) entre os residuos de &cido N-acetilmuramico e N-
Acetil-D-glicosamina em um peptidioglicano (MINE, 2015). Essa
atividade torna esta proteina capaz de promover a lise de bactérias que
contenham esses polissacarideos na parede celular, especialmente das
Gram-positivas, tornando-a uma enzima de autodefesa do ovo (MINE;
MA; LAURIAU, 2004; THAMMASIRIRAK et al., 2006). Em bactérias
Gram-negativas sua atividade é menor devido a sua inabilidade de
penetrar na parece celular destas bactérias (LI-CHAN; KIM, 2008).
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Na clara de ovo a estrutura primaria da lisozima é formada por
um Unico polipeptideo com 129 residuos de aminoécidos e massa molar
de 14,3 kDa (CANFIELD, 1963) (Figura 8). Possui quatro ligacdes
dissulfeto (S-S) na molécula, o que a torna compacta e estavel
(CANFIELD; LIU, 1965). Sua cadeia molecular apresenta dois
dominios conectados por uma longa a-hélice, considerada fundamental
na sua funcdo antimicrobiana, fazendo parte do sitio ativo da enzima
(ANTON, 2007). Seu ponto isoelétrico ocorre em pH 10,7, sendo
superior as demais proteinas contidas na clara e, devido a esse carater
alcalino, é capaz de se associar a ovalbumina, ovotransferrina e/ou
ovomucdide (LIN-CHAN; KIM, 2008).

Figura 8 - Estrutura primaria da lisozima composta por 129 residuos de
aminodcidos.

Fonte: Canfield e Liu (1965)

A atividade enzimética da lisozima é 6tima em pH 6,0 e em
temperatura de 40 °C. O processamento térmico da clara do ovo,
especialmente a pasteurizacdo, pode reduzir a atividade da lisozima,
uma vez que essa atividade decai rapidamente quando a enzima é
submetida a temperatura de 90 °C por 30 minutos. Entretanto, o periodo
de armazenagem do ovo parece ndo causar alteragdes tanto na atividade
guanto no conteddo dessa proteina (LIN-CHAN; KIM, 2008;
THAMMASIRIRAK et al., 2006).

Devido a sua atividade antibacteriana, a lisozima da clara é
desejavel na industria de alimentos como um agente conservante,
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estendendo a vida dtil de produtos alimenticios (LESNIEROWSK;
KIJOWSKI, 2007; MINE, 2015). Esta caracteristica faz com que a
lisozima seja um ingrediente seguro para aplicacdo em alimentos, sendo
considerada nos Estados Unidos como Generally Recognized a Safe
(GRAS) (geralmente reconhecido como seguro em tradugdo livre). Pode
ser obtida em escala comercial, onde a maior fonte de obtencéo é a clara
do ovo (ROLLER; BORARD, 2003; ANTON, 2007).

2.3.5 Ovomucina

A ovomucina é uma glicoproteina sulfatada (glicosulfoproteina)
de alta massa molar que contém em sua molécula oligossacarideos
(MINE; ZANG, 2013; MINE, 2015). Difere das demais proteinas da
clara por apresentar estrutura fibrilar, sendo constituida por subunidades
a- (MUC5B) e B-ovumucina (MUC6) unidas por ligacdo dissulfeto,
formando uma estrutura polimérica linear. As subunidades a- (MUC5B)
e B-ovumucina (MUCS6) diferem entre si pelo teor de carboidratos, 15 e
60 %, respectivamente (HIIDENHOVI, 2007; MINE, 2015;
OFFENGENDEN; FENTABIL; WU, 2011; UNIPROT, 2015 b).

Através de estudos com eletroforese Itoh et al. (1987) observaram
gue a ovumucina é composta de trés subunidades: a;, 0, € f-ovumucina.
As subunidades da ovomucina podem estar presentes na forma sollvel e
insoltvel na clara do ovo, em diferentes propor¢des. A forma soltvel é
encontrada no albimen espesso e no fino, enquanto que a forma
insollivel esta presente apenas no alblmen espesso (HIIDENHOVI,
2007; MINE, 2015). Desta forma, a ovomucina insollvel é considerada
fundamental na formag&o da estrutura gelatinosa da clara espessa, sendo
a maior responsavel pela sua viscosidade (MINE; ZANG, 2013). A
viscosidade também é influenciada pela associacdo entre ovomucina-
lisozima e diminui com o aumento do pH (SGARBIERI, 1996). A alta
viscosidade atua como um mecanismo de protecdo contra a penetracao
de patégenos e outros micro-organismos, dificultando sua mobilidade
para o interior do ovo (STRIXNER; KULOZIK, 2011). A reducédo ou
perda da viscosidade é uma importante mudanca na clara do ovo que
ocorre durante 0 armazenamento, que é geralmente atribuida a
degradacéo do complexo da ovomucina (HIIDENHOVI, 2007).

De acordo com estudos de Watanabe et al. (2004), a-ovomucina é
constituida de 2.087 residuos de aminoécidos, com massa molar entre
230-254 kDa, sendo composta por 91 % de proteinas e 9 % de
carboidratos.  Entretanto,  estudos  posteriormente  realizados
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determinaram a massa molar das diferentes formas de ovomucina e
encontraram valores variando entre 200 a 220 kDa e 150 a 220 kDa para
oz-ovomucina € ap- ovomucina, respectivamente (OMANA; WANG;
WU, 2010).

Conforme Mine (2015) e Hiidenhovi (2007) a B-ovumucina é
composta de 872 residuos de aminoacidos, enquanto a UniProt (2015 b)
indica um total de 1.185 residuos. A massa molar da B-ovumucina foi
determinada por Itoh et al. (1987) que relatam valores de 400 kDa, mas
outros estudos apontam valores de 700 e 743 kDa (OMANA; WANG;
WU, 2010), indicando que tanto a sequéncia de aminoacidos da
ovomucina, bem como, a sua massa molar ainda ndo estéo claramente
definidas.

A ovomucina tem um papel importante na formacdo e
estabilidade de espumas, especialmente quando a clara do ovo €
adicionada na forma de ingrediente em alimentos processados (MINE,
2015). A capacidade da ovomucina de formar espumas, bem como, sua
estabilidade esta associada a sua massa molar e a viscosidade intrinseca
desta proteina. Além disso, a capacidade de se associar com a lisozima e
com globulinas, bem como, a presenca de carboidratos na cadeia lateral
da proteina, podem contribuir para esta caracteristica (OMANA;
WANG; WU, 2010).

2.3.6 Proteinas em menor concentracgédo

As ovoglobulinas G2 e G3 representam cerca de 4 % do total das
proteinas contidas na clara. Possuem peso molecular de 36 e 42 KDa,
respectivamente e pl de 4,8 (G2) e 5,8 (G3), dependendo da quantidade
de carboidratos ligados a elas. As proteinas G2 e G3 assemelham-se a
ovalbumina pelo fato de serem desnaturadas pelo calor e serem sollveis
em solucBes salinas suaves. Além disso, ha alguns relatos de que essas
globulinas tem papel importante nas propriedades de formacdo e
estabilidade de espumas de clara. Apesar disso, poucos estudos tém sido
realizados para caracterizar completamente as proteinas G2 e G3,
contrastando com a globulina G1, identificada como lisozima
(STRIXNER; KULOZIK, 2011; USTNOL, 2015 b).

Algumas das proteinas da clara do ovo menos conhecidas
incluem a avidina, cistatina, ovoflavoproteina e ovoinibidor. A avidina é
uma glicoproteina basica constituida por quatro subunidades idénticas,
gue se ligam fortemente a biotina (vitamina do complexo B), sofre
desnaturagdo térmica e age como um inibidor de tripsina. A cistatina
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consiste em uma cadeia peptidica com um cerca de 120 residuos de
aminoacidos, apresentando dois isdmeros que diferem em seu pl (5,6 e
6,5) e suas propriedades imunoldgicas. E capaz de inibir endopeptidases
tais como cinina e papaina. A ovoflavoproteina é formada por uma
apoproteina ligada a riboflavina, enquanto a ovoinibidor é capaz de
inibir tripsina, quimotripsina e enzimas microbianas (ARAUJO et al.,
2015; BELITZ; GROSCH; SCHIEBER, 2009; ORDONEZ, 2005;
USTNOL, 2015 b).

Acredita-se que a clara é composta por cerca de 40 proteinas,
com uma ampla gama de massas molares. Apesar dos esforcos para
desenvolver procedimentos eficientes de separagdo e purificagdo, a
caracterizacdo das proteinas da clara ainda é incompleta, especialmente
quanto se trata das proteinas que estdo em menor concentragdo
(USTNOL, 2015 b).

24 EFEITOS DO PROCESSAMENTO E DO TEMPO DE
ESTOCAGEM NAS PROTEINAS DA CLARA DO OVO

Os ovos tém sido amplamente aplicados na industria de
processamento de alimentos devido as funcionalidades, que estdo
especialmente ligadas a sua rica concentracdo de lipideos e proteinas.
Além disso, a tecnologia de processamento de ovos foi aperfeicoada
para desenvolver ovoprodutos de maior qualidade, mais estaveis e com
maior vida util para atender a crescente demanda (MINE; ZHANG,
2013).

Os ovos inteiros, clara ou gema podem ser conservados por
pasteurizacdo, secagem comum, atomizacdo ou liofilizagdo. Os trés
primeiros processos envolvem calor, portanto, o préprio processamento
pode levar a alteragBes quimicas e fisicas nos componentes do ovo
(BOBBIO; BOBBIO, 1992).

Em certas condicfes de pH e temperatura, as proteinas assumem
uma conformacéo especifica classificada como estado nativo. Por ser
uma estrutura considerada termodinamicamente metaestavel, qualquer
alteragdo no meio em que a proteina esta inserida causa mudangas no
seu estado termodindmico, ocasionando alteragdes em sua conformacéo
tridimensional deixando-a em um arranjo mais desordenado. Essas
alteracOes, em geral, ndo envolvem mudancgas quimicas, mas ocorrem
nos niveis de estrutura 2, 3% e 4° das proteinas e sdo conhecidas como
desnaturacdo (MINE; ZANG, 2013).
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A desnaturacdo pode ser induzida por uma variedade de agentes
fisico-quimicos, incluindo calor, pH, forca ibnica, efeitos de superficie
e, pode resultar em mudangas na solubilidade e perda de algumas
propriedades funcionais das proteinas. No entanto, vale lembrar que
durante o processamento de proteinas alimentares nem sempre a
desnaturacdo € indesejavel. Durante o processo de formacgdo de
espumas, por exemplo, as proteinas da clara devem ser capazes de
desnaturar parcialmente na interface ar-agua (DAMODARAN, 2010).

2.4.1 Efeito da temperatura de processamento

O calor é muito aplicado no processamento dos alimentos e atua
como um agente desnaturante de proteinas. O conhecimento dos efeitos
da temperatura sobre as proteinas é imprescindivel durante o processo
de pasteurizago e secagem das claras, uma vez que a ocorréncia da
desnaturagdo pode afetar suas propriedades funcionais.

Quando as proteinas sdo submetidas ao aquecimento,
temperaturas amenas (~ 40 °C) podem promover uma melhora na sua
solubilidade, entretanto, temperaturas mais elevadas podem promover
desdobramento das cadeias proteicas, causando a reducdo da
solubilidade. Isso ocorre, pois 0 aumento da temperatura desestabiliza as
interacbes ndo covalentes (ligagbes de hidrogénio e interacdes
eletrostaticas) que sdo exotérmicas, enquanto estabiliza as interacfes
hidrofobicas, que sdo endotérmicas, favorecendo a entropia
conformacional (DAMODARAN, 2010).

A solubilidade é um atributo importante das proteinas da clara,
especialmente na formacdo de espumas, uma vez que esta
funcionalidade é comprometida se houver reducdo da solubilidade
(GOMES; PELEGRINE, 2012).

A clara de ovo é uma mistura complexa de proteinas com
intervalos diferentes de temperatura de desnaturagdo, de modo que
tratamentos térmicos podem afetar de maneiras diferentes cada uma
delas (DONOVAN et al., 1975).

O processo de pasteurizagdo pode levar a mudangas estruturais
nas proteinas da clara comprometendo sua propriedade funcional de
formar espumas. Belitz, Grosch e Schieberle (2009) e De Souza e
Fernadndez (2013) apontam que a faixa de temperatura recomendada
para a pasteurizacdo pode causar desdobramento de proteinas da clara e
subsequente formacdo de agregados insolUveis, afetando as propriedades
funcionais das mesmas. De acordo com Mine e Zhang (2013) a



55

temperatura de pasteurizagdo pode causar a desnaturacdo da
ovotansferrina e a destruicho da interagdo ovomucina-lisozima,
reduzindo a capacidade espumante da clara.

Quando as claras sdo desidratadas por atomizacédo, este processo
pode causar alteracbes semelhantes ou ainda mais severas do que a
pasteurizacdo, uma vez que a temperatura empregada é maior, mesmo
que por um curto periodo de tempo (BOBBIO; BOBBIO, 1992). Apesar
das vantagens obtidas com a desidratacdo das claras, seu processamento
inclui véarias etapas que podem ocasionar alteracfes nas proteinas
(HAMMERSH®@J et al., 2006). De acordo com Ayadi e colaboradores
(2008) as proteinas da clara sdo sensiveis a temperatura de entrada do ar
do spray dryer, bem como, ao tempo de residéncia no secador.

No Brasil, a portaria n° 1, de 21 de fevereiro de 1990, torna
obrigatéria a pasteurizacdo em ovoprodutos (BRASIL, 1990). Para
Froning et al. ([s.d.]), a pasteurizacdo pode afetar negativamente as
propriedades funcionais de ovoprodutos dependendo do tempo e da
temperatura ao qual sdo submetidos, uma vez que as proteinas sao
particularmente  susceptiveis a danos causados pelo calor,
principalmente na faixa entre 54 a 60 °C. Desta forma, estudar os efeitos
causados pelos tratamentos térmicos em clara de ovos é de grande
importancia, uma vez que afetam as propriedades funcionais, como a
formacéo de espuma. Sendo assim, diversos trabalhos vém utilizando a
calorimetria exploratéria diferencial (do inglés: differential scanning
calorimetry — DSC) como ferramenta para observar os efeitos da
temperatura sobre as proteinas da clara de ovo, determinar sua
temperatura de desnaturacdo (Tg) e alteracfes na entalpia em funcdo de
transi¢fes envolvendo proteinas. Segundo Ma e Harwalkar (1991) a
utilizacdo de DSC para estudar a conformacdo de proteinas e a
influéncia do processamento é uma ferramenta que permite elucidar os
mecanismos de desnaturacdo, agregacdo e gelificacdo, fornecendo
informacGes que podem ser correlacionadas com sua funcionalidade
para aplicacOes especificas. Neste sentido, alguns autores tem aplicado a
técnica de DSC para estudar a desnaturacdo térmica e determinar a
temperatura e entalpia de desnaturagdo das claras e de suas fracOes
proteicas (DONOVAN; MAPES, 1976; DONOVAN et al., 1975;
FERREIRA; HOFER; RAEMY, 1997; WOOTTON; HONG; THI,
1981).

Foi verificado que a deshaturagdo induzida pelo calor das
proteinas da clara pode ocorrem entre 60 e 100 °C. Dentre as principais
proteinas analisadas, a ovotransferrina foi a mais termolébel com T4 ~
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60 °C, a S-ovalbumina foi a mais termotolerante com T4 ~ 85 °C e a
ovalbumina e a lisozima apresentam Ty intermediarias, ~ 80 e 70 °C,
respectivamente (ABBASNEZHAD et al., 2014; DE SOUZA;
FERNANDEZ, 2013; DONOVAN et al., 1975; FERREIRA; HOFER;
RAEMY, 1997).

A desnaturacdo das proteinas da clara induzida pelo calor €
representada pela agregacao, resultante da transformacéo da proteina de
um estado nativo para um estado desnaturado. As interacdes
hidrofdbicas nas proteinas da clara sdo favorecidas pela aplicacdo de
calor, e sdo as principais responsaveis pela coagulacdo da ovalbumina
de ovo, j& que essas interacBes aumentam com a temperatura (MINE;
ZHANG, 2013). O efeito da desnaturacéo da ovalbumina induzida pelo
calor pode ser observado como uma ilustragdo esquematica apresentada
na Figura 9.

Figura 9 - Diagrama esquematico do processo de desnaturacdo induzido pelo
calor e formag&o de agregados de ovalbumina.

Ovalbumina

desnaturada
Ovalbumina B
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Fonte: Adaptado de Mine e Zhang (2013).

Outro efeito do tratamento térmico esta associado a que 0 mesmo
também pode favorecer o escurecimento das claras. A presenca de
glicose na clara, caso ndo seja removida antes da etapa térmica, pode
causar reacGes de escurecimento ndo enzimatico (reacdo de Maillard),
gue por sua vez causa alteracdes de cor no p6 e na solubilidade das
proteinas envolvidas (BOBBIO; BOBBIO, 1995).
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O escurecimento pode ser mais intenso para clara desidratada do
gue na clara pasteurizada, devido as temperaturas empregadas durante a
secagem, uma vez que a reacdo de Maillard é catalisada pela
temperatura. Temperaturas mais severas aumentam a reatividade entre
aclcar e a componente amina intensificando, por conseguinte, o
escurecimento (SILVA et al., 2015). Handa e Kuroda (1999) apontam
gue o aquecimento induz a reacdo de Maillard e a formacdo de
complexos proteina-glicose em clara de ovos com a presenca de
carboidrato, sendo a reacdo favorecida em pH alcalino.

2.4.2 Efeito do pH e do cisalhamento

As proteinas sdo sensiveis a modificacbes no pH em funcéo das
suas caracteristicas &cido-base. O pH tem efeito na dissociacdo de
grupos funcionais das proteinas, alterando suas cargas e, portanto,
atuando na magnitude das forca de atracdo e de repulsdo entre proteina-
proteina e proteina-soluto (DAMODARAN, 2010). Desta forma, em
geral, as proteinas sdo mais sollveis em valores de pH baixos (acidos)
ou altos (alcalinos), devido ao excesso de cargas, que produz repulsao
entre as moléculas (MACHADO et al., 2007).

Machado et al. (2007) sugere que espumas formadas por
proteinas sdo mais estaveis em pH préximo ao isoelétrico, desde que se
mantenham sollveis. Proteinas insoliveis ndo sdo adsorvidas na
interface géas-liquido, o que reduz a formacdo de espumas, entretanto,
podem contribuir para a estabilidade da espuma depois de formada.

O pH e a solubilidade sdo atributos importantes nas claras, pois
afetam suas propriedades funcionas, especialmente a de formacdo de
espuma. Essas alteracGes do pH podem causar reducdo da solubilidade
das proteinas da clara, afetando sua funcionalidade. Gomes e Plegrine
(2012) avaliaram a solubilidade de claras desidratadas em diferentes
pHs e relatam que as proteinas das claras em pH 9,0 apresentam menor
solubilidade quando comparadas as claras em pH 7,5.

O cisalhamento também afeta a estabilidade das proteinas, uma
vez que muitas proteinas podem desnaturar e/ou precipitar quando
submetidas a condicGes especificas de agitacdo, embora este processo
seja importante para a formacdo de espumas a partir de clara de ovo. O
excesso de cisalhamento mecénico gerado por agitagdo, batimento,
amassamento etc, pode causar a desnaturacdo das proteinas reduzindo
sua capacidade de formar espumas (DAMODARAN, 2010).
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2.4.3 Efeito das condicbes e do tempo de estocagem

As claras apresentam alteragBes fisico-quimicas durante o
periodo de estocagem, especialmente quando estocadas em condicfes de
temperatura e umidade relativa inapropriadas.

Imediatamente ap6s a postura dos ovos, inicia-se uma série de
mudancgas fisico-quimicas que dependerdo da temperatura de
armazenamento e seguem cinéticas diferentes dependendo das reacGes
envolvidas. No ovo, a fracdo de clara é a que passa pelas principais
alteracGes durante o armazenamento (LUCISANO et al., 1996).

Dentre as alteracfes observadas ocorre 0 aumento do pH da clara,
principalmente devido a perda de dioxido de carbono (CO,) e agua do
ovo para a atmosfera através da casca. Essa perda de agua também
promove mudangas na viscosidade da clara por liquefacdo, o que
favorece a migragdo da agua da clara para a gema, causando a reducédo
da altura e diminuicdo do percentual da clara no ovo (FIGUEIREDO et
al., 2011; FREITAS et al., 2011; SIEBEL et al., 2005). As condicfes de
armazenagem (temperatura, UR %) e o tempo de comercializacdo apds a
postura, podem potencializar a elevagdo do pH, podendo assumir
valores proximos a 9,7 (PISSINATI et al., 2014). De acordo com
Figueiredo et al. (2011) o pH de clara aumenta no decorrer do
armazenamento independentemente da temperatura de estocagem, sendo
menos intenso quando 0s ovos sd0 mantidos em temperatura de
refrigeragdo.

A clara é uma solugdo de proteinas em agua com a presenca de
sais. Dentre esses sais estdo presentes o bicarbonato de sédio (NaHCOs3)
e carbonato de sodio (Na,CO3) que atuam como um sistema tampao
juntamente com o CO, dissolvido (BOBBIO; BOBBIO, 1995). Desta
forma a elevacdo do pH da clara ocorre devido a um aumento no ter de
NaHCO3; em decorréncia da dissociacdo do acido carbénico (H,COj)
que libera CO,e H,O (FIGUEIREDO et al., 2011).

Durante o periodo de armazenamento ocorre a dissociacdo do
complexo ovomucina-lisozima na clara com a consequente destruicéo
do gel de ovomucina. Essas transformagdes afetam negativamente a
viscosidade da clara causando sua liquefacdo, favorecem a perda de
agua através dos poros e alteram as propriedades espumantes (SIEBEL
et al., 2005). A viscosidade estd relacionada com as propriedades
funcionais da clara e, consequentemente, pode ser considerada como um
dos fatores chave para descrever a qualidade tecnoldgica desses
produtos (DE SOUZA; FERNANDEZ, 2013). A viscosidade das claras
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é um atributo de qualidade importante e esta relacionada as propriedades
espumantes e gelificantes das mesmas (SPADA et al., 2012).

A modificacdo da ovalbumina é significativamente aumentada
com o tempo de armazenamento, tanto em ovos, quanto nos seu
produtos, e sua conversdao em S-ovalbumina pode chegar a 81 % ap0s 6
meses de estocagem em baixa temperatura (MINE, 2015; MINE;
ZHANG, 2013). Além disso, a conversdo da ovalbumina em S-
ovalbumina ¢é favorecida pelas condicdes de armazenagem e
processamento, sendo intensificada em temperaturas acima das de
refrigeracdo (ALLEONI CARRARO, 2006; LECHEVALIER et al.,
2007a). Desta forma, a concentracdo de S-ovalbumina é um pardmetro
de qualidade nesses produtos, uma vez que as condi¢bes de
armazenagem e tempo de postura influenciam na sua concentracao
(MINE, 2015). Conforme Mine e Zhang (2013), a conversdo de
ovalbumina em S-ovalbumina resulta em um filme coesivo que se forma
na interface ar-agua, reduzindo assim a estabilidade da espuma.

2.5 PROPRIEDADES FUNCIONAIS DAS PROTEINAS

Embora as proteinas sejam importantes e imprescindiveis em
diversos processos bioldgicos, na industria elas dettm um papel
fundamental como ingredientes e aditivos alimentares. Em geral, isso se
deve principalmente as suas propriedades funcionais que afetam o
comportamento dos sistemas alimentares durante o processamento,
estocagem, preparo e consumo (PHILLIPIS; WILLIAMS, 2011).

A funcionalidade das proteinas é controlada por suas
propriedades fisico-quimicas como tamanho, forma, composicdo e
sequéncia de aminoacidos, carga liquida e distribui¢do das cargas, razéo
de hidrofilicidade/hidrofobicidade, estruturas primarias, secundaria e
terciaria, flexibilidade, entre outras. As propriedades funcionais
influenciam o desempenho das proteinas em sistemas alimentares, de
forma a apresentarem diversas fungbes tais como, solubilidade,
capacidade de retencdo de A&gua, emulsificacdo, gelificacdo,
viscoelasticidade, coesdo, adesdo, fixacdo de lipideos e aromas e
formacdo de espumas. Além disso, interacGes da proteina com outros
componentes dentro de um sistema alimentar como lipideos, acUcares,
sais, polissacarideos e outros, promovem mudangas na sua
funcionalidade. Nesse contexto, as proteinas tém grande influéncia sobre
0s atributos sensoriais e, portanto, na qualidade sensorial dos alimentos
(DAMODARAN, 2010; USTNOL, 2015 b).
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A clara do ovo, por ser uma mistura de diversas proteinas é um
ingrediente multifuncional capaz de gelificar, formar espuma, ligar-se
com a agua e coagular quando submetida ao calor, o que a torna um
ingrediente importante para a indistria de alimentos (DAMODARAN,
2010). Dentre suas propriedades funcionais as mais importantes sdo
gelificagdo, formagdo de espumas e emulsificacdo (MINE, 2015). Mas
apresentam outras tais como capacidade de retencdo de &gua, coesdo,
adesdo e fixacdo de lipideos e aromas. Essas propriedades sao
frequentemente responsaveis ou afetam a aparéncia, estrutura / textura,
sensacgdo de sabor e retencdo de sabor dos alimentos (WALSH, 2014).

Dentre as suas multifuncionalidades, a capacidade de incorporar
ar e formar espuma € muito importante, em especial em produtos de
baixa densidade e elevada expansibilidade (SGARBIERI, 1996). Esta
capacidade é particularmente importante na inddstria de panificacdo e
confeitaria, com implicagGes na estrutura e textura de produtos como
pées, bolos, biscoitos, merengues e diversos outros produtos como
sorvetes, uma vez que esses produtos dependem da incorporagdo de ar
para manter seus atributos (ALLEONI CARRARO, 2006).

26 ESPUMAS

Espumas sdo sistemas coloidais altamente complexos, que
requerem conhecimentos quimicos, bioquimicos, fisicos entre outros,
apresentado uma gama de propriedades que interferem tanto na sua
formagdo quanto na sua manutencdo. As espumas sdo sistemas Unicos
que podem ser adaptados a diversas aplicagdes, tanto na vida diaria
como em indimeros processos industriais.

Os sistemas coloidais sdo aqueles que apresentam duas fases:
uma continua e outra dispersa (descontinua). Em alimentos, eles podem
ser categorizados em quatro grupos conforme o estado das matérias que
constituem as duas fases, sendo eles: sol, gel, emulsdo e espuma
(SAHIN; SUMNU, 2006).

A espuma pode ser definida como uma dispersao coloidal de gas
em liquido, onde a fase continua é o liquido que circunda a fase dispersa
gue é o gas (geralmente o ar), ou seja, € um sistema que consiste em
uma massa de bolhas de ar dispersas em um liquido, separados por uma
fina pelicula (SCHRAMM, 2014; USTUNOL, 2015 a). As espumas
podem ser classificadas como liquidas ou sélidas. Espumas solidas séo
materiais plasticos ou elasticos onde se tem o ar disperso na fase sélida
enquanto que espumas liquidas, apesar de serem mais dificeis de
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classificar, geralmente consistem da fase ar dispersa em uma fase
liquida (FOEGEDING; LUCK; DAVIS, 2006).

A incorporacdo de ar em uma fase continua (liquida) pode ser
realizada de diversas formas, dentre elas: através de agitagdo mecanica
vigorosa ou por incorporacdo de gas direto na fase liquida
(borbulhamento). Outros casos como liberacdo de gas de uma solugéo
saturada ap0s agitacdo suave (cerveja ou bebidas gaseificadas) ou ainda
liberacdo de gas de micro-organismos sendo aprisionado em um
alimento como o queijo, também sdo formas para a obtencdo de
espumas. Todavia, a forma mais comum é submeter a fase continua a
uma agitagdo vigorosa, onde a agitacdo favorece a incorporagdo de ar
dentro do volume da fase liquida e submete as bolhas recém-formadas a
elevadas taxas de cisalhamento, promovendo a quebra dessas bolhas em
tamanhos menores (RITZOULIS, 2013).

Durante a agitacdo ocorre a deformacao da superficie do liquido
dando origem a concavidades na superficie que inicialmente sdo livres
de surfactante. Apés algum tempo, moléculas do surfactante migram a
partir da solugdo e adsorvem na superficie cobrindo a interfase com uma
monocamada que protege as bolhas contra a coalescéncia (LANGEVIN,
2000). As monocamadas séo filmes monomoleculares de substancias de
carater anfifilico que se dispde em interfaces. Essa formacdo ocorre
guando moléculas de uma solucdo entram em contato com outra fase e
acumulam (WALSTRA,; VLIET, 2010).

A presenca de monocamada e as deformacdses da superficie para
a formacdo destas novas areas (concavidades), bem como o processo de
formacéo de espuma, podem ser observadas no diagrama apresentado na
Figura 10.
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Figura 10 - Sequéncia da formacdo de espuma a partir de solu¢do aquosa com
tensoativo anidnico.

Fonte: Daltin (2011)

Na Figura 10 a presenca de tensoativos (ou proteinas) mostra a
formagéo de uma monocamada que recobre toda a superficie do liquido.
Da etapa 1 a 5, durante a agitacdo da fase continua, o ar é incorporado,
gerando novas superficies ar-liquido. O tensoativo se desloca para a
nova superficie formada, recobrindo-a, expondo sua fase hidrofébica
para o centro da bolha e a fase hidrofilica para a fase continua. Devido a
diferenca de densidade, a bolha se dirige para a parte superior da
solucdo. Nas etapas 5 e 6 é possivel observar que quando a bolha chega
proximo a superficie recoberta com tensoativo, ocorre uma repulsao
devido a presenca das cargas iguais. Em funcdo dessa repeléncia, ocorre
a formacdo de um filme liquido, com a presenca de duas superficies,
uma voltada para a atmosfera e a outra voltada para o centro da bolha,
conforme mostra as etapas 7 a 9. A forca de repeléncia entre as duas
camadas tem forte influéncia na espessura do filme liquido. Ou seja,
guanto maior a repeléncia maior serd a espessura do filme liquido
formado (DALTIN, 2011).

Devido a variedade de aminoacidos, uma série de interacOes
intermoleculares sdo possiveis na interface, incluindo ligacBes de
hidrogénio, contatos hidrofébicos, eletrostaticos, ligacbes de dissulfeto e
formacdo de interagdes de Wan der Waals (FOEGEDING; LUCK;
DAVIS, 2006). Essas caracteristicas tornam as proteinas moléculas
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capazes de agir como surfactantes devido a presenca de grupos
hidrofilicos e hidrofébicos (LOMAKINA; MIKOVA, 2006).

Uma vez que as proteinas atuam como surfactantes nestes
sistemas, sua capacidade de formar e de estabilizar espumas séo
influenciadas por fatores ambientais e caracteristicas moleculares.
Dentre os fatores ambientais estdo o pH, presenca de sais, aglcares,
lipideos e a prépria concentracdo proteica. Dentre as caracteristicas
moleculares associadas as proteinas se encontram: flexibilidade
molecular, densidade, distribuicdo de cargas e hidrofobicidade
(DAMODARAN, 2010).

2.6.1 Atividade de superficie das proteinas e formacao de
espuma

Para a formacdo de espumas proteicas, as proteinas devem
apresentar atividade de superficie, isto é, devem ter a capacidade de
entrar em contato com a superficie da fase continua (liquido) e
acumularem, formando uma monocamada (WALSTRA,; VLIET, 2010).
Para tanto, necessitam ter a capacidade de adsorver rapidamente na
interface, desdobrar-se e orienta-se expondo seus grupos hidrofébicos e
hidrofilicos na interface ar-liquido e reduzir a tensdo interfacial
(USTUNOL, 2015a). Além disso, devem ser capazes de formar filmes
coesos, viscoelasticos, finos e resistentes na interface ar-liquido por
meio de interagGes intermoleculares de modo a incorporar e estabilizar
grandes quantidades de bolhas de gas (DAMODARAN, 2010).

Dentre as proteinas, algumas proteinas globulares apresentam
capacidade de desdobrar-se na interface expondo seus grupos de
amino4cidos hidrofobicos, o que facilita o processo de adsor¢do, sendo
considerado como uns dos fatores chave na formacdo da interface
(PHILLIPS; WILLIAMS, 2011). De acordo com Shaw (1975) a
adsorcdo e orientacdo das cargas da proteina na interface sdo
energeticamente mais favoraveis do que a dissolucdo em qualquer das
duas fases. Entretanto, proteinas globulares que sdo altamente
compactas tem a adsorcao prejudicada e, consequentemente, promovem
baixa reducdo da tensdo interfacial, indicando a importancia da
flexibilidade proteica na capacidade de formacdo de espumas
(DAMODARAN, 2010).

De acordo com Foegeding, Luck e Davis (2006) a capacidade da
proteina, contida na solucdo, de adsorver na interface ar-liquido é um
dos fatores mais importantes para formacdo de espumas a partir de
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solucdes proteicas. As propriedades moleculares das proteinas e as suas
propriedades de formacdo e estabilizacdo de espumas estdo ligadas a
cinética de adsorcdo e as propriedades interfaciais (WIERENGA;
GRUPPEN, 2010).

Talansier et al. (2009) propuseram um processo de adsor¢ao ou
cinética de adsorcdo de proteinas na interface ar-liquido para formagéo
de espumas. Segundo 0s autores este processo ocorre em quatro etapas
sucessivas: 1) periodo de laténcia, que é o periodo necessario para que
haja a reducdo da tensdo superficial pela adsor¢do na interface; 2)
difusdo da proteina a partir do centro do fluido para a interface; 3)
adsorcao e desdobramento interfacial e 4) rearranjo dentro da camada de
interface, formagdo de camadas multiplas e gelificacdo interfacial.

Embora, conforme discutido, o processo de adsor¢do das
proteinas seja fundamental na formacdo de espumas, as propriedades
dos filmes liquidos finos formados entre bolhas de ar vizinhas também
devem ser considerados (WIERENGA; GRUPPEN, 2010)

Na industria de alimentos as espumas sdo importantes por sua
contribuicdo no volume e textura de produtos alimentares, onde a
incorporacdo de ar reduz a densidade do produto e aumenta seu volume.
Sorvete, chantilly, massa de bolo e merengue séo alguns exemplos onde
espumas proteicas tem um papel importante nas caracteristicas do
produto (SAHIN; SUMNU, 2006). Muitas das espumas comestiveis sdo
solidas, obtidas por solidificacdo de uma espuma liquida por
refrigeracdo (mousse de chocolate) ou cozimento (pdo) (CANTANT et
al., 2013).

Dentre as proteinas com atividade de superficie consideradas
bons agentes espumantes estdo as proteinas da clara do ovo, cuja
composicdo € majoritariamente de proteinas globulares (USTUNOL,
2015 a; MINE, 2015). Elas tém sido utilizadas pela industria de
alimentos e nas artes culinarias, especialmente, em funcdo das suas
excelentes propriedades de formacdo de espuma (YANG;
FOEGEDING, 2011).

As proteinas da clara sdo comumente usadas para estabilizar
espumas pela capacidade de atuarem na interface ar-liquido e por serem
mais estaveis quando comparadas a muitos surfactantes, devido a
formacdo de uma pelicula altamente viscoelastica (DAMODARAN,
2010; PHILLIPS; WILLIAMS, 2011). As diferencas nas caracteristicas
fisico-quimicas, como flexibilidade conformacional,
hidrofobicidade/hidrofilidade, bem como, propriedades de superficie das
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proteinas, sdo determinantes na atividade de superficie das proteinas da
clara (DAMODARAN; ANAND; RAZUMOVSKY, 1998).

As propriedades espumantes da clara dependem das
caracteristicas quimicas individuas, como massa molecular, pl, teor
sulfridila/dissulfeto (e outros) e de uma gama de proteinas que
interagem na formacdo de espuma (RAIKOS; CAMPBELL; EUSTON,
2007).

A ovalbumina, ovomucina, ovomucoéide e lisozima sdo as
proteinas da clara que mais interferem nas propriedades de formacéo e
estabilizacdo de espumas, atuando como emulsificantes anfifilicos entre
a fase gasosa e a fase liquida (MLEKO et al., 2007; VAN DEN BERG;
JARA; PILOSOF, 2015). Conforme Lau e Dickinson (2006) as
globulinas contribuem para espumabilidade, a ovomucoide e globulinas
retardam a drenagem da espuma e a lisozima forma complexos com a
ovomucoide, resultando em uma maior resisténcia da pelicula formada.
Entretanto, dentre as proteinas da clara, a ovalbumina é a que possui
maior influéncia nas propriedades de formacdo de espuma. Isso se deve
a habilidade de adsorver-se rapidamente na interface durante o
batimento, devido ao seu desdobramento parcial e agregacdo das
moléculas de proteina na interface ar-liquido. Esse desdobramento
expde grupos sulfidrilas que sdo facilmente oxidados, formando ligagdes
dissulfeto intermoleculares, que ajudam a estabilizar a espuma,
formando um filme coeso e viscoelastico (LOMAKINA; MIKOVA,
2006; WALSH, 2014).

Devido ao seu pH mais alcalino, as proteinas da clara tendem a
atuar como tensoativos anidnicos, com maior concentracdo de cargas na
parte polar (COQ"). Essas cargas favorecem a interagdo das proteinas
com a agua presente na lamela, deixando a espuma mais estavel
(DALTIN, 2011).

A funcionalidade da proteina para a formac&do de espuma depende
da hidrofobicidade e interacdes eletrostaticas e a atividade de superficie
estd relacionada ao tamanho molecular e a conformacdo dessas
proteinas, uma vez que a composicdo de aminoacidos controla as
caracteristicas anfifilicas das proteinas, bem como sua habilidade de
adsorver em interfaces (PHILLIPS; WILLIAMS, 2011). Desta forma,
guando as proteinas da clara sdo desdobradas parcialmente, ficam mais
flexiveis realcando suas propriedades anfifilicas, que por sua vez,
facilitam a formacao de espumas (ZMUDZINSKI et al., 2014). Todavia,
essa funcionalidade ndo é completamente compreendida, uma vez que a
clara é composta por cerca de 40 diferentes proteinas e suas interacfes
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afetam a formacdo da espuma (VAN DEN BERG; JARA; PILOSOF,
2015).

Quando se submete uma solugdo proteica ao batimento para
formagdo de espuma é importante determinar a sua capacidade de
formac&o de espuma (overrun) e, uma vez formada, determinar a fracéo
relativa da fase liquida e de ar (fracdo fase gasosa), sua estabilidade e até
mesmo observar a dindmica destes processos através de técnicas de
microscopia. No entanto, tais medidas podem ser dificeis de serem
realizadas, uma vez que o processo de formacdo da espuma pode ocorrer
simultaneamente com processos de desestabilizacdo, fornecendo a este
processo um cardter altamente dindmico (FOEGEDING; LUCK;
DAVIS, 2006).

2.6.2 Capacidade espumante (Overrun) e fracdo da fase
gasosa (¢)

A capacidade espumante € um atributo em proteinas alimentares
com importante aplicacdo na industria alimenticia.

A capacidade de formacdo de espuma ou espumabilidade de uma
solucdo é uma medida qualitativa da sua capacidade de produzir uma
espuma quando é batida, agitada ou aerada (CANTANT et al., 2013). E
uma propriedade funcional dependente de diversos fatores como: a
natureza da proteina, sua solubilidade, estado de desnaturacéo,
concentracao e suas propriedades de interface (SGARBIERI, 1996).

A quantidade de ar incorporado em um dado volume de liquido
define a capacidade desse sistema em formar espumas e pode ser
descrito pelo overrun, que é definido como o aumento do volume (%) na
matriz em relagdo ao volume inicial, atribuido a incorporagéo de ar para
um dado volume de liquido (SAHIN; SUMNU, 2006). Para solugdes
proteicas, 0 overrun refere-se a expansao de volume da dispersdo ou a
area interfacial que pode ser criada devido a incorporagdo de ar
(DAMODARAN, 2010; WALSTRA; VAN VLIET, 2010). O overrun é
determinado como:

Volume da espuma
Overrun = ——  x 100
Volume de liquido inicial

A capacidade espumante de uma solucdo proteica depende da
concentracdo de proteina, das condi¢des mecanicas em que ocorre o
batimento, como a quantidade de energia fornecida. A quantidade de
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energia necessaria esta relacionada a reducdo da tensdo superficial, que
limita a quantidade de area superficial criada e, portanto, 0 nimero de
bolhas formadas (DALTIN, 2011). A tensdo superficial € um pardmetro
fisico-quimico de grande influéncia na formacdo de espumas que
interfere no overrun. Para a formacdo de espumas mais estaveis, 0s
liquidos devem possuir baixa tensdo superficial, para que possam ser
espalhados mais facilmente na interface ar-liquido (SAHIN; SUMNU,
2006).

A tensdo superficial é a energia livre da superficie de um liquido
ou a forca que atua nela para se opor ao aumento da superficie, gerando
uma tendéncia a retracéo, que como resultado tem-se a formacao de uma
membrana na superficie do liquido. A tensdo superficial pode ser
medida pela energia (mJ.m™) necesséria para aumentar a area superficial
ou a forca (mN.m™) para romper a membrana criada na superficie do
liquido (PASHLEYR; KARAMAN, 2004).

A capacidade espumante de uma solucdo proteica influencia na
fracdo da fase gasosa (ou fragdo do volume de gas incorporado) (), que
afeta a espessura do filme, distribuicdo e geometria das bolhas e, por
conseguinte, a estabilidade da espuma. Conforme Walstra (1989), no
inicio do batimento as bolhas formadas costumam ser de maior
tamanho, mas, devido as forcas de cisalhamento que agem sobre as
bolhas em fungcdo do elevado gradiente de velocidade formado no
liquido, as bolhas tendem a ser rompidas em bolhas menores. A
formagdo de espuma em funcdo da capacidade espumante pode ser
observada no diagrama apresentado na Figura 11.

Figura 11 — llustracdo sugerindo as etapas da formagdo de espuma em
funcéo da capacidade espumante.

Fonte: Elaborado pelo autor (2017), com base em Mason (1999) e Langevin (2017)

Durante as etapas de formacédo de espuma (Figura 11), no inicio
do processo tem-se a solucdo proteica (1), cuja fracdo gasosa é proxima
de zero. Com o inicio do batimento ocorre a incorporacdo gradativa de
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ar e a formagdo de bolhas de didmetro maior e de geometria esférica,
gue migram para a parte superior do sistema devido a diferenca de
densidade (2). Em funcdo da capacidade espumante e o efeito do
cisalhamento, mais areas superficiais sdo criadas, com o consequente
aumento do numero de bolhas e a reducdo do seu didmetro (3 e 4).
Finalmente, ocorre uma distribuicdo mais homogénea da fase continua
pela massa de bolhas e, quando o sistema atinge uma determinada
incorporacdo de ar (fracdo gasosa), modifica-se a geometria das bolhas,
gue passam a ser mais poliédricas, apresentando filmes lamelares mais
finos (5).

Embora o batimento permita a formago da espuma, 0 excesso
pode provocar desnaturagdo extensa, agregacdo e precipitacdo das
proteinas levando a reducdo do overrun (DAMODARAN, 2010). A
teoria "Overbeating" sugere a ocorréncia da coagulagdo excessiva das
proteinas globulares na interface ar-liquido levando a formagdo de
agregados insollveis em funcdo do batimento prolongado. Essa reducédo
da capacidade de retencdo de agua das proteinas é responsavel pelo
colapso da espuma, que pode ser observado através do declinio do
overrun (RAIKOS; CAMPBELL; EUSTON, 2007). De acordo com Lau
e Dickinson (2005), em um sistema com batimento mais elevado ha
mais afinamento do filme liquido, maior deformagdo mecénica e mais
ruptura de parede de bolha, o que contribui para o declinio do overrun.

A formacdo e morfologia das espumas também estdo
correlacionadas com fracdo de fase gasosa (¢p) da espuma. A fragdo de
fase gasosa (¢) define o quanto de ar estd presente na espuma em um
volume fixo através de uma medida adimensional, cujos valores variam
de0<¢=<1.

Durante a formacdo de espuma, inicialmente tem-se um baixo
valor de ¢, mas, devido ao cisalhamento e incorporagdo de ar, ocorre 0
aumento da ¢ tendo valores proximos a 0,64. Valores acima de 0,64 e,
guanto mais proximo de 1, estdo associados a espumas com bolhas mais
comprimidas, menos Umidas e com morfologia mais poliédrica
(MASON, 1999). A correlacdo entre ¢ e a morfologia das espumas
podem ser observadas na ilustracdo apresentada na Figura 12.
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Figura 12 - llustragdo esquematica da geometria das espumas em fungdo da
fracdo da fase gasosa (¢)

61 -0
100 % ar Fracdoda fase gasosa (¢) 100 % liquido
6 5 4 1
D !
Ar > ; Sa° L/ Pe 04 @ BN Liquido
Espumas e Liquidos
poliédricas Transicdo espumantes

Fonte: Adaptado de Langevin (2017).

Observa-se que tanto a concentracdo quanto a geometria das
bolhas estdo relacionadas com a ¢ (Figura 12). Quando a ¢ ainda é baixa
(2 e 3), ttm-se espumas com bolhas mais esféricas de maior didmetro e
menos concentradas. Conforme ocorre 0 aumento da ¢ maior é o
nimero de bolhas e menor seu diametro (4) e, devido a compressdo
entre as bolhas vizinhas, sua geometria passa a ser poliédrica (5).

Durante a formagdo de espuma tem-se a formagdo das regibes
lamelares, onde se tem a fase continua permeando as bolhas formadas
(Figura 13). Quando a geometria da bolha é poliédrica as lamelas
assumem um formato plano.



70

Figura 13 — llustragdo indicando a presenca da lamela permeando as bolhas da
espuma

Bohade ) { Bolhade
gas Y A gas

Lamela
(pelicula liquida fina)

Fonte: Elaborado pelo autor (2017) com base em Damodaran (2005) e Schramm
(2014)

Na Figura 13 é possivel observar a regido da espuma onde se tem
a presenca de duas bolhas rodeadas pela fase continua. A seta aponta a
presenca da lamela, que se forma entre a interface de duas bolhas
vizinhas muito préximas.

Espumas em que a fracdo da fase gasosa é baixa possuem uma
maior quantidade de liquido retido entre as bolhas o que Ihes confere
uma forma mais esférica, em funcdo de uma grande area cbncava na
fase continua. No entanto, se a fracdo gasosa for elevada, a lamela se
torna cada vez mais fina e plana, as bolhas podem deformar e assumir
um formato poliédrico, ocorrendo a formacdo das bordas de Plateau
(SCHRAMM, 2014; WILSON, 1989). As bordas de Plateau sdo canais
liquidos resultantes do encontro do filme de trés bolhas adjacentes, cujo
formato lembra um prisma (DALTIN, 2011; LOUVET; ROUYER,;
PITOIS, 2009). A borda de Plateau pode ser observada na ilustragdo
esquematica apresentada na Figura 14.
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Figura 14 - llustracdo generalizada da regido de unido entre trés filmes
adjacentes de bolhas com formato poliédrico, indicando a formagéo das bordas
de Plateau.

Borda de Plateau

lamela

DY

Fasedogds :

Regido da interface

Regidode fina
Pelicula liquida

Fonte: Adaptado de Schramm (2014).

Aparentemente, a capacidade espumante e a estabilidade da
espuma sdo influenciadas por propriedades moleculares diferentes que
podem atuar de forma antagdnica. Enquanto a qualidade da espuma
depende, principalmente, da conformagdo assumida na superficie
interfacial (flexibilidade) a estabilidade depende, especialmente, da
ativacdo dos grupos hidrofilicos e hidrofébicos que compfem as
proteinas e das propriedades reoldgicas do sistema (DAMODARAN,
2010; ZMUDZINSKI et al., 2014).

2.6.3 Pressao de Laplace

Conforme a lei de Young-Laplace, se uma interface ndo for
plana, a tensdo superficial induz forcas normais que sdo compensadas,
em equilibrio, pelas pressdes de cada lado. Essa forca é uma relagdo
entre as pressdes, a tensdo e a forma da interface (CANTAT et al,,
2013).

A pressao de Laplace ¢ a diferenca de pressdes observada entre a
face interna e externa de interfaces curvas e pode ser obtida a partir da
equacdo de Young-Laplace (WALSTRA; VLIET, 2010):

2
P1-P2=aP= =2
R
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Sendo:

P1 = Pressdo lado concavo (Pa)
P2 = Pressdo do lado convexo (Pa)
y = Tenséo superficial (N.m™)

R =Raio (m)

A pressdo de Laplace determina que a pressao na face céncava
(interna) de uma interface curva (esferas, bolhas, gotas) é maior do que a
pressdo na parte convexa (exterior). Desta forma, quanto menor for o
raio da esfera, maior sera sua pressao interna e maior seré a diferenca de
pressdo entre as fases. Como consequéncia dessa pressdo, as bolhas
tendem a serem esféricas, o que dificulta sua deformacdo, sendo
necessaria a aplicacdo de uma forca externa para que isso ocorra. Outra
consequéncia dessa diferenca de presséo é o aumento da solubilidade no
liquido do gés contido em uma bolha (WALSTRA; VLIET, 2010).

Devido a essa diferenca de pressdo entre bolhas com diametros
diferentes, o gas tende a difundir das bolhas menores para as bolhas
maiores. Ou seja, qualquer processo que aumente o raio da bolha sera
espontaneo, pois reduzird a pressdo. Como consequéncia, ocorrem
processos de desestabilizagdo nas espumas, como a coalescéncia,
maturacao de Ostwald e o coarsening (DALTIN, 2011).

Quando o surfactante reduz a tensdo superficial, a pressdo de
Laplace diminui e a interface pode ser deformada com mais facilidade.
Quando as bolhas em uma espuma sdo deformadas ocorre a formacéao de
regides de filmes (lamelas) planos entre duas bolhas vizinhas e formacéo
das bordas de Plateau. Isso causa um aumento na diferenca de pressao
entre a lamela e as bordas de Plateau (WALSTRA,; VLIET, 2010). Essa
diferenca de pressdo ocorre devido a presenca de uma regido convexa
nas bordas de Plateau que, conforme a equacdo de Lapalce, € uma
regido de baixa pressdo. Como consequéncia, a fase continua tende a
fluir das lamelas para as bordas de Plateau, gerando um gradiente de
pressdo capilar uma vez que o liquido flui de uma regido de alta pressdo
para uma regido de baixa pressdo. Em decorréncia dessa diferenca
ocorre uma redugdo na estabilidade da espuma, podendo ocasionar
afinamento do filme e sua consequente ruptura (DALTIN, 2011,
SHAW, 1975).
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2.6.4 Estabilidade

A estabilidade das espumas pode ser determinada pela quantidade
de liquido drenado no tempo ou pela taxa de reducdo do volume da
espuma, causado pela remoc¢do do liquido do espaco entre as bolhas
(NICORESCU et al., 2011; RITZOULIS, 2013).

Ap6s sua formacdo, a espuma evolui por mecanismos
interdependentes, destacando-se: a) drenagem do liquido; b) aumento de
coesdo entre as bolhas, devido as diferencas de pressdo capilar e c)
coalescéncia. A progressdo desses processos determina o tempo de vida
de uma espuma (LOUVET; ROUYER; PITOIS, 2009).

Alguns fatores afetam a estabilidade de espumas formadas, como
a diferenca de pressdo, as caracteristicas viscoelasticas dos tensoativos
(proteinas) e a tensdo interfacial (DAMODARAN, 2005). Outros fatores
como a taxa de drenagem, que é afetada pela forma e tamanho da borda
de Plateau e as propriedades da superficie ar-liquido, que séo alteradas
pela adsor¢cdo de moléculas que atuam como tensoativos, também
podem afetar a estabilidade de uma espuma (KRUGLYAKOQV et al.,
2008).

De acordo com Figueredo, Ribeiro e Sabadini, (1999) o colapso
das bolhas é um processo termodinamicamente favoravel, uma vez que
reduz a elevada area superficial da espuma e a expansdo do gas contido
nas bolhas que, como consequéncia, diminui a energia livre do sistema.
De maneira ilustrativa, na Figura 15 é apresentado um diagrama com 0s
mecanismos de desestabiliza¢do das espumas.
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Figura 15 - Mecanismos de desestabiliza¢éo das espumas
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Fonte: Adaptado de Valderrama (2006)

2.6.4.1 Drenagem

A drenagem consiste no escoamento do liquido que ocupa o
espaco entre duas bolhas de ar, produzindo o estreitamento das lamelas
que separam-nas (Figura 15 - C) (DALTIN, 2011). Esse fenémeno
ocorre pelo efeito da gravidade, diferenca de pressdo e de densidade
entre as fases, pela viscosidade da fase continua e pela estrutura ar-
liquido em cada face das bolhas (ROSEN; KUNJAPPU, 2012 ; SHAW,
1975). Conforme Van Der Plancken, Van Loey e Hendrickx (2007) e
Yang e Foegeding (2011), a taxa de drenagem pode ser retardada com o
aumento da viscosidade da fase continua, deixando o escoamento mais
lento, bem como, limitando a difusdo do gas da fase dispersa para o
liquido.

Em espumas recém-formadas ou espumas mais cremosas, ocorre
a presenca de lamelas mais espessas, cuja drenagem é favorecida pela
forca da gravidade (ROSEN; KUNJAPPU, 2012). Ap6s a drenagem
inicial, com o afinamento do filme, ela passa a ser governada pelas
forcas interfaciais tensoativo-agua e pelas forcas de repulsdo entre as
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duas interfaces muito proximas (SHAW, 1975). Nessa etapa da
drenagem, o processo tem maior influéncia da diferenca de pressédo, que
favorece a sucgdo capilar do liquido intramolecular pelas lamelas
(ROSEN; KUNJAPPU, 2012).

A geometria das bolhas e distribuicdo de tamanhos pode
influenciar a geometria da rede de espuma e no processo de drenagem
(YANG; FOEGEDING, 2011). Nas espumas poliédricas a regido da
borda de Plateau possui uma menor pressdo devido a curvatura da
superficie, fazendo com que o liquido lamelar seja succionado em
direcBo a esses canais para compensar a diferenca de presséo
(FIGUEREDO; RIBEIRO; SABADINI, 1999; LANGEVIN, 2000).
Essa succéo favorece o aumento da concentragdo do liquido no fundo da
espuma (LAU; DICKINSON, 2005). Durante a drenagem, o fenémeno
de coalescéncia é favorecido, devido & desidratagdo da espuma o que
ocasiona afinamento dos filmes e consequente ruptura, fazendo com que
a espuma entre em colapso (LANGEVIN, 2017; SADAHIRA et al.,
2016).

2.6.4.2 Coarsening

O coarsening € um fendmeno que ocorre como resultado da
diferenca de pressdo que favorece a difusdo de gas através da fase
liquida de uma bolha para outra. Esse processo causa o desaparecimento
das bolhas pequenas e aumento no tamanho das bolhas grandes (Figura
15 — D) (CANTAT, 2013).

Devido a maior pressdo das bolhas de raio menor, elas tendem a
perder mais gas para a fase continua do que ganhar, tendendo a
desaparecer. Por outro lado, as bolhas maiores recebem mais gas do
liguido do que perdem, aumentando seu tamanho. Sendo assim, as
bolhas pequenas tendem a desaparecer e as bolhas grandes a aumentar.
Esse processo ocorre quando as espumas sdo mais cremosas. Em
espumas mais secas, a difusdo de gas se da diretamente entre bolhas,
causando a maturacdo de Ostwald (CANTAT, 2013).

O aumento do volume da bolha est& associado & difusividade do
gas através dos filmes, que depende da viscosidade da solucédo, da
solubilidade do gas na fase continua, da tenséo interfacial e da geometria
da rede de espuma, que é expressa em fungdo da fracdo da fase gasosa
(YANG; FOEGEDING, 2011).
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2.6.4.3 Maturacéo de Ostwald

Maturacdo de Ostwald, também conhecida como desproporcéo, é
um fendmeno governado pela pressdo de Laplace. E um fendmeno de
desestabilizacdo que ocorre devido a diferenca de pressdo entre as
bolhas e entre a atmosfera, favorecendo a difusdo do gas entre elas.
Devido ao raio de curvatura a transferéncia de gas ocorre das bolhas de
didmetro menor (maior pressdo) para as bolhas vizinhas de didmetro
maior (menor pressdo) (WALSTRA; VLIET, 2010; WIERENGA,;
GRUPPEN, 2010).

O resultado destes processos € uma mudanga na distribuicdo de
tamanho de bolhas e diminuicdo no volume de ar que é retido no
sistema, com o tempo. As for¢as motrizes para que estes processos
ocorram séo a diferenca de pressdo capilar entre bolhas de tamanhos
diferentes (para a maturacdo de Ostwald) e apenas a presséo capilar em
uma bolha (para difusdo para a atmosfera) (DUTTA et al., 2004).

O fendbmeno da maturagdo de Ostwald resulta em uma espuma
com bolhas maiores, em um processo de crescimento as custas das
bolhas menores (LAU; DICKINSON, 2005). Além disso, durante a
difusdo do gas entre as bolhas ocorre a mudanca dos seus respectivos
raios. Desta forma, as bolhas menores, quando proximas de bolhas
maiores, encolherdo cada vez mais rapidamente conforme se tornam
menores (WALSTRA, VLIET, 2010) (Figura 15— E e Figura 16).

Figura 16 — llustracdo sugerindo o processo de difusdo de gas entre bolhas
vizinhas com raios diferentes, conhecido como maturacdo de Ostwald

OQ.@.@.-Q

Fonte: Elaborado pelo autor (2017) com base em: Lau e Dickinson (2005); Walstra
e Vliet (2010) e Wierenga e Gruppen (2010)

De acordo com Laplace, as bolhas possuem maior pressao no seu
interior e a difusdo de gas também ocorre para a atmosfera (menor
pressdo), especialmente aquelas bolhas mais proximas da superficie
(DALTIN, 2011).

A maturacdo de Ostwald pode ser considerada um processo
espontaneo, pois quando duas bolhas ar colidem ha uma vantagem
termodindmica na fusdo entre elas para formar uma bolha Unica. O
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processo de fusdo das bolhas resulta na reducdo da area interfacial e,
portanto, na reducdo da energia interfacial, razdo pela qual ¢
termodinamicamente espontanea (PASHLEY; KARAMAN, 2004).

2.6.4.4 Creaming

Creaming é um processo de separacdo entre a fase continua e a
fase dispersa em funcdo da diferenca de densidade entre elas
(SADAHIRA et al., 2016). Nesse processo, 0 tamanho das bolhas é um
fator importante uma vez que quanto maior for o raio das bolhas maior
serd forca de flutuabilidade e mais rdpida serd a separacdo (YANG;
BERRY; FOEGEDING, 2009). A velocidade de ascensdo das bolhas €
diretamente proporcional a diferenca de densidade, pois quanto maior
for essa diferenga, maior serd a forca de empuxo resultante da bolha
(DALTIN, 2011). O efeito do processo de creaming nas espumas pode
ser observado na Figura 15 — A. Essa separacdo ndo tende a destruir as
espumas, mas produz uma camada concentrada de espuma claramente
separada da fase continua. 1sso causa a desidratacdo das bolhas o que
favorece a ocorréncia do processo de coalescéncia. Esse efeito pode ser
reduzido em solugdes mais viscosas (RITZOULIS, 2013).

2.6.4.5 Coalescéncia

Qualquer processo que induz a ruptura do filme entre duas bolhas
promove o colapso da espuma. Como a espessura do filme é pequena
em relacdo a area de superficie, o filme entre duas bolhas é fragil e,
facilmente rompido. Esse processo se chama de coalescéncia (Figura 15
— B) (WALSTRA; VLIET, 2010).

O resultado da coalescéncia é a reducdo do numero total de
bolhas em fungéo da fusdo entre elas. A ruptura do filme faz com que a
espuma perca gas e 0 seu volume diminua até desaparecer
completamente (CANTAT, 2013).

O diagrama ilustrativo do fenbmeno de coalescéncia (Figura 17),
sugere as etapas do processo de coalescéncia, onde inicialmente (A)
observa-se uma regido com a apresenca de bolhas de didmetros
diferentes e, portanto, com pressdes também diferentes. Este gradiente
de pressdo entre as bolhas faz com que ocorra a difusdo do gas contido
nas menores para as de maior didmetro (B) resultando em bolhas de
didmetro ainda maior. Este processo de aumento da bolha ¢é
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acompanhado por um afinamento da pelicula e consequente rompimento

(©).

Figura 17 — Diagrama ilustrativo sugerindo o fendmeno de coalescéncia em
bolhas que compdem a espuma

A B C

O

Fonte: Elaborado pelo autor, (2017) com base em Walstra e Vliet (2010); Cantat
(2013); Langevin (2017).

O escoamento da fase liquida através da borda de Plateau acelera
o efeito da coalescéncia das bolhas devido & ocorréncia do aumento da
pressdo capilar, promovendo a formagéo de fendas no corpo da espuma.
Além disso, a espuma e a pelicula liquida tornam-se seca e fina,
respectivamente, levando a espuma ao colapso (KRUGLYAKOQV et al.,
2008; LANGEVIN, 2017).

O fendmeno de coalescéncia é influenciado pelas caracteristicas
viscoelasticas dos filmes, bem como, sua espessura. Se o filmes forem
espessos e a interacdo coloidal entre as duas superficies for desprezivel
o filme rompera se a concentracdo proteica for baixa. Em filmes finos,
se a interacdo coloidal entre as superficies ndo for suficiente para causar
repulsdo entre eles, o filme romper facilmente (DALTIN, 2011).

Uma ferramenta importante para auxiliar a observacdo dos
fendmenos de desestabilizacdo, bem como a geometria em fungédo da
capacidade espumante é a microscopia. Através de ensaios de
microscopia é possivel observar os processos dinamicos ocorridos em
espumas apdés sua formacéo permitindo, através das analises de imagens,
investigar as caracteristicas geométricas e dinamicas das bolhas que
compdem uma espuma. Essas analises muitas vezes envolvem medidas
do tamanho, geometria, movimento e crescimento das bolhas, bem
como, seu comportamento individual (LAU; DICKINSON, 2005;
RAIKOS; CAMPBELL; EUSTON, 2007; SADAHIRA et al., 2016).
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2.6.5 Estudos que buscam melhorar a capacidade
espumante e a estabilidade de espumas a partir de
clara de ovo.

Embora as espumas sejam muito utilizadas no cotidiano e em
processos industriais, tanto o processo de formagdo quanto a
estabilizacdo sdo complexos e afetados por diversos fatores intrinsecos
ao sistema, bem como, pelos processos aplicados durante o
processamento.

Tendo em vista a importancia das espumas da clara de ovo para a
industria de alimentos, alguns estudos ja foram conduzidos com o
objetivo de se obter as melhores condigdes para capacidade espumante,
bem como, em busca de uma melhor estabilidade da espuma apds
formada. VVan Der Plancken, Van Loey e Hendrickx (2007) avaliaram os
efeitos das propriedades espumantes de proteinas de clara de ovos
frescos ndo tratadas, tratadas termicamente e com alta pressdo
separadamente. Os autores observaram que as claras tratadas
apresentaram bolhas de tamanhos menores com menor sensibilidade a
coalescéncia. Quando modificagdes no pH resultaram em maior
solubilidade, as solugdes apresentaram melhor capacidade de formacéo
de espuma, quando comparadas as claras ndo tratadas. Song e
colaboradores (2009), investigaram a aplicacdo de irradiacdo UV na
clara do ovo fresco e na clara de ovo em p6 e observaram que este
tratamento resultou em um aumento na capacidade espumante,
melhorando o volume, textura, cor e qualidade sensorial de pédo de 16
(angel cake) (produto em que foi incorporado a espuma).

As propriedades reoldgicas de espumas do albdmen desidratado
apos ser submetido ao tratamento com diferentes pH foram avaliadas
por Mleko et al., (2007). Os autores observaram que as proteinas que
foram submetidas ao tratamento &cido proporcionaram espumas mais
firmes e com maior elasticidade quando comparadas as espumas nao
tratadas.

Arzeni, Pérez e Pilosof (2012) avaliaram a funcionalidade das
proteinas de clara de ovo depois de serem submetidas ao ultrassom de
alta intensidade. Os resultados obtidos apontaram uma forte reducédo do
overrun da espuma tradada com ultrassom, bem como, uma maior
drenagem durante todo o tempo de medicdo em comparagdo a espuma
ndo tratada, o que leva a crer que a sonicagdo causou alteracbes nas
proteinas afetando negativamente a formacdo e estabilidade das
espumas. Os resultados sugerem ainda que a redugdo da viscosidade
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aparente pode ter sido o fator determinante para esses efeitos
prejudiciais, uma vez que a capacidade espumante e a estabilidade
reduziram com a reducdo da viscosidade.

Raikos, Campbell e Euston, (2007) avaliaram os efeitos da
sacarose e do cloreto de sddio nas propriedades espumantes da clara de
ovo tratadas termicamente e concluiram que tiveram um impacto
significativo nessa funcionalidade. O aumento da concentracdo de sal e
do batimento melhorou a adsor¢do da proteina na interface ar-agua e a
presenca do agUcar atrasou a formacdo de espuma, porém contribuiu
para a estabilidade do sistema aerado.
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3 MATERIAL E METODOS
31 AMOSTRAS

Para esse estudo foram utilizadas as claras: Fresca (clara obtida
apos abertura do ovo e separagdo da gema), clara pasteurizada liquida
refrigerada e clara pasteurizada desidratada. As claras frescas foram
adquiridas do comércio local, a partir de ovos classificados como Tipo
Grande e Vermelho. A clara pasteurizada da marca Fleischeggs, contida
em embalagens de 1 litro, foi adquirida no comércio local. A clara
desidratada tipo standart (sem remog¢do ou adi¢do de componentes) foi
gentilmente doada pela empresa Sohovos em embalagens de 1 Kg.

Neste estudo, serd utilizada a designacdo de ovos e de clara de
ovos para referir-se a ovos de galinha, conforme preconizado pela
legislacdo brasileira: “Pela simples designagdo "ovos" entendem-se 0
ovo de galinha em casca, sendo 0s demais acompanhados de indicagéo
da espécie de que procedam” (BRASIL, 1990).

3.2 PREPARO DAS AMOSTRAS
3.2.1 Clara Fresca

Foram preparadas ao longo dos ensaios trés mixes de ovos,
totalizando cerca de 205 ovos. Os ovos foram submetidos ao processo
de higienizacéo, onde foram lavados com auxilio de detergente neutro,
enxaguados com agua corrente e deixados submersos por 15 minutos,
em solugdo de hipoclorito de sédio (200 ppm). As claras foram
separadas das gemas e transferidas para um copo béquer onde ficaram
sob agitacdo por 1lh em agitador magnético Dist (modelo DI-03).
Posteriormente as claras foram filtradas com auxilio de peneira
domeéstica e mantidas sob agitagdo por mais 2 h. Depois de
homogeneizadas o pH foi medido e as claras foram fracionadas em
volumes de 150 mL, sendo depositadas em sacos de polietileno com
fecho hermético. Os sacos contendo as claras foram mantidos em
temperatura de refrigeracdo por no maximo 48 h. A ilustracdo do
preparo pode ser observado na Figura 18.
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Figura 18 - Preparo das amostras de clara fresca

Fonte: Préprio autor (2017)

1- Selegéo dos ovos; 2 - lavagem com detergente; 3 - enxague em agua corrente; 4 -
desinfeccdo com hipoclorito; 5 - separacdo da clara e gema; 6 - peneiramento; 7-
homogeneizacéo; 8 - fracionamento.

3.2.2 Clara pasteurizada liquida refrigerada

As claras pasteurizadas liquidas refrigerada foram mantidas em
embalagem original e mantidas em temperatura de refrigeracéo,
respeitando o prazo de validade. Ao longo do trabalho ela serd
designada de clara pasteurizada.

3.2.3 Clara desidratada (reconstituida)

As claras desidratadas foram mantidas na embalagem original em
refrigeracdo, respeitando o prazo de validade.

A amostra foi reconstituida conforme metodologia descrita por
Phillips, Haque e Kinsella (1987), com modificagGes. Foi preparada
uma solugdo 10 % proteina (w/w), onde a clara foi pesada em um copo
béquer de 200 mL. Em seguida foi adicionada uma pequena quantidade
de &gua destilada e, com auxilio de um bastéo de vidro, agitou-se até a
obtencdo de uma massa homogénea e viscosa. Apds a massa formada e
homogeneizada, aos poucos, foi adicionado cerca de 100 mL de &gua,
sempre mexendo a suspensdo com 0 bastdo de vidro. O béquer foi
colocado sobre um agitador magnético da marca lka (modelo RO5) e a
suspensdo permaneceu em constante agitacdo por 15 minutos. Em
seguida, a suspensédo foi transferida para uma proveta de 250 mL e o
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volume foi completado para 150 mL e permaneceu sob agitacdo por
mais 30 minutos e, posteriormente, foi verificado o pH. A reconstituicio
da clara desidratada pode ser observada na Figura 19.

Figura 19 - Reconstitui¢do da clara desidratada

Fonte: proprio autor (2017)

1 — Clara desidratada; 2 — Adicdo de fragdo de agua destilada; 3 — Homogeneizagdo
até formacdo de massa viscosa; 4 — Agitacdo; 5 e 6 — ajuste para o volume de 150
mL; 7 — Agitagdo final.

3.3 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DAS CLARAS

As claras fresca, pasteurizada e desidratada reconstituida foram
caracterizadas quanto ao pH, umidade, proteinas, agucares redutores,
cor, autofluorescéncia, viscosidade, tensdo superficial e comportamento
térmico.

3.3.1 Medida do pH

O pH foi medido logo ap6s o preparo das amostras de clara
fresca, pasteurizada e desidratada reconstituida, seguindo a metodologia
descrita por 1AL (2008) (método 01/IV). Todas as medidas foram
conduzidas com as amostras na temperatura de 25 £ 2 °C. A
determinacdo foi feita com auxilio de potenciébmetro PHTEK (modelo
PHS-3B) previamente calibrado com tampéo de acido bérico (pH 10,0 =
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0,05) e tampéo fosfato (pH 7,0 = 0,05) ambos da Lefan Quimica Fina
LTDA.

3.3.2 Teor de umidade

A determinacdo de umidade foi feita por gravimetria, conforme a
metodologia AOAC (1996), (método 926.12). As amostras, em
triplicata, foram levadas para a estufa a vacuo 12 | Marconi (modelo
MA030/12) a 70 °C por 6 h. O teor de umidade foi expresso em g.100g™
(grama de agua por cem gramas de clara) em base Umida (b.u.) e em
base seca (b.s.)

3.3.3 Determinac¢do da fracdo proteica

O teor de nitrogénio total foi determinado aplicando-se 0 método
Kjeldahl modificado, seguindo a metodologia descrita pela AOAC
(1996), (método 991.20), aplicando-se o fator de correcdo de nitrogénio
em proteinas de 6,25. Todas as amostras foram analisadas em triplicata e
teor de proteina foi expresso em g.100g™ (grama de proteina por cem
gramas de clara) em b.u. e em b.s.

3.3.4 Determinacdo do teor de aclcares redutores pelo
método do acido dinitro 3,5-salicilico (ADNS)

A andlise do agucar redutor foi conduzida pelo método do &cido
dinitro 3,5-salicilico descrito por Miller (1959). Para construcdo da
curva padrdo foram utilizadas concentragdes de 25, 125, 250, 375 e 500
ng.mL™ de D (+) glucose anidra P.A. Vetec

A clara desidratada foi reconstituida conforme descrito no item
3.2.3 e para a leitura de absorbancia, uma aliquota de 2 mL de cada
clara, previamente diluida foi transferida para tubos de ensaio e
adicionado 1 mL de ADNS. Posteriormente, os tubos foram mantidos
em banho-maria em ebulicdo por 5 minutos e, pés resfriar, transferidos
para cubeta onde foram lidos em espectrofotometro Hitachi (modelo U-
1800) no comprimento de onda de 540 nm. Toda as medidas foram
realizadas em triplicata.
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3.3.5 Analise colorimétrica (cor)

Para a determinagdo da cor, 100 mL de amostra de cada clara
(fresca, pasteurizada e desidratada reconstituida) foram transferidas para
um copo béquer de 250 mL separadamente onde permaneceram em
agitacdo por 1 h com auxilio de agitador magnético Ika (modelo RO5).
Apo6s homogeneizacdo, uma aliquota de 12 mL foi transferida para
cubeta de vidro e foi realizada a determinacdo da cor utilizando
colorimetro Konica Minolta Chroma Meter (modelo CR-400) (Osaka,
Japdo), ajustado para operar com iluminante D65 e angulo de
observacdo de 10°, previamente calibrado. A cor de cada amostra foi
determinada em triplicata e para cada medida foram feitas quatro
leituras (doze leituras por amostra).

A escala de cor CIELab foi utilizada para calcular os pardmetros
L*, a* e b*. Onde o pardmetro L* apresenta variacdo entre 0 a 100,
indicando a variagdo de cor de preto para branco; o eixo a* mostra a
variagdo de vermelho (+a*) para verde (-a*), enquanto que o eixo b *
mostra a variacdo de amarelo (+b*) para azul (-b*). A partir dos valores
de L*, a* e b* foram determinados o indice de escurecimento (IE)
conforme Palou et al. (1999), descrito na Equagéo 1 e a diferenca total
de cor (AE") conforme Okpala, Piggott e Schaschke (2010), descrita na
Equacéo 2.

100 (x—0,31) . a+1,75L
I[E = —————=  Sendo. X = (1)
0,172 5,645L+(a—3,012b)

AE = ./(AL)? + (Aa)? + (Ab)? @)

3.3.6 Autofluorescéncia

Para avaliar a autofluorescéncia da clara foi utilizada a clara
desidratada reconstituida que, para obter uma melhor visualizag&o, foi
analisada em forma de espuma. Cerca de 30 mL de clara desidratada
reconstituida foram transferidos para copo béquer e batida com auxilio
de um batedor de arame adaptado ao mixer Philips Walita (modelo
Linha Vida) por um tempo de 3 minutos. Em seguida foi transferida
uma pequena quantidade de espuma para lamina e levada para o
microscopio. A autoflorescéncia foi avaliada em microscopio Olympus
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BX 41 com sistema de epifluorescéncia. Durante a medida foram usados
os filtros azul, verde e vermelho, cujos comprimentos de onde de
excitacdo e emissdo sdo apresentados na Tabela 3. A captura das
imagens foi feita em camera digital colorida com 3.3 mpixel e com
programa de captura de imagens Q-capture Pro 5.1, ambos da Q-
imaging.

Tabela 3 - Comprimento de onda de excitagdo e emissdo dos filtros para
imagem de fluorescéncia das espumas da clara

Filtro Excitacdo (nm) Emissdo (nm)
Azul (U-MWU2) 3302385 420
Verde (U-MWB?2) 460 a 490 520
Vermelho (U-MGW2) 510 a 550 590

Fonte: Lameb (2017).
3.3.7 Viscosidade aparente (n,)

Para a determinacdo da viscosidade, cerca de 20 mL das amostras
de clara fresca, pasteurizada e desidratada reconstituida foram
transferidos para frasco ambar e mantidas em agitacdo com auxilio de
agitador magnético lka (modelo RO5) por 24 h, em temperatura de
refrigeracdo. O volume de 1,5 mL de cada amostra foi transferido para
Eppendorf de 2 mL e centrifugado por 25 minutos em centrifuga
MiniStar. Uma aliquota de 0,5 mL, retirada do centro do eppendorf, foi
usada para a analise em reémetro Brookfield (modelo DV-II), ligado ao
banho termostatico Quimis (modelo MQBTC 99-20). A analise seguiu a
metodologia descrita por Arzeni, Pérez e Pilosof (2012), com
modifica¢Bes. As condicbes usadas foram: temperatura a 25 °C; taxa de
cisalhamento de 90 a 450 s™; cone CP-40 com angulo de 0,8° e GAP
entre o cone e a placa de 0,013 mm. Todas as medidas foram realizas em
triplicata. Os parametros foram ajustados pelo modelo matematico
Ostwald-deWaelle (Lei da Poténcia) conforme Equacdo 3 e a
viscosidade aparente (n,) foi determinada através do modelo
Newtoniano conforme Equacdo 4. O critério estatistico aplicado para
discriminar a qualidade do ajuste dos modelos aos dados experimentais
foi R? (coeficiente de determinacéo).

=Ky" ©)
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Sendo:

T = Tensdo de cisalhamento (Pa);

K = Indice de consisténcia do fluido (Pa.s");

y = Taxa de deformacéo (s™);

n = Indice de comportamento do fluido (admensional)

T=NaY (4)

Sendo:

T = Tensao de cisalhamento (Pa)

y- = Taxa de deformacdo (s™)

na = Viscosidade aparente do fluido (Pa.s)

3.3.8 Determinac¢do da tensado superficial

A medida de tenséo superficial foi realizada pelo método do Anel
Du Noily, que permite determinar a forca (mN.m™) requerida para
retirar um anel metalico de area conhecida da superficie do liquido.

Para a determinacéo da tensdo superficial (Figura 20) cerca de 20
mL das amostras de clara fresca, pasteurizada e desidratada
reconstituida foram transferidos para frasco de vidro e acoplados no
tensiometro de anel Du Nouy marca Kriiss (Alemanha), previamente
calibrado com 4&gua, acoplado em um sistema termostatizado com
temperatura constante de 25 °C. Todas as medidas foram realizadas em
triplicata.

Figura 20 - Tens&o superficial pelo método do anel Du Noly

Fonte: Préprio autor (2017).
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3.3.9 Anéalise termogravimétrica (TGA)

Devido a grande quantidade de massa de agua nas claras fresca e
pasteurizada, anteriormente as medidas de TGA, foi necessario realizar
uma etapa de liofilizacdo. Cerca de 50 mL de clara fresca e de clara
pasteurizada foram transferidos para baldo de 250 mL e foram
rapidamente congeladas com nitrogénio liquido. Posteriormente, foram
liofilizados em Freeze Dryer Edwards (modelo Micro Modulyo 1,5 L)
(Inglaterra). Apos a liofilizacdo, as amostras foram transferidas para
sacos de polietileno, fechadas hermeticamente e mantidas em
temperatura de refrigeracéo ate a realizagdo das anlises.

Apos a etapa de liofilizacdo, as claras fresca e pasteurizada,
juntamente com a clara desidratada foram mantidas em dessecador com
silica gel por 20 dias em temperatura ambiente. Posteriormente, foram
encaminhadas para anélise em TGA onde 6 + 2 mg de amostra foram
transferidas para panela de aluminio e adaptada a termobalanga do TGA
Shimadzu (Japdo). As condigBes de andlise foram: taxa de aquecimento
de 10 °C.min™ em um intervalo de temperatura de 20 a 800 °C e
atmosfera dindmica de nitrogénio com vazdo de 70 mL.min™. Todas as
medidas foram realizadas em duplicata.

3.3.10 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Cerca de 20 mL das amostras de clara fresca, pasteurizada e
desidratada reconstituida foram transferidas para um copo béquer de 50
mL e mantidas sob agitacdo por 1 h com auxilio de agitador magnético
lka (modelo RO5). A analise seguiu as metodologias descritas por
Arzeni, Pérez e Pilosof (2012) e Van Der Plancken, Van Loey e
Hendrickx (2006), com modificacBes. Aliquotas de 12 + 2 mg foram
transferidas para capsula de aluminio, pesadas em balanca analitica
Bioprecisa (modelo FA2104N), fechadas e analisadas em calorimetro
Shimadzu DSC-50 (Japdo). As condicdes de analise foram: taxa de
aguecimento de 2 °C.min™ num intervalo de temperatura de 0 a 100 °C
e atmosfera dinamica de nitrogénio com vazdo de 50 mL.min™. Todas as
medidas foram feitas em duplicata. A entalpia de desnaturagdo (AHg) foi
calculada a partir do pico da area do termograma entre as temperaturas
de 4598 °C.
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3.4 CARACTERIZAGAO DAS ESPUMAS

As espumas obtidas a partir das claras fresca, pasteurizada e
desidratada reconstituida foram caracterizadas quanto a capacidade
espumante através dos ensaios de overrun (%), fracdo da fase gasosa e
densidade; quanto a estabilidade através de ensaios de drenado (% DR),
pelo tempo de meia vida e por analise morfoldgica com auxilio de
microscopia 6ptica de fluorescéncia.

3.4.1 Capacidade espumante
3.4.1.1 Overrun

A medida de overrun (%) foi baseada na metodologia descrita por
Phillips, Haque e Kinsella (1987), com modifica¢des. Para essa medida
140 mL de clara foram transferidas para um copo béquer de 250 mL e a
temperatura foi ajustada para 25 °C. Em seguida, o volume foi pesado
em balanca analitica Mettler Toledo (modelo AE100) e transferido para
planetaria Arno 4 L (modelo Deluxe) onde foi batido por trés minutos
em velocidade 7. Posteriormente, uma parcela da espuma foi transferida
para um recipiente com volume calibrado de 140 mL, foram aplicados
duas leves batidas na base do recipiente, a superficie da espuma foi
nivelada com auxilio de uma espatula e o recipiente foi pesado. A
espuma retornou para a batedeira onde foi batida repetindo esse
procedimento em intervalos de trés minutos até trés medidas ap0s as
espumas atingiram seu overrun maximo. Para cada medida tomou-se o
cuidado para ndo haver formacdo de bolhas de ar no recipiente e o
tempo de medida entre transferir a espuma para o recipiente e retorna-la
para a planetéria foi de no maximo trés minutos. Todas as medidas
foram realizadas em triplicata e os valores de overrun foram
determinados conforme Equacdo 5. A partir destes resultados foram
construidas as curvas de overrun (%) em funcdo do tempo de batecéo.

Para observar o efeito da capacidade espumante das claras
analisadas em relacdo ao aumento do volume da espuma, a andlise de
overrun foi registrada por imagem com auxilio de camera digital Nikon
(modelo Coolplix L320)

wt.140 mL de clara — wt.140 mL de espuma

% overrun (t) = x 100 (5)

wt.140 mL de espuma
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Sendo:

% Overrun (t) = Percentagem de overrun no tempo
Wt. = Massa (g) num volume de 140 mL

3.4.1.2 Fracdo da fase gasosa

Através dos ensaios de overrun podem-se obter os valores da
fraco da fase gasosa (¢) das espumas, que corresponde & medida de
guanto de ar estd presente na espuma dentro de um volume fixo. A
fracdo da fase gasosa segue a tendéncia da capacidade espumante, ou
seja, quanto maior for o overrun, maior sera a fracéo da fase gasosa.

A fracdo da fase gasosa (¢) das espumas de clara fresca,
pasteurizada e desidratada reconstituida foram determinadas conforme
descrito por Davis e Foegeding (2007) (Equagdo 6), sendo determinadas
a partir dos valores de overrun, conforme descrito no item 3.4.1.1.

% overrun

(¢) = (6)

% overrun (+100)

Sendo:
¢ = Fracgdo da fase gasosa (%)
% overrun = Capacidade espumante (%)

3.4.1.3 Densidade

A densidade das espumas foi calculada usando-se como base as
massas das claras e das respectivas espumas obtidas durante as analises
de overrun (item 3.4.1.1), sendo determinada conforme Equacéo 7.

p = )

m
v
Sendo:

p = Densidade (g.cm™)

m = Massa (g)

v = Volume (mL)
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3.4.2 Estabilidade das espumas
3.4.2.1 Percentagem de drenado

A estabilidade da espuma pode ser determinada medindo a taxa
de drenagem liquida ou a taxa de diminui¢do no volume de espuma com
0 tempo (RAIKOS; CAMPBELL; EUSTON, 2007). Para esse estudo,
preferiu-se medir a estabilidade das espumas de clara F, P e S, pela
massa (g) da drenagem liquida da espuma, convertida em % de drenado
(% DR).

As medidas de percentagem de drenado (% DR) das espumas das
claras fresca, pasteurizada e desidratada reconstituida foram realizadas
conforme metodologia descrita por Phillips, Haque e Kinsella (1987)
com modificagcBes. Uma massa de 145 g de clara foi transferida para a
planetaria onde foi batida durante o tempo necessario para atingir o
overrun maximo de cada clara, definido previamente nos ensaios do
item 3.4.1.1. Em seguida, a espuma foi cuidadosamente transferida para
um recipiente com volume de 2 L contendo um orificio de 4 mm de
didmetro. O recipiente foi fechado e suspenso de modo que uma proveta
de 100 mL recebesse o drenado. Em intervalos de 10 minutos, durante
um periodo de 2 h, a proveta contendo o drenado foi pesada em balanca
analitica Mettler Toledo (modelo AE100) e a razdo de drenagem (%
DR) em funcéo do tempo foi determinada conforme Equacdo 8. Todas
as medidas foram realizadas em triplicata. O processo de drenagem pode
ser observado na Figura 21.

Figura 21 - Sequéncia esquematica da drenagem da espuma durante um periodo
de repouso
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! Espuma Drenagem 2h 2

Fonte: Préprio autor, (2017).
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Durante a analise de % DR o volume do drenado, bem como, a
espuma recém-formada e a espuma apdés o fim da drenagem (120
minutos) foram registrados com auxilio de camera digital Nikon
(modelo Coolplix L320).

% DR = "2 x100 @®)
Sendo:
% DR = Razdo de drenagem
Ms = Massa (g) da solucéo proteica inicial (clara)
Md (t)= Massa (g) do drenado no tempo
3.4.2.2 Tempo de meia vida

O tempo de meia vida foi definido como o tempo necessario para
gue metade do fluido inicial fosse drenado das espumas das claras
fresca, pasteurizada e desidratada reconstituida, conforme descrito por
Yang, Berry e Foegeding (2009). As espumas foram preparadas
conforme descrito no item 3.4.2.1, onde o tempo foi acompanhado
através do drenado da espuma sendo recebido por uma proveta de 100
mL.

3.4.3 Analise microestrutural por microscopia 6ptica de
fluorescéncia

Neste estudo, as imagens das espumas de claras fresca,
pasteurizada e desidratada reconstituida, foram dinamicamente
observadas utilizando microscopia Optica de fluorescéncia, sendo
também analisadas quantitativamente. Desta forma, objetivou-se
estabelecer relagbes entre as caracteristicas morfoldgicas das espumas e
as propriedades fisico-quimicas das claras.

3.4.3.1 Microscopia éptica de fluorescéncia dos ensaios de overrun

Para avaliar a morfologia e o comportamento das espumas
durante os ensaios de overrun, 140 mL de clara fresca, pasteurizada ou
desidratada reconstituida foram transferidos para o recipiente da
planetaria, foi adicionado Eritrosina e submetidas ao batimento
conforme descrito no item 3.4.1.1. Pequenas porgdes de espumas apos
trés minutos de batimento, no tempo de batimento do overrun maximo e
no final de batimento, para as respectivas claras, foram analisadas em
microscopio Olympus BX 41 com sistema de epifluorescéncia. Para a
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analise, foi usado o filtro verde cujos comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo sdo apresentados na Tabela 3, descrita no item
3.3.6. A captura das imagens foi feita em camera digital colorida com
3.3 mpixel e em programa de captura de imagens Q-capture Pro 5.1,
ambos da Q-imaging. Todas as os ensaios foram feitos em duplicata.

Para determinar a distribuicdo de bolhas, foram selecionadas seis
imagens para cada tempo de batimento estabelecido e valores foram
apresentados como média e desvios padréo.

Para determinar a espessura do filme, foram escolhidas quatro
imagens para cada tempo de medida e os valores foram apresentados
como média e desvios padrao.

3.4.3.2 Microscopia o6ptica de fluorescéncia dos ensaios de
estabilidade: avaliacao das mudangas estruturais dindmicas

Para esse ensaio, 145 g de clara fresca, pasteurizada ou
desidratada reconstituida foram transferidos para planetéaria e adicionado
Eritrosina. Em seguida, as claras foram batidas no tempo de overrun
maximo definido nos ensaios de overrun para cada clara (item 3.4.1.1).
Em seguida uma porgdo de espuma foi transferida para uma placa e
acoplada ao microscopio invertido Olympus 1X83. As medidas foram
realizadas com filtro verde, durante o periodo de 120 minutos. As
imagens foram obtidas com a objetiva de 4x e capturadas com camera
digital colorida com 17 mpixel da Olympus DP73 e o programa de
captura de imagens CellSens Dimension 1.12.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas dos valores médios das medidas, quando
cabiveis, foram efetuadas pelo teste de Tukey, com diferenca
significativa de 5 % entre os valores a(gés a andlise de variancia
(ANOVA), utilizando o software Statistica ~ versdo Ultimate Academic.


http://www.infoescola.com/estatistica/variancia-e-desvio-padrao/
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
41 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DAS CLARAS
4.1.1 Umidade, pH, proteina e aclcares redutores
Os resultados em termos de umidade, teor proteico e pH das
amostras de claras frescas (F), pasteurizada (P) e desidratada

reconstituida (S) sédo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Teores de umidade, proteina e pH para claras fresca (F), pasteurizada
(P) e desidratada reconstituida (S).

Amostras de clara (X + S) (g.100g ™)

F P S
Umidade (b.u.) 879+0.1 87,4+0,2 6,7+0,1
Proteina (b.u.) 10,0+0,1 11,1£0,2 779+0,7
Proteina (b.s.) 83,2+0,5 88,0+1,2 83,4+0,8
pH (25°C) 9,4 9,1 9,5

Aclcares redutores (%)  0,55+0,01% 0,32+0,00° 0,20 +0,03°

X + S — média e desvio padrio

As claras F apresentaram teores de 88 % de umidade e 10 % de
proteina em base Umida (b.u) (Tabela 4). A composicao fisico-quimica
da clara é bem documentada e os estudos relatam teores entre 86 e 88 %
para umidade e entre 9,7 e 11 % para proteinas (POWRIE; NAKAI,
1986; WALSH, 2014; MINE, 2015). Os resultados encontrados neste
estudo estdo de acordo com os reportados para clara fresca por Aquino
et al. (2014) que relatam valores de 88 % de umidade e 11 % (b.u) de
proteina e com os valores descritos pela United States Department of
Agriculture, USDA (2016), que apontam valores de 87,6 % de umidade
e de 10,9 % (b.u) para proteina.

As claras P obtiveram resultados similares aos encontrados para
as claras F, com teores de 87 % de umidade e de 11 % (b.u.) para
proteinas. Este comportamento era esperado, uma vez que a amostra
pasteurizada ndo é submetida a nenhum processo que modifique sua
umidade e seu teor de nitrogénio que constitui a base do método de


https://en.wikipedia.org/wiki/United_States_Department_of_Agriculture
https://en.wikipedia.org/wiki/United_States_Department_of_Agriculture
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determinacéo de proteinas. Entretanto, a clara desidratada S, devido ao
processo de secagem, apresentou valores de umidade de 6,7 % e de
proteina de 83 % (b.s). Esses resultados estdo de acordo com o
reportado por Belitz, Grosch e Schieber (2009) uma vez que afirmam
que claras desidratadas possuem umidade maxima de 8 % e de proteina
minima de 80 % (b.s), enquanto que para claras pasteurizadas sdo 10,5
% de umidade e 88 % (b.s) de proteina. Esses resultados também estéo
de acordo com o reportado pela USDA (2016) que indicam valores de
umidade de 88 % e 6 % e proteina de 10 % e 81 % para clara
pasteurizada e clara desidratada, respectivamente. Em trabalho recente
com clara desidratada, Gomes e Pelegrine (2012) reportam teores de
umidade e proteina de 6 % e 75 %, respectivamente corroborando com
o0s resultados encontrados neste trabalho. Por outro lado, os estudos
conduzidos com clara em p6 por Arzeni, Pérez e Pilosof (2012) e Davis
e Foegeding (2007), reportam teores proteicos (b.s) de 89 % e 83 %,
respectivamente, indicando que a origem e as condicdes de processo as
quais as claras sdo submetidas podem ocasionar variagfes nos teores das
proteinas que compdem esse ovoproduto.

Quando os resultados das proteinas sdo avaliados em base seca é
possivel observar que as amostras de claras F, P e S apresentaram
concentracBes de proteinas similares, variando entre 83 % e 88 %.

Os valores de pH foram similares entre as claras estudadas,
variando entre 9,1 e 9,5. Isso pode indicar que os processos de
pasteurizacdo e secagem, aos quais essas claras foram submetidas, ndo
causaram modificacdo nesse parametro. O pH é um parametro
importante como indicador da qualidade dos ovos, interferindo
inclusive, nas propriedades funcionais das claras. As claras apresentam
pH em torno de 7,6 a 7,9 enquanto frescas e, devido as condicdes de
armazenagem (temperatura, UR%) e o tempo de comercializacdo ap6s a
postura, o pH se eleva para valores proximos a 9,7 (BELITZ; GROSCH,
SCHIEBER, 2009; PISSINATI et al., 2014), porém o pH na clara pode
ser observado facilmente em uma faixa de 8,4 a 9,2 (STRIXNER, 2011).
Em claras pasteurizadas liquidas o pH ndo difere da clara fresca,
apresentado valor proximo a 9,1 (STRIXNER, 2011), estando de acordo
com o encontrado neste trabalho.

Gomes e Plegrine (2012) avaliaram o efeito do pH sobre a
solubilidade das proteinas de clara de ovo desidratadas e reportam que
as proteinas das claras em pH 9,0 apresentam menor solubilidade
guando comparadas a claras em pH 7,5. Estas alteracdes na solubilidade
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das proteinas pelas mudancas de pH altera as propriedades de formacéo
de espumas uma vez que interferem na formacdo de filmes interfaciais
(LOMAKINA; MIKOVA, 2006).

Durante o periodo de armazenagem os ovos sofrem mudancas
fisico-quimicas que aumentam o pH das claras, devido principalmente a
perda de diéxido de carbono (CO,) e dgua para a atmosfera. Essa perda
de &gua promove mudangas na viscosidade da clara por liquefagdo, o
que favorece a migracdo da agua da clara para a gema em funcdo da
pressdo osmética, provocando a redugdo da altura e diminuicdo do
percentual da clara no ovo (FIGUEIREDO et al., 2011; FREITAS et al.,
2011; SIEBEL et al., 2005).

Os valores de agUcares redutores obtidos para as claras F, P e S
foram de 0,55, 0,32 e 0,20 %, respectivamente (Tabela 4), ambos
apresentando diferenca estatistica significativa entre si (p< 0,05).

E possivel observar que conforme as claras foram submetidas aos
tratamentos, os valores de acUcares redutores foram menores, quando
comparados a clara F, em especial para clara S, que apresentou menor
concentracdo de aclcares e a maior soma de processamentos
(pasteurizacao e desidratacéo).

A clara possui cerca de 1 % de carboidratos, sendo de 0,4 - 0,5 %
ligados a proteinas e o restante presente na forma livre, cujo 98 %
compostos por glicose considerada como uns dos monossacarideos mais
reativos a Maillard (BELITZ; GROSCH; SCHIEBER, 2009). Os
acucares redutores sdo substratos para a reacdo de Maillard, que é
favorecida em pH alcalino e se torna mais reativa com 0 aumento da
temperatura (DAMODARAN, 2010).

Além da presencga de agucares redutores, a reacdo de Maillard é
favorecida em pH entre 6 e 8, ocorrendo preferencialmente em pH
alcalino (SHIBAO; BASTOS, 2011). Silva et al. (2015) observaram que
em pH 9,0 ocorre uma maior velocidade de reacdo de Maillard em
acucares como glicose, uma vez que em pH alcalino o grupo amina
(livres, de peptideos e de proteinas), esta desprotonado. A
desprotonagdo é necessaria para que ocorra 0 ataque nucleofilico ao
grupo carbonila, o que a torna mais reativa. Handa e Kuroda (1999)
apontam que o aquecimento induz a reacdo de Maillard e a formacéo de
complexos proteina-glicose em clara de ovos com a presenga de
carboidrato, sendo a reacdo favorecida em pH alcalino. Desta forma,
uma vez que as claras P e S apresentam cerca de 1 % de carboidratos,
possuem pH acima de 9,0 e sofrem processamento térmico, a reacdo de
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Maillard € favorecida, tendo como consequéncia a reducdo dos agulcares
redutores e a ocorréncia do escurecimento desses produtos.

Os menores valores de agucar redutor observados para a clara S
podem ser devido a soma dos processos térmicos onde, apds a
pasteurizacdo e durante a secagem, pode ocorrer a intensificacdo da
reacdo de Maillard uma vez que o aumento da temperatura aumenta a
sua reatividade, diminuindo, desta forma, a concentragdo desses
acucares nessa clara (SILVA et al. 2015).

4,1.2 CordasclarasF,PeS

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores médios dos parametros
de cor para as amostras F, P e S.

Tabela 5 - Anélise colorimétrica das claras fresca (F), pasteurizada (P) e
desidratada reconstituida (S).

Amostras de clara (X + S)

Parametros F P S
L 53,69+0,16°% 42,24 +0,10° 38,95+0,97°¢
a -3,03+0,03° -0,44 +0,02° -0,78 £0,06 ©
b* 16,72 +0,28 15,10 +0,11° 19,81+1,15°¢
AE* - 11,81 +0,25° 15,22 + 0,62
IE 31,49 +0,72°  41,66+0,32° 65,48 +3,23°¢

Valores seguidos da mesma letra na mesma linha, ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

L* (luminosidade); a* (croma verde-vermelho); b* (croma azul-amarelo) AE*
(diferenca total de cor); IE (indice de escurecimento).

Os parametros L'a’b” (Tabela 5) se mostraram estatisticamente
diferentes para todas as claras (p < 0,05). Os parametros de a e b
indicam que todas as claras possuem cor tendendo ao amarelo-
esverdeado, sendo a clara F significativamente mais intensa com relagéo
cor verde e a clara S mais intensa com relagdo a cor amarela (p<0,05).
As claras normalmente apresentam-se transllcidas, contudo, uma
coloragcdo amarelada ou esverdeada pode ser indicativo de maiores
guantidades de riboflavina (vitamina B,), uma vez que a clara € uma
fonte natural dessa vitamina (ARAUJO et al. 2015). A riboflavina é uma
vitamina hidrossoltvel, cujo nome ¢ atribuido a cor amarela do grupo
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flavinico e a presenca de ribose em sua estrutura e tem sido atribuido a
cor amarelo-esverdeado em produtos lacteos derivados do soro de leite
(VANNUCCHIO; HELIO; CUNHA, 2009).

Os valores do parametro L” (Tabela 5) foram significativamente
maiores para a clara F seguida pela clara P, sendo menor para a clara S.
Isso indica que as claras F s@o mais luminosas, ou seja, possuem uma
tonalidade de cor mais clara do que as demais amostras, 0 que pode estar
associado ao efeito do processamento térmico sobre a cor das claras P e
S devido a reacdo de Maillard. Esses resultados corroboram com o0s
resultados do indice de escurecimento (IE) que revelaram um
escurecimento das claras a medida que as mesmas foram processadas. A
clara S mostrou ser mais escura (maiores valores de L” e IE”) seguida
pela clara P. Além disso, na avaliagdo da diferenca total de cor (AE),
observou-se que as claras P e S apresentaram cor diferente em relagdo a
clara F, sendo a clara S a que apresentou maior diferenca. Estes
resultados, no que se refere aos parametros L*, IE e AE’, da clara F em
relagdo as claras P e S podem estar relacionados & reacdo de Maillard,
favorecida pelos tratamentos térmicos aos quais as claras P e S foram
submetidas, corroborando com os resultados de aglcares redutores
discutidos a partir da Tabela 4.

A pasteurizagdo em claras, mesmo sendo realizada em
temperaturas amenas, pode desencadear a reagdo de Maillard, causando
escurecimento nestes produtos, além de interferir na solubilidade e nas
propriedades funcionais, bem como na estabilidade de espumas feitas a
partir dessas claras (ARAUJO et al., 2015; KATO et al., 1988).

O escurecimento também pode estar relacionado a reacdo de
Maillard para a clara S, o qual pode ter sido favorecido pelos
processamentos (pasteurizacdo e desidratacdo) e durante a estocagem,
uma vez que a temperatura e a atividade de agua entre 0,4 e 0,7
favorecem essa reacdo (RANNOU et al., 2013; SHIBAO; BASTOS,
2011). Além disso, alguns trabalnos com ovalbumina-glucose
liofilizadas demonstraram aumento da coloragdo marrom ou
escurecimento durante o periodo de estocagem, sendo associados a
formacdo de complexos ovalbumina-glucose na fase inicial da reacdo de
Maillard (KATO; WATANABE; SATO, 1981; KATO et al., 1988).

O escurecimento pode ser mais intenso em claras desidratadas do
que em claras que foram apenas pasteurizadas, uma vez que a
temperatura empregada no processamento da primeira é maior, mesmo
gue por um curto periodo (BOBBIO; BOBBIO 1995). Essa
intensificagdo da cor pode ocorrer na secagem, uma vez que Maillard é
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dependente da temperatura e desta forma, quando a temperatura
aumenta, ha um acréscimo da reatividade aumentando, desta forma, o
escurecimento (SILVA et al., 2015).

Uma vez que a mudanca de cor das claras pode ocorrer durante a
secagem e o0 periodo de estocagem (RANNOU et al., 2013), muitas
indUstrias processadoras de clara desidratada, buscando evitar essas
alteragdes fisico-quimicas, realizam a etapa de remocao dos carboidratos
antes da secagem. Esse procedimento geralmente € realizado apo6s a
pasteurizagdo por processo fermentativo uma vez que, em geral, a
secagem € realizada por meio spray dryer (BELITZ; GROSCH;
SHIEBER, 2009; LECHEVALIER; NAU; JEANTET, 2013). Vale
ressaltar que as amostras de clara desidratada utilizadas para os estudos
nesse trabalho sdo do tipo Standart, ou seja, ndo foram submetidas a
etapa de remocdo dos seus acUcares. Desta forma, foi possivel
correlacionar os resultados das analises de agUcares redutores e de cor
com o processamento térmico ao qual foram submentidas.

4.1.3 Autofluorescéncia

Andlises prévias da clara do ovo com auxilio de microscopia
oOptica de fluorescéncia evidenciaram a autofluorescéncia de compostos
presentes nessa solucdo proteica. Sendo assim, sdo apresentadas na
Figura 22 as imagens de microscopia optica de fluorescéncia das
espumas de clara S com ampliacdo de 100 vezes, utilizando os filtros
azul, verde e vermelho, cujos comprimentos de ondas de excitacdo e de
emissao estdo disponiveis na Tabela 3 do item 3.3.6.

A imagem ilustrativa na Figura 22 evidencia o fenbmeno de
fluorescéncia na clara quando as espumas foram submetidas aos filtros
azul (A) e verde (B), cujos comprimentos de onda de emissdo séo 420 e
520 nm, respectivamente. Contudo, a fluorescéncia ndo foi observada
guando as espumas da clara foram avaliadas com o filtro vermelho (C)
(emissdo a 590 nm), indicando que as moléculas presentes nédo
fluorescem nesse comprimento de onda.

Embora as imagens tenham sido obtidas da espuma com o
objetivo de uma melhor visualizacdo, a autofluorescéncia esta associada
a composicdo quimica da clara, conforme sera oportunamente discutido
neste trabalho.
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A clara apresenta em sua composicdo diversas vitaminas
hidrossoluveis, especialmente as do complexo B. Dentre elas, a
riboflavina ou vitamina B,, cuja concentracdo na clara é préxima a 300
119/100g (LOPEZ-FANDINO, 2007) e que pode ter sido responséavel por
conferir cor amarelo-esverdeado as claras, conforme discutido no item
4.13.

A riboflavina é uma molécula conhecida por apresentar elevada
fluorescéncia (COMBS JR, 2008; GREGORY, 2010). Além disso,
apresenta um espectro visivel de 420 a 560 nm, com um amplo pico de
emissdo de fluorescéncia na regido de 525 a 531 nm (BELITZ;
GROSCH; SCHIEBER, 2009; SADECKA; TOTHOVA, 2007). Esses
valores estdo dentro dos comprimentos de onda de emissdo aplicados
nesse trabalho. Desta forma, a presenca da riboflavina pode ser uma das
responsaveis por promover a fluorescéncia observada nas espumas da
clara de ovo.

Embora ndo tenha sido encontrados estudos que associem a
fluorescéncia em claras a riboflavina, este fenbmeno tem sido reportado
em leite e derivados. Karoui et al. (2007) estudando a caracterizacéo do
queijo macio por espectroscopia de fluorescéncia, relataram a presenca
de um pico de fluorescéncia em 522 nm, o qual associaram a presenca
de riboflavina e uma regido de fluorescéncia de 444 a 479 nm, referentes
ao lumicromo, um produto da decomposicao da riboflavina.

A fluorescéncia observada na clara também pode estar associada
a presenca de compostos resultantes da reacdo de Maillard, uma vez que
0s mesmos apresentam fluorescéncia, cuja regido de emissao se encontra
entre 305 e 450 nm, com emissdo maxima em 440 nm (KAROUI et al.,
2006; SADECKA; TOTHOVA, 2007).

Outros componentes como o triptofano e a vitamina A
apresentam fluorescéncia (KAROUI et al. 2006). Todavia, a vitamina A
por ser lipossollvel, se encontra na gema e o triptofano apresenta
emissdo a 290 nm, estando abaixo do aplicado nesse trabalho, portanto
possivelmente ndo estdo associados a fluorescéncia observada na clara.

4.1.4 Viscosidade aparente

Durante a producdo e transformacao de alguns produtos incluindo
bolos e molhos, a clara de ovo é submetida a processos tais como
bombeamento, pasteurizagdo, congelamento e secagem onde o
conhecimento das propriedades reoldgicas é fundamental no controle e
gualidade do processamento (ABBASNEZHAD; HAMDAMI;
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KHODAEI, 2015), sendo assim na Tabela 6 sdo apresentados os
pardmetros reoldgicos obtidos a partir dos ajustes dos modelos
matematicos Newtoniano e Ostwald-de-Waele aos dados experimentais
de medida de viscosidade a 25 °C das amostras de claraF, P e S.

Tabela 6 - Pardmetros reoldgicos a temperatura de 25 °C das claras fresca (F),
pasteurizada (P) e desidratada reconstituida (S) para os Modelos de Ostwald-of-
Waele e Newtoniano.

Modelo Ostwald-de-Waele Modelo Newtoniano

Amostras K n R?

* 2
(mPa.s")  (adimensional) na(mPas) R

F 8,9 0,857 0,999 3,67+0,15° 0,991
P 5,2 0,891 0,999 2,70+0,25° 0,995
S 6,0 0,900 0,998 2,65+0,03° 0,994

Valores seguidos de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey (p< 0,05).

“Viscosidade em funcéo da Taxa de cisalhamento em 450 s

K = Indice de consisténcia; n = indice do comportamento do fluxo; 1, = Viscosidade
aparente.

Observa-se que os valores de viscosidade aparente (n,) das claras
P e S foram de 2,70 mPas e 2,65 mPa.s respectivamente, nao
apresentando diferenca significativa entre si (p < 0,05). A clara F
apresentou valor de viscosidade de 3,67 mPa.s, sendo significativamente
maior do que os valores encontrados para as claras P e S. A maior
viscosidade observada na clara F, quando comparada com as claras que
foram pasteurizadas e desidratadas, pode estar associada a dois efeitos
de naturezas diferentes: o efeito dos tratamento térmico sobre as
estruturas proteicas em funcdo dos processos térmicos (pasteurizacdo e
secagem) e as modificacBes que ocorrem nas claras devido a estocagem
antes do consumo ou processamento (PISSINATI et al., 2014;
RANNOU et al., 2013).

E importante ressaltar que as condigdes de analise e preparo da
amostra podem influenciar na medida de viscosidade. Para esse estudo
as claras ficaram sob agitagdo overnight e, devido a sensibilidade do
equipamento quanto a presenca de particulas, as claras foram
centrifugadas antes da andlise. Tais condi¢fes podem ter influenciado
nos resultados obtidos. Por essa razdo, assim como em outros trabalhos
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publicados, os valores obtidos sdo de dificil comparacdo em funcéo das
diferencas na taxa de deformacdo aplicadas, bem como, diferentes
métodos de preparacdo das amostras.

Ohata e Viotto (2011) encontraram valores de viscosidade
aproximados a este trabalho para claras desidratada (5 mPa.s) e clara
pasteurizada (7 mPa.s). Apesar de a temperatura de analise e o pH das
amostras serem similares, a taxa de deformacéo foi inferior ao aplicado
nesse trabalho. Arzeni, Pérez e Pilosof (2012), em estudos com clara
desidratada reconstituia, obtiveram valores de viscosidade de 2,8 mPa.s,
corroborando com o obtido nesse trabalho. No entanto, Nicorescu e
colaboradores (2011) apresentaram valores de viscosidade superiores
(7,0 mPas) para a clara desidratada reconstituida. Lucisano e
colaboradores (1996) obtiveram reducdo nos valores de viscosidade
devido ao tempo e temperatura de armazenagem das claras. Para clara
fresca mantida em temperatura de refrigeracdo (5 °C) a viscosidade
reduziu de 19 para 6,9 mPa.s. Vale ressaltar que a temperatura de
medida e as taxas empregadas foram inferiores a esse trabalho. O
mesmo comportamento foi observado por Shenga, Singh e Yadav
(2010) em claras fresca e pasteurizada e por Kemps e colaboradores
(2010) em clara fresca.

Alguns estudos apontam que a viscosidade da clara é dependente
da temperatura e é afetada por tratamentos térmicos, como o da
pasteurizacdo, que costumam causar aumento na viscosidade da clara
devido ao efeito de desdobramento parcial das proteinas. Em trabalho
com ovos liquidos, De Souza e Fernandez (2013) observaram que a
clara apresentou aumento na viscosidade apOs ser pasteurizada.
Ressaltaram ainda que a clara, quando avaliada a 63 °C, apresenta maior
viscosidade quando comparada a com a clara avaliada a 25 °C. Os
autores sugerem gue esses comportamentos ocorrem devido a formacéo
de agregados proteicos causados pelo tratamento térmico e pela
temperatura. Resultados similares foram apresentados por Lucisano e
colaboradores (1996) que em estudos com clara fresca observaram
aumento na viscosidade da clara submetida a temperatura de 62 °C,
guando comparada com temperaturas inferiores a esse valor e por
Shenga, Singh e Yadav (2010), que observaram aumento na viscosidade
da clara ap6s a pasteurizacdo. Ambos 0s autores associam esse
comportamento a formagdo de agregados proteicos durante a
desnaturagdo em virtude da temperatura e do tratamento térmico, uma
vez que a temperatura proxima a 60°C coincide com a temperatura de
desnaturagdo da ovotransferrina.
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Neste estudo, o aumento da viscosidade em funcdo do
processamento térmico das claras estudadas (P e S) ndo foi observado,
conforme observados por outros autores. A menor Vviscosidade
observada nas claras P e S quando comparadas a clara F pode ter sido
influenciada por mudancas estruturais na clara, devido ao periodo e
condicdes de armazenagem, bem como, na etapa de transporte através
de tubulagdes durante os tratamentos, ou estar associada a alteragdes no
pH com consequente liquefacdo do albimen.

A reducdo da viscosidade da clara pode iniciar logo apds a
postura do ovo, devido a alteragfes quimicas e bioquimicas como a
perda de agua e dioxido de carbono (CO,) através da casca, com
consequente aumento no pH e liquefacdo (LUCISANO et al., 1996;
SPADA et al., 2012). O aumento do pH em claras durante a estocagem é
influenciado pelo tempo e temperatura de armazenagem, aumentando
rapidamente nos dias iniciais de estocagem (5 a 10 dias). A elevacdo do
pH reduz a viscosidade por desestabilizar o complexo ovomucina-
lisozima, considerados importante para a viscosidade da clara em ovos
frescos.

Shenga, Singh e Yadav (2010) avaliaram os efeitos da
pasteurizacdo e das condigbes de estocagem na qualidade de ovos
intactos (dentro das respectivas cascas). Os autores observaram um leve
aumento na viscosidade da clara fresca apds pasteurizacdo e sugerem
gue essa alteracdo se deva a desnaturacdo parcial das proteinas. Por
outro lado, relatam que as condicbes de estocagem reduziram
acentuadamente a viscosidade, tanto da clara fresca quanto da clara
pasteurizada. Isso indica que as alterac@es fisico-quimicas, em especial,
0 aumento do pH, foram os fatores que influenciaram mais
significativamente na liquefacéo do albmen.

Além do aumento do pH, o processo de transporte das claras
através das tubulacbGes e a aspersdo para secagem em spray dryer
também podem causar mudancas nas propriedades reoldgicas das claras.
Kemps e colaboradores (2010) avaliaram a viscosidade de claras com e
sem homogeneizacdo do albimen fino e espesso e relatam que nas
claras homogeneizadas os valores de viscosidade foram
significativamente menores do que nas claras ndo homogeneizadas,
indicando que ocorrem modificacbes nas propriedades de escoamento
do albimen quando submetido a agitagcdo mecanica.

Para avaliar o comportamento do fluido e o efeito da taxa de
deformacdo sobre a viscosidade da clara sdo apresentadas na Figura 23
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as curvas de correlacdo entre a viscosidade aparente (mPa.s) e taxa de
deformacéo (s™) para as claras F, P e S.

Figura 23 - Curvas da viscosidade (mPa.s) em funcéo da taxa de deformacéo
(s") para as claras fresca (F), pasteurizada (P) e desidratada reconstituida(S).
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Através das curvas (Figura 23) é possivel observar que a
viscosidade apresenta um declinio com o aumento da taxa de
deformacdo para todas as claras avaliadas. Essa dependéncia da taxa de
cisalhamento, com consequente decaimento da viscosidade, ¢ um
indicativo do comportamento de um fluido pseudoplastico, embora nédo
haja consenso no que se refere 0 comportamento reoldgico das claras de
ovos de galinha, sendo relatados tanto como fluidos newtonianos e
como ndo newtonianos.

O comportamento da viscosidade de solugdes proteicas €
influenciado por fatores como tamanho, forma, flexibilidade molecular
no estado hidratado e interagdes proteina-solvente. Segundo Damodaran
(2010) solugBes proteicas ndo apresentam comportamento newtoniano,
devido a tendéncia destas moléculas de se orientarem em direcdo ao
fluxo o que causa a redu¢do da viscosidade com a taxa de cisalhamento,
comportamento reolégico esse chamado de pseudopléstico.
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De Souza e Fernandez (2013) e Kumbar e colaboradores (2015)
classificam a clara como fluido pseudoplastico, corroborando com o
observado neste estudo. Embora Kemps e colaboradores (2010) néo
tenham sugerido uma classificacdo reoldgica para a clara fresca,
observaram que houve reducdo da viscosidade com o aumento da taxa
de cisalhamento. Em contra partida, Ohata e Viotto (2011) em estudos
do comportamento reoldgico de constituintes do ovo, afirmam que as
claras pasteurizada e desidratada reconstituida, apresentaram
comportamento newtoniano. Assim como Nicorescu e colaboradores
(2011), que classificaram a clara desidratada reconstituia como um
fluido newtoniano.

Embora Lucisano e colaboradores (1996) tenham observado um
indice de comportamento do fluxo de 0,64 para claras frescas (indicando
um comportamento pseudoplastico), ressaltaram que com o0
envelhecimento dos ovos os valores de n aumentaram, sendo um
indicativo de uma possivel transicdo de fluido pseudoplastico para
newtoniano. Isso poderia explicar porque € possivel observar
comportamento tanto newtoniano como nao newtoniano nas claras.

A correlagdo entre a tensdo de cisalnamento e a taxa de
deformacdo também define o comportamento reolégico de um fluido.
Para a andlise dos dados experimentais foram escolhidos os modelos
relégicos comuns aplicados em clara de ovos, 0 modelo de Ostwald-of-
Waele (conhecido como Lei da Poténcia) e o modelo Newtoniano. Os
parametros dos ajustes para cada modelo sdo mostrados na Tabela 6,
apresentada no inicio da discussdo deste item. A curva com o ajuste
matematico pelo modelo de Ostwald-de-Waele é apresentada na que
correlaciona a tensdo de cisalhamento com a taxa de deformacdo €
apresentada Figura 24.
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Figura 24 - Modelo matematico de Ostwal-of-Waele ajustado aos dados
experimentais de tensdo de cisalhamento (mPa.s) e taxa de deformagéo (s™)
paraas claras F, P e S.
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O modelo Newtoniano e o modelo de Ostwald-of-Waele
representaram um bom ajuste aos dados experimentais com valores de
R“ maiores que 0,991 para ambos os modelos (Tabela 6). Entretanto, o
modelo de Ostwald-de-Waele resultou em um melhor ajuste,
apresentando valores médios de R? igual ou superior a 0,998 (p < 0,05)
em todas as amostras (Tabela 6), mostrando ser um modelo mais
adequado para explicar o comportamento reolégico das claras dentro das
condicdes analisadas.

Os valores do indice de consisténcia (k) para o modelo de
Ostwald-de-Waele foram de 8,9, 5,2 € 6,0 mPa.s" para as claras F, P e S,
respectivamente. Por outro lado, os valores de viscosidade aparente
obtidos na taxa de deformagéo de 450 s™ foram de 3,67 mPa.s (clara F),
2,70 mPa.s (clara P) e 2,65 mPa.s (clara S), valores esses menores do
gue os obtidos pelos valores de k (Tabela 6). Além disso, os valores de n
para todas claras foram menores que 1, indicando novamente um
comportamento pseudoplastico das claras analisadas. Os produtos de
ovo liquido sdo conhecidos por serem fluidos com indice de
comportamento 0 < n < 1, e a sua viscosidade aparente mostra uma
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dependéncia da taxa de cisalhamento. Este comportamento pode ser
atribuido a efeitos da quebra de liga¢cfes fracas entre as proteinas como
resultado do cisalhamento o que leva a uma ruptura parcial da rede
proteica. Como resultado, as moléculas sdo dispostas na direcdo do
cisalhamento, diminuindo a resisténcia ao fluxo o que diminui sua
viscosidade (DE SOUZA; FERNANDEZ, 2013).

4.1.5 Anélise termogravimétrica (TGA)

Por meio de ensaios termogravimétricos (TGA) pode-se obter
informacBes importantes da estabilidade térmica das claras. Sendo
assim, na Figura 25 A sdo apresentadas as curvas dos termogramas TGA
(% de massa em funcdo da temperatura) e a Figura 25 B, a DTG
(derivada da TGA em dm.dt™) das amostras de claras F, P e S.
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Figura 25 - Termogramas TGA (A) e DTG (B) das claras fresca (F),
pasteurizada (P) e desidratada (S).
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“Nota: As letras indicadas nas curvas de DTG: P, F e S referem-se as amostras de
clara pasteurizada, fresca e desidratada, respectivamente.
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E possivel observar que todas as claras analisadas apresentaram o
mesmo comportamento de degradacdo conforme apresentado nos
termogramas de TGA (Figura 25 A). As claras apresentaram trés
estagios de perda de massa, indicando o processo de degradacgdo térmica
das mesmas, que ocorreu até a temperatura em torno de 500 °C. Essa
temperatura de degradacdo maxima (500 °C) corrobora com valores de
degradacgdo para clara de ovo reportado por Gabal (2009) que relata,
através de ensaios de TGA, degradacdo de clara em temperatura maxima
de 500 °C

Os estagios de perda de massa podem ser melhores observados
guando as curvas de TGA sdo derivadas, obtendo-se picos de
degradagdo que correspondem & taxa maxima de degradacdo térmica da
amostra conforme se observa nas curvas de DTG (Figura 25 B). Através
das curvas de DTG fica evidente que ocorrem trés estagios de
degradacdo em temperaturas similares para todas as amostras de claras
analisadas, indicados nessas curvas como picos I, Il e I11.

O primeiro estagio de perda de massa ocorreu na faixa de
temperatura entre 25 a 130 °C, apresentando taxa maxima de
degradacdo ~ 67 °C (pico I). O segundo estagio de degradacdo ocorreu
em uma faixa de temperatura em torno de 205 a 300 °C, com taxa
méaxima de degradacéo ~ 292 °C (pico Il). Por Gltimo, o terceiro estagio
de degradacdo é observado em uma faixa entre 305 a 500 °C, com taxa
maxima de degradacdo proxima a 315 °C (pico Il1).

A primeira etapa de perda da massa das amostras das claras F, P e
S pode ser atribuida, principalmente, a desidratagdo dessas claras devido
a evaporacdo da agua remanescente contida nas amostras. Nessa faixa
de temperatura também ocorrem mudangas estruturais das principais
proteinas contidas nas claras, relacionadas com o processo de
desnaturagdo. Essas mudancas serdo melhores exploradas nos ensaios de
DSC, que serdo apresentados na sequéncia dessa analise.

Devido a natureza de solidos contidos na clara, majoritariamente,
compostos por proteinas, a segunda etapa de perda de massa pode ser
relacionada a degradacdo térmica de cadeias polipeptidicas, conforme
sugerido por Duce e colaboradores (2012) em ensaios com ovalbumina.
Conforme Damodaran (2010) as proteinas quando aquecidas acima de
200 °C sofrem processo de pirdlise e decomposicdo. Nessa faixa de
temperatura, referente ao pico Il, poderia ainda ocorrer a saida de agua
fortemente ligada as proteinas, a qual necessita de maior energia para
mudanca de estado (DURMUS et al., 2009), e a degradacéo de proteinas
como a lisozima (ELKORDY; FORBES; BARRY, 2002).
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Na terceira etapa de perda de massa, tem-se a temperatura
méaxima de degradacdo dentro das condicdes analisadas, sendo a mesma
para todas as claras avaliadas. Esse comportamento indica que oS
processamentos térmicos aos quais as claras P e S foram submetidas nédo
afetaram a composicdo quimica e, portanto, a estabilidade térmica
dessas claras nessa faixa de temperatura. Nessa etapa, ocorre 0 maior
pico de perda de massa, que esta relacionada principalmente com a
degradacdo da ovalbumina, proteina essa em maior concentragdo na
clara (~54 %). Esse resultado estd de acordo com os resultados
reportados por Durmos e colaboradores (2009) e por Sri Devi Kumari,
Kannan e Prem Kumar (2009).

4.1.6 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Na Figura 26 sdo apresentadas as curvas de DSC das claras F, P e
S, indicadas nas curvas com essas mesmas letras.

Figura 26 - Curvas dos termogramas da analise em DSC das claras fresca (F),
pasteurizada (P) e desidratada reconstituida (S).
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“Nota: Picos 1, 2, 3 e 4 referem-se aos picos de temperatura de desnaturacio
apresentados da esquerda para a direita nas curvas de DSC de cada clara.

Todas as curvas apresentaram um fendmeno endotérmico com
picos no sentido descendente, estando associados a desnaturacdo
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proteica (FERREIRA; HOFER; RAEMY, 1997). Segundo Bruylants,
Wouters e Mitchaux (2005) o processo endotérmico nas proteinas ocorre
devido as mudangas de estado termodindmico e, consequente,
modificacdo da capacidade calorifica. A alteracdo da capacidade
calorifica se deve ao calor necessario para modificar a temperatura do
sistema que é diferente na proteina na forma desdobrada quando
comparada a proteina na forma nativa.

As curvas dos termogramas F, P e S apresentaram quatro picos
endotérmicos tipicos das principais transicdes térmicas observadas em
clara de ovos, em virtude da desnaturagdo proteica. Os picos observados
estdo na faixa de temperatura de 56 a 85 °C e sdo definidos como T4 das
proteinas: ovotransferrina (conalbumina), lisozima, ovalbumina e S-
ovalbumina, referentes aos picos 1, 2, 3 e 4, respectivamente. Observa-
se que as temperaturas de desnaturagdo das fragGes proteicas da clara
corroboram com os resultados reportados por outros autores, conforme
disposto na Tabela 7. As variacdes observadas nas T4 das proteinas em
ensaios de DSC podem estar relacionadas com diferentes taxas de
aquecimento utilizadas na analise, pH ou tamanho da amostra
(DONOVAN et al.,, 1975; FERREIRA; HOFER; RAEMY, 1997).

Tabela 7 - Valores de T, e AH, para claras frescas, pasteurizadas e desidratadas,
reportados na literatura

Clara Condigges T4 (°C) Proteinas AHy Autores
DSC
20-25uL .
3 25610 60— 69,5 Ovot'rans_ferrma _ (DONOVAN
8 oc/min 74 Lisozima 15,5 cal.g etal,, 1975)
w 80 -85 Ovalbumina ! N
pH7¢e9
400 m 60 Ovotransferrina (FERREIRA,;
g Lo 67 Lisozima HOFER;
I H7 78 Ovalbumina 2,06 J.g7 RAEMY,
P 82 S-Ovalbumina 1997)
g ma o O ox souzs
é 10 *C/min 78’8 Ovalbumina 2,16 1.g" FERNANDE
L= pH 9,5 ’ 00 Z, 2013)

83,1 S-Ovalbumina
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Continua tabela...

63.5

Ovotransferrina

3 30-40 mg 66,0 Lisozima (ABBASNEZ
8 5°C/min . HAD etal.,
T i 79,0 Ovalbumina - 2014)
82,0 S-Ovalbumina
© .
= 500 mg 63 Ovotrf'msfferrlna (NEMETH et
N . + Lisozima
5 1,5 °C/min . al., 2010)
2 H 89 77 Ovalbumina + 14147
[%2} .
S pPre, globulinas '+ 09
§ 25uL 59,6 Ovotransferrina (DE SOUZA,;
N 10 °C/min 68,3 Lisozima FERNANDE
2 pH 9,5 78,9 Ovalbumina 1,63J.g* Z, 2013)
(%]
s 83,1 S-Ovalbumina
< 80 uL .
e}
D osome % g, (A
2 pH 7,3-76 “N/I Lisozima roéel'nlag'1 Retal., 2009)
a Reidratada P
< 1mL
3 .
£ 1,2 °C/min 2; OVT{?:ZS:;:'”‘"" (NICORESC
=2 pH 7 . - Uetal, 2011)
8 . 77 Ovalbumina
a reidratada
8 60 uL (ARZENI;
% 10 °C/min 65,6 Ovotransferrina 1793 PEREZ;
S pH 7 815 Ovalbumina roieingl PILOSOF,
A reidratada P 2012)

*N/I — Temperatura ndo informada

Os termogramas de todas as amostras apresentaram um pico de
desnaturacdo préximo a 60 °C que pode estar associado a presenca da
ovotransferrina (KUROKAWA et al.,, 1999). A ovotransferrina é a
segunda proteina em maior concentracdo presente na clara (12 a 13 %)
e, portanto, sua desnaturacdo térmica pode alterar significativamente as
propriedades funcionais da clara quando estas sdo submetidas a
tratamentos térmicos. O maior nimero de ligagdes dissulfeto (S-S) na
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ovotransferrina, em relacdo as demais proteinas da clara e a sua
influéncia na desnaturacéo térmica, vem sendo discutida na literatura e
ainda ndo é bem compreendida (BULAJ, 2005). Damodaran (2010)
reporta que as ligacdes S-S sdo as Unicas ligacfes cruzadas covalentes
naturalmente presentes em proteinas e que auxiliam na estabilidade da
estrutura dobrada. Por outro lado, Bulaj (2005), bem como, Campbell e
Farrel (2011) reportam que as ligacGes S-S restringem os padrdes de
dobramento disponivel para as cadeias polipeptidicas e melhoram a
estabilidade termodinamica. Este efeito das ligagdes dissulfeto sobre a
termoestabilidade proteica também é discutido por outros autores que 0
atribuem a um aumento da rigidez da proteina com consequente
diminuicdo da flexibilidade conformacional (DANSON; HOUGH,
1998; PTAK, 1998; YE, 2008).

O pico de T4 1 das curvas de DSC, esta associado & desnaturagdo
da ovotransferrina e € claramente observado no termograma da clara F
mas pouco evidente no termograma da clara P, uma vez que ocorre uma
sobreposi¢do deste ao pico T4 2, associado a lisozima. Este
comportamento corrobora com os resultados de outros autores que
atribuem essa sobreposicéo dos picos a desnaturacdo proteica durante o
tratamento térmico ao qual é submetida a clara P.

Van Der Plancken, Van Loey e Hendrickx (2006) estudaram os
efeitos do tratamento térmico nas propriedades fisico-quimicas das
proteinas da clara de ovo e observaram que claras com pH préximo a 9,0
tratadas em temperaturas de 25 °C por 20 minutos, apresentaram
termogramas com o0s picos de Ty da ovotransferrina e lisozima
sobrepostos. Relatam ainda que os termogramas de claras tratadas com
temperaturas mais elevadas (60°C e 73 °C) ndo apresentaram 0S picos
associados a ovotrasferrina e lisozima, além de ocorrer uma redugdo da
area do pico referente a ovalbumina. Comportamento similar em claras
pasteurizadas e em claras desidratadas foi observado por Nemeth e
colaboradores (2010), sugerindo que a sobreposicdo dos picos entre
ovotransferrina e lisozima, observados nos termogramas, é decorrente
do processamento térmico.

O pico de T4 3, associado a desnaturacdo da ovalbumina (80 °C)
e 0 pico de Ty 4, associado a S-ovalbumina (85 °C) estdo presentes nos
termogramas de todas as amostras. A desnaturacdo da ovalbumina
induzida pelo calor pode estar associada & exposi¢do e consequente
redugdo dos grupos sulfidrilas (S-H), uma vez que essas proteinas
apresentam quatro desses grupos na sua cadeia molecular. Em pH
préximo a 9,0 essa perda pode ser mais intensa devido ao aumento da
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reatividade do grupo tiol, podendo ocorrer oxidacao e formacdo de S-S.
(VAN DER PLANCKEN; VAN LOEY; HENDRICKX, 2006).

Entretanto, observa-se que o termograma da clara F apresentou o
pico de Tq4 3 referente a ovoalbumina mais estreito em relagdo as demais
claras, sendo progressivamente alargado para as claras P e S,
respectivamente. O oposto é observado para o pico T4 4 da S-
ovalboumina, que €é menos pronunciado nas claras S. Esse
comportamento pode estar associado ao efeito das temperaturas de
acondicionamento e processamento sobre a conversdo de ovalbumina
em S-ovalbumina. Talansier e colaboradores (2009) avaliaram o
comportamento térmico de claras desidratadas e relataram que o uso de
temperaturas mais elevadas causa o alargamento e a reducéo dos picos
endotérmicos nos termogramas, além de deslocar a temperatura de
desnaturagdo para valores menores.

A S-ovalbumina € obtida pela conversdo natural da ovalbumina,
sendo termodinamicamente mais estavel, uma vez que possui Tg
superior ao da ovalbumina, como observado no termograma de todas as
amostras. Estes resultados corroboram com os resultados de outros
autores que avaliaram a Ty dessas proteinas (Tabela 7). Em claras
frescas, o pico endotérmico da S-ovalbumina esta relacionado com a
qualidade dos ovos analisados uma vez que as condicBes de
armazenagem e tempo de postura influenciam no processo de converséo
da s-ovalbumina a partir da ovaloumina (MINE, 2015). Em claras
frescas a concentragdo de S-ovalbumina é de 5 %, podendo alcangar a
concentracdo de 81 % apo6s 6 meses de estocagem em baixa temperatura.
Em claras processadas termicamente, a qualidade dos ovos também
influencia na concentracdo de S-ovalbumina. Além disso, a conversdo
da ovalbumina em S-ovalbumina é favorecida pelas condicdes de
armazenagem e processamento, sendo intensificada em temperaturas
acima das de refrigeragdo (ALLEONI CARRARO, 2006;
LECHEVALIER et al., 2007b).

As proteinas da clara sdo, em sua maioria, proteinas globulares
com estrutura molecular rigida que exigem elevada energia térmica para
se desdobrarem e desnaturarem (CAMPBELL; RAIKOS; EUSTON,
2003, KIOSSEOGLOU; PARASKEVOPOULOU, 2006). Durante a
desnaturagdo proteica, a energia gasta nesse processo pode ser
determinada pela &rea do pico que corresponde a entalpia de
desnaturagdo. Essa entalpia resulta da combinagdo de reacles
endotérmicas e exotérmicas associadas a mudancas de conformacao da
proteina e quebra de ligagdes de hidrogénio e ligacbes hidrofobicas
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(ARNTFIELD; MURRAY, 1981; BRUYLANTS; WOUTERS,
MICHAUX, 2005). Sendo assim, atraves dos ensaios de DSC é possivel
observar a energia gasta durante o processo de desnaturacao, através dos
valores de variacdo de entalpia de desnaturagdo (AHy).

Os valores AHy para as claras F, P e S foram de 5,95, 3,83 ¢
1,39 J.g7, respectivamente (Figura 26). As diferencas do AHg obtidos
nesse trabalho entre os observados em trabalhos publicados (Tabela 7)
podem ser decorrentes das condicdes das amostras, diferencas nos
processamentos térmicos ao qual foram submetidas, ou ainda,
relacionadas com a sensibilidade do equipamento e/ou devido as
diferencas na selecdo da area de linha base (FERREIRA; HOFER;
RAEMY, 1997).

Através do termograma, observa-se que a clara S apresentou o
menor valor de entalpia, seguida pela clara P. Esse comportamento pode
estar associado a perda parcial da estrutura conformacional das proteinas
contidas nessas claras, devido aos processamentos térmicos aos quais
foram submetidas. A entalpia de desnaturacéo esta correlacionada com o
conteudo remanescente da estrutura secundaria ordenada de uma
proteina, sendo um valor liquido da combinacdo das reacOes
endotérmicas e exotérmicas, como a formacéo de ligacdes de hidrogénio
e a ocorréncia de interacfes hidrofébicas, respectivamente. Desta forma,
a mudanca na entalpia ¢ uma indicacdo das modificacdes estruturais de
uma proteina (VAN DER PLANCKEN; VAN LOEY; HENDRICKX,
2006).

Além disso, 0 menor valore de entalpia observado na clara S pode
estar associado ao fato dessa clara, além de ser pasteurizada, ser
submetida a temperaturas mais elevadas durante a etapa de secagem,
mesmo que por curto periodo de tempo. A pasteurizagdo somada a
temperatura de secagem pode ter causado uma alteracdo na estrutura
conformacional nativa das proteinas exigindo, portanto, menor calor
para o seu evento endotérmico durante a medida de DSC.

Estes resultados sdo corroborados por Talansier e colaboradores
(2009) que estudando os efeitos do tratamento térmico aplicados em
claras em p6 ap6s 0 processo de secagem, observaram que nessas claras,
apenas o0 processo de desidratacdo foi responsavel por uma reducdo de
37 % na AHq4 em relacdo a claras frescas, devido a desnaturacdo parcial
das proteinas induzida pelo processo de atomizacdo (spray-drying) e,
guando a claras em p6 foram submetidas a processamentos térmicos (60
a 80 °C), observaram que todas as temperaturas aplicas causaram efeito
redutor ainda maior na AHy. Comportamento similar foi observado por
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Nicorescu e colaboradores (2011) através de ensaios de DSC com clara
desidratada apo0s reidratacdo. Nesse estudo, 0s autores observaram que o
aumento na temperatura e o tempo do tratamento térmico aumentaram a
desnaturacdo das proteinas, chegando a 36 % quando comparadas as
claras desidratadas padrdo (sem tratamento). Isso indica que 0s
processos térmicos, atomizagdo ou pasteurizacdo, bem como o tempo de
tratamento, afetam a estrutura conformacional das proteinas da clara
causando seu desdobramento.

Damodaran, Parkin e Fennema (2010) apontam que a principal
forca desestabilizadora da estrutura nativa de uma proteina é a entropia
conformacional, que envolve os movimentos translacionais, rotacionais
e vibracionais, que sdo perdidos quando essa proteina esta no seu estado
nativo, ou seja, em uma conformacdo dobrada com menor gasto
energético. Durante a desnaturacdo induzida pelo calor, a entropia tem
um papel fundamental, uma vez que o aumento da temperatura no
sistema aumenta a entropia, favorecendo o desdobramento da proteina.
Ao mesmo tempo, o aumento da temperatura faz com que as interagdes
de natureza exotérmica ndo covalentes e eletrostaticas, sejam
desestabilizadas.

De Souza e Fernandez (2013) observaram uma reducdo nos
valores de AHy de claras frescas apds as mesmas serem submetidas a
pasteurizacdo. Esses autores sugerem que a reducdo na entalpia foi
decorrente do processamento térmico que ocasionou um desdobramento
parcial das proteinas, especialmente na ovotransferrina. Landfeld e
colaboradores (2008) reportam que em um processo de pasteuriza¢do a
temperatura empregada causa desnaturacdo e coagulacdo das proteinas,
uma vez que estas apresentam sensibilidade ao calor. VVan Der Plancken;
Van Loey e Hendrickx (2006) observaram que o tratamento térmico
aplicado em clara de ovos, quando acima de 50 °C reduziu a entalpia de
desnaturagdo das proteinas e que temperaturas acima de 65 °C causaram
reducdo ainda maior na entalpia. Os autores sugerem que a primeira
reducdo ¢é devido a desnaturacdo da ovotransferrina e a segundo devido
ao inicio da desnaturacdo da lisozima e ovalbumina.

4.1.7 Tensao superficial

As claras F, P e S apresentaram valores de tensdo superficial
significativamente diferentes entre si, com valores variando de 53, 54 e
56 mN.m™ para as claras F, P e S, respectivamente. Observa-se que a
clara F apresentou a menor tensdo superficial quando comparadas as
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demais amostras. A clara S apresentou o0 maior valor de tenséo
superficial o que significa que a forca necessaria pra romper o filme
liquido é maior para clara S, em relacdo as demais claras. Em termos de
energia, significa que a energia necessaria para formacdo de uma
superficie de 1m? de 4rea é de 53 mJ na clara F enquanto que na clara S
ha a necessidade de uma energia de 56 mJ.

A tensdo superficial é equivalente a energia superficial, que por
sua vez, esta diretamente ligada ao processo de coesdo entre as
moléculas, através de interagdes intermoleculares. Desta forma, a tenséo
superficial da dgua pura em temperatura ambiente é aproximadamente
de 73 mN.m™ (PTASZEK et al., 2015), solugBes proteicas apresentam
valores de tensdo superficial proximas a 45 mN.m™ (FOEGEDING;
LUCK; DAVIS, 2006) enquanto proteinas puras geralmente nao
reduzem a tensdo superficial da &gua abaixo de 50 mN.m™
(DAMODARAN, 2005).

A tensdo superficial da solucdo proteica de clara € menor do que
a da 4gua devido, em parte, a presenga de aminoécidos hidrofébicos que
constituem aproximadamente metade dos aminoécidos presentes nessas
claras. Além do efeito desses aminoacidos sobre a tensdo superficial eles
também participam ativamente na formacéo de espumas (PTASZEK et
al., 2015). Nessas solucbes, as proteinas atuam como tensoativos de
duas maneiras: se orientam e ocupam a superficie do liquido ou sédo
adsorvidas na superficie por processos que causam sua desnaturacio e
consequente orientagdo na superficie, como é o caso da agitacdo para
formagdo de espumas. Essa tendéncia da proteina ocupar
espontaneamente a superficie faz com que as moléculas de agua
equilibrem suas cargas no interior do liquido causando reducdo da
tensdo superficial desse liquido, quando comparado a tensdo superficial
da agua pura (DALTIN, 2011).

Martin e colaboradores, (2002) estudando a adsor¢ao de diversas
proteinas na interface ar-liquido e sua relagdo com a formagdo e
estabilidade das espumas, observaram que conforme houve a adsorcéo
da proteina ovalbumina na interface, maior foi a reducdo da tenséo
superficial da solugéo proteica.

As moléculas na superficie do liquido possuem uma energia mais
alta do que aquelas contida no centro do liquido, uma vez que estdo
parcialmente livres de ligacdo com moléculas vizinhas (PASHLEYR,;
KARAMAN, 2004). A presenca das proteinas na superficie do liquido
ocorre por fenbmenos de adsorcdo formando uma monocamada com as
regides hidrofilicas da molécula voltadas para a &gua e as partes
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hidrofobicas em contato com o ar. A reducdo na tensdo superficial de
solucdes proteicas, submetidas a uma perturbacdo (batimento) ocorre a
desnaturacdo e orientacdo das proteinas para a superficie reduzindo a
energia nesse local (LANGEVIN, 2000). Nesse caso, para que as
moléculas de proteina contidas no interior do liquido (clara) sejam
também transferidas para a superficie, é necessario fornecer mais
energia através do processo de batecdo, por exemplo (PASHLEYR;
KARAMAN, 2004).

Na clara F, dois fatores principais podem ter influenciado em
uma menor tensdo superficial dessa clara quando comparada as claras P
e S: a) sua maior velocidade de difusdo, adsorgdo e orientacdo na
superficie da solu¢do e b) uma menor atracdo intermolecular entre as
proteinas. Isso pode ser devido a permanéncia da estrutura nativa das
proteinas contidas na clara F, uma vez que estas ndo sofreram nenhum
tipo de tratamento térmico. Nas claras P e S, o processamento térmico
causaram alteragdes na sua estrutura nativa o que foi verificado através
dos menores valores de entalpia de desnaturagdo que estas claras
apresentaram quando comparadas a clara F nos ensaios de DSC (item
4.1.7). Esse comportamento é corroborado por outros autores que
relatam que os processos térmicos, secagem e mistura aplicados a claras,
causam modificagGes na cinética de adsorcdo das proteinas, reduzindo
tanto a difusdo do centro do liquido para a superficie, bem como, sua
penetracdo, desdobramento e rearranjo na interface ar-liquido ou ainda
por favorecer uma maior atragdo proteina-proteina no centro do liquido
(TALANSIER et al., 2009; FOEGEDING; LUCK; DAVIS, 2006).

Estas alteracGes nas proteinas das claras P e S podem estar
associadas a necessidade de maior energia para adsorverem a criarem
novas superficies, limitando a reducdo da tensdo superficial quando
comparada a clara F, uma vez que conforme Foegeding, Luck e Davis
(2006), o maior resultado da adsor¢do da proteina na superficie se da
pela redugdo da tensdo superficial. Além disso, Shawm (1975) sugere
gue quando a superficie de um fluido apresenta maior energia (maior
tensdo superficial), devido as interacBes entre as moléculas, significa
gue para criar ou aumentar a superficie, é necessario aplicar mais
trabalho. Isso pode influenciar essas proteinas durante a formagédo de
espumas.

Além disso, alguns estudos mostram que a hidrofobicidade das
proteinas afeta a tensdo superficial da solucdo proteica. Ptaszek e
colaboradores (2015) sugerem que a reducdo significativa da
hidrofobicidade de solugdes proteicas é observada com o aumento da
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tensdo superficial. Wierenga e colaboradores (2003) em estudos de
cinética de adsorcdo na interface ar-agua com ovalbumina e ovalbumina
modificada com &cido caprico, afirmam que o grau de hidrofobicidade
das proteinas afeta diretamente a velocidade de adsorcdo delas na
superficie e, consequentemente, a reducdo da tensdo superficial. A
exposicdo de grupos hidrofébicos, anteriormente contidos no interior,
das proteinas é favorecida pelos tratamentos térmicos, devido ao
processo de desnaturacdo, como apontado em trabalhos com clara de
0vos e/ou suas proteinas isoladas (CROGUENNEC et al., 2007; MINE,
1997; TALANSIER et al., 2009; VAN DER PLANCKEN; VAN
LOEY; HENDRICKX, 2006). Entretanto observa-se que a reducgdo da
tensdo superficial devido & presenca de proteinas ndo pode ser
exclusivamente atribuida a hidrofobicidade das moléculas uma vez que
a clara F apresentou os menores valores de tensdo superficial.

Outros fatores que podem ter contribuido para este
comportamento sdo a formacdo de agregados insollveis, tamanho
molecular da proteina e sua estrutura proteica. Van Der Plancken, Van
Loey e Hendrickx (2006) sugerem que alteracGes na hidrofobicidade
superficial de proteinas, facilitam as interagdes hidrofébicas
relacionadas com a formacdo de agregados insollveis. Além disso,
Martin e colaboradores (2002) sugerem que ndo apenas a
hidrofobicidade, mas também o tamanho molecular da proteina e sua
estrutura proteica parecem influenciar a taxa de adsorcéo das proteinas
na interface ar-liquido. Vale ressaltar ainda que processos térmicos
expdem e oxidam os grupos sulfidrilas (S-H) presentes na ovalbumina
em dissulfetos (S-S) o que pode levar a um aumento da cadeia
molecular de proteinas, interferindo na sua solubilidade, na difusdo para
a superficie e, consequentemente, na taxa de adsor¢do (DE JONGH et
al., 2004; MINE, 1997; VAN DER PLANCKEN; VAN LOEY;
HENDRICKX, 2006).

Yang, Berry e Foegeding (2009) estudaram os efeito nas
propriedades espumantes do mix de solucdo de clara desidratada e soro
do leite em p6 e observaram que, embora a clara quando avaliada
separadamente do soro apresentasse uma adsorcdo na superficie mais
rapida, quando misturada ao soro de leite apresentava uma reducdo na
adsorcdo devido a maior tensdo superficial, indicando que nesse sistema
as moléculas ativas interfaciais do soro parecem determinar a tenséo.
Nicorescu e colaboradores (2011) em estudos com clara desidratada
reconstituida, obtiveram valores de tensdo superficial de 49,1 mN/m
(0,001 % proteina) e 65,0 mN/m (1 % proteina). Os autores nédo



122

observaram diferencas na tensdo superficial quando as claras em pé
foram tratadas termicamente a seco (70 e 80 °C) sugerindo que as
proteinas de ambas as claras possuem mesma afinidade termodinamica
para interface ar-agua.

4.2 CARACTERIZACAO DAS ESPUMAS
4.2.1 Overrun, densidade e fracdo da fase gasosa

S&o apresentadas na Figura 27 as médias das curvas do overrun
(%) para as claras F, P e S.

As claras F, P e S apresentaram curvas com comportamento
similar, onde no inicio do batimento ocorreu gradativamente a
incorporacdo de ar ao fluido aumentando seu overrun e, ap6s alcangar
Seu overrun maximo, inicia-se um declinio da curva, sendo menos
pronunciado para a clara S. O overrun maximo de cada clara esta
indicado no gréfico através de um circulo e uma seta. A clara F
apresentou curva com valores de overrun superiores as demais claras
durante todo o tempo da medida. Enquanto as claras P e S, com valores
de overrun préximos, apresentaram curvas que quase se sobrepdem.

Figura 27 - Curvas das médias e desvio padrdo do overrun (%) (capacidade
espumante) das claras fresca (F), pasteurizada (P) e desidratada reconstituida S).
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A capacidade espumante de solucdes proteicas esta relacionada
com a qualidade das proteinas, que é dependente da sua conformacéo
guando na interface. Sendo assim, é essencial que as moléculas de
proteinas apresentem boa flexibilidade para que sejam capazes de
desdobrar na superficie, orientando e ativando seus grupos hidrofébicos
e hidrofilicos (PTASZEK et al., 2015). Desta forma, o contato realizado
entre a proteina e a interface permite a exposicdo dos seus grupos
hidrofébicos levando a uma desnaturacdo interfacial dessas moléculas
(FOEGEDING; LUCK; DAVIS, 2006). Pernell e colaboradores (2002)
sugerem que durante a formacdo de espuma, enquanto ha o aumento do
overrun, ha a presenca ampla de proteinas na fase continua para a
formagéo da nova interface e incorporagéo de ar.

Vale ressaltar que a clara é uma solucdo, basicamente, de agua e
uma mistura de diversas proteinas. Conforme Damodaran (2005) as
propriedades funcionais de formacao de espuma desse tipo de solucéo se
deve a contribuicdo especifica de cada componente dessa mistura. Desta
forma, se alguns desses componentes sofrerem alteragdes, a propriedade
funcional podera ser afetada. Além disso, devido & complexidade da
mistura de proteina na clara, muitas competicGes e interacdes entre
proteinas na interface ar-liquido podem ocorrer, afetando a formacéo de
espumas (LECHEVALIER et al., 2005).

Em estudos com clara desidratada e soro do leite desidratado,
Pernell e colaboradores (2002) observaram, nas claras, comportamento
da curva de overrun similar ao obtido nesse trabalho. Notaram que ha
um aumento do overrun com o tempo de batimento e, posteriormente,
ocorre a estabilidade da curva para um valor assintdtico. Raikos, Raikos,
Campbell e Euston (2007) estudando os efeitos da temperatura de
pasteurizacdo e da adi¢do de sal e agUcar nas propriedades espumantes
de claras frescas, observaram, em alguns experimentos, um declive das
curvas ap6s a obtencdo de um pico maximo do overrun. Lau e
Dickinson (2006) avaliando a capacidade espumante de solucBes de
xarope de agucar invertido e clara de ovo desidratado observaram curva
de overrun similar, com aumento da capacidade ap6s 5 minutos de
batimento, ocorrendo uma diminuicdo do overrun ap6s 10 minutos.
Comportamento similar nas curvas de overrun para clara de ovo fresco
com adicdo de sacarose foi observado por Raikos, Campbell e Euston
(2007), obtendo um aumento da curva em até 13 minutos de batimento,
com queda ap6s esse tempo de batimento. Em clara fresca isolada
observaram um aumento até os 15 minutos de batimento, nédo
observando a queda, talvez porque essa clara ndo tenha atingido o seu
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overrun maximo, como obtido em 18 minutos nesse trabalho (Figura
27).

Para melhor observacdo do overrun, as médias e o desvio padrao
dos valores obtidos para cada tempo de batimento das claras F, P e S
durante os ensaios de overrun sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Médias e desvio padrdo dos valores do overrun (%) (capacidade
espumante) das claras fresca (F), pasteurizada (P) e desidratada reconstituida
(S) para cada tempo de batimento.

Overrun (%)

Tempo (min) F p S
3 902 +41° 393 +37° 400 + 34"
6 990 +30° 463 +73° 394 +04°
9 910 +50° 560 + 55 ° 465 +57°
12 996 + 372 528 + 16 ° 548 + 83°
15 1115 + 242 439 +23° 631+30°
18 1153 +522 382+20° 677 +06°
21 1053 + 41 ° - 674+10°
24 986 + 782 - 667 +17°¢
27 874 +50° - 661 + 08 °

"Notas: Médias seguidas por letras mindsculas iguais na mesma linha, néo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Todas as claras, conforme j& observado na Figura 27,
apresentaram valores de overrun crescentes até o tempo de batimento
relativo ao overrun maximo, exibindo posteriormente declinio dos
valores. A clara F apresentou, nos primeiros trés minutos de batimento,
um overrun de 902 %, obtendo seu overrun maximo (1.153 %) no
tempo de 18 minutos, ocorrendo reducdo em 27 minutos para um
overrun de 874 %. Valores de overrun similares foram observados por
Raikos, Campbell e Euston (2007) em ensaios com clara de ovo fresca.
Contudo, Kuropatwa, Tolkach e Kulozik (2009) reportaram valores de
overrun de 391 % para clara fresca, abaixo do obtido nesse trabalho, que
pode estar associado ao fato de a medida ter sido realizada apenas apés
120 segundos de batimento.

As claras P e S, apresentaram 0 mesmo comportamento ao
observado na clara F, com valores de overrun nos primeiros trés
minutos de 393 e 400 %, respectivamente, sem apresentar diferenca
estatistica entre si. O valor de overrun maximo obtido para clara P foi de
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560 % no tempo de 9 minutos e de 677 % em 18 minutos para a clara S.
Assim como na clara F, as claras P e S apresentaram decréscimo apo6s
atingirem o overrun maximo. A clara P reduziu seu overrun para 382 %
no tempo de 18 minutos enquanto a clara S reduziu para 661 % em 27
minutos de batimento.

Raikos, Campbell e Euston (2007), estudando os efeitos do
tratamento térmico em clara de ovos frescos, obtiveram valores de
overrun entre 550 a 750 %, sendo similares dos obtidos para a clara
pasteurizada analisada nesse estudo. Em clara desidratada, os valores de
overrun apresentados nesse trabalho sdo similares aos reportados na
literatura para este tipo de amostra, variando entre 598 a 1.200 %
(DAVIS; FOEGEDING, 2007; NICORESCU et al., 2011; PERNELL et
al.,, 2002; TALANSIER et al., 2009; YANG; BERRY; FOEGEDING,
2009). Esta ampla faixa nos valores de overrun reportados, podem ser
relativos & qualidade da amostra e condicOes de tratamento térmico, pH
da solucdo, velocidade de batimento, tipo de incorporacédo de ar, tempo
de batimento e, ainda para as claras desidratadas, condigdes de
reconstituicao.

A reducdo do overrun, ap6s as claras atingirem seu overrun
maximo, como pode ser observado na Figura 27 através do decréscimo
da curva, tem sido associado ao colapso da espuma devido ao efeito do
cisalhamento. O colapso, decorrente do excesso de batimento, ocasiona
afinamento do filme liquido e maior deformacdo mecanica o que
contribui para a ruptura de parede das bolhas com consequente reducéo
do overrun (LAU; DICKINSON, 2005). Além disso, Damodaran (2010)
afirma que o excesso de batimento pode causar a deshaturacdo extensa,
agregacdo e precipitagdo das proteinas, reduzindo sua capacidade
espumante. Raikos, Campbell e Euston (2007) propdem que a reducdo
do overrun ocorre devido a um fendmeno denominado “overbeating”.
Eles sugerem que o batimento prolongado causa coagulacdo excessiva
das proteinas globulares na interface ar-liquido com formacdo de
agregados insollveis que apresentam menor capacidade de retencdo de
agua, o que leva ao colapso da espuma.

A clara F apresentou maior capacidade espumante em relagdo as
claras P e S durante todo o tempo de batimento aplicado nesse estudo.
Contudo, as claras P e S ndo apresentaram diferenca estatistica entre si
(p< 0,05) até o tempo de 12 minutos, indicando um processo de
adsorcao similar das suas proteinas na interface durante esse tempo de
batimento. A partir de 15 minutos, com o overrun da clara P em declinio
(439 %) e a da clara S ainda em crescimento (631 %), observa-se a
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diferenca estatistica (p< 0,05) entre elas. As diferengas no overrun da
clara F em relacdo as demais claras pode ser um indicativo de que as
proteinas que compdem a clara F possuem maior velocidade e
capacidade de adsorgéo e orientacdo na interface do que as claras P e S,
0 que favoreceu a formacdo de novas bolhas. Um dos fatores mais
importantes para formacao de espumas a partir de solugdes proteicas € a
capacidade da proteina, contida na solucdo, adsorver na interface ar-
liquido. Esse fendmeno é termodinamicamente favoravel devido a
ocorréncia simultanea da desidratacdo na interface hidrofébica e nas
porcdes hidrofobicas das proteinas. A adsorcdo de proteinas na interface
ar-liquido conduz a formacdo de uma rede interfacial que altera as
propriedades fisicas e mecénicas da interface. A geragdo da rede
interfacial é necessaria para formar e estabilizar as espumas a partir de
solucbes de proteinas mediante aeracdo (DICKINSON, 1986;
WIERENGA et al., 2003).

Sendo assim, o comportamento observado nas claras F pode ser
devido & conservagdo do estado nativo dessas proteinas, mantendo suas
interacBes eletrostaticas e de solubilidade, favorecendo a formagédo da
rede interfacial. Na literatura varios autores relatam que a solubilidade é
um atributo importante para as propriedades funcionais das proteinas
alimentares e que, para a formacdo de espumas, € desejavel que elas
sejam solGveis, razdo pela qual, complexos insollveis ndo sdo bons
agentes espumantes (DAMODARAN; ANAND; RAZUMOVSKY,
1998; MINE, 1997).

Outro aspecto importante na analise do overrun se refere a analise
da cinética, isto é, o tempo em que o mesmo foi atingido em cada clara.
Observou-se que no tempo de trés minutos cerca de 78 % da capacidade
espumante da clara F j& havia sido alcancada (Tabela 8). Na clara P a
adsorcdo também ¢é elevada com 70 % da capacidade espumante
alcangada nos trés minutos iniciais do batimento. No entanto, o overrun
méaximo da clara P é inferior ao da clara F e logo ¢ alcangado no tempo
de 9 minutos, enquanto a clara F continua a aumentar até os 18 minutos.
Na clara S a adsor¢do seguida da incorporacdo de ar ocorre de maneira
mais lenta, mas a mesma foi capaz de manter 99 % da capacidade
espumante até o Ultimo tempo de batimento enquanto as claras F e P
mantiveram somente 76 e 62 % da capacidade espumante no dltimo
tempo de batimento, respectivamente. Em fungdo da menor formacéao de
espuma, desde o tempo inicial de batimento, as proteinas que compdem
as claras P e S, parecem apresentar um processo de adsor¢do mais lento
e incompleto. Vale lembrar que todas as claras avaliadas nesse estudo
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apresentam concentracdo proteica ~10 % e valor de pH ~ 9,0 (item
4.1.1). Uma vez que a concentracdo de proteinas e valor de pH das
claras sdo similares, a menor formagéo de espumas para as claras P e S
pode ser devido ao seu historico térmico. Conforme Talansier e
colaboradores (2009) a reducédo na difusdo e na adsorcdo das proteinas
para interface estd associada com a o aumento da intensidade do
tratamento térmico.

Embora tratamentos térmicos suaves conferidos a solucgdes
proteicas possam favorecer a formacdo de espuma em funcdo do
relaxamento das cadeias proteicas mais rigidas, tratamentos térmicos
com temperaturas mais elevadas causam desnaturacdo excessiva nas
proteinas, afetando negativamente a formagdo de espumas. Conforme
Damodaran (2010), o aumento da temperatura até 40 °C favorece a
solubilidade de proteinas em solugdes aquosas. No entanto, em
temperaturas mais elevadas (~ 70 a 80 °C), muitas proteinas sofrem
mudanca do seu estado nativo para o desnaturado. Isso ocorre porque a
temperatura desestabiliza especialmente as interacbes ndo covalentes
dessas proteinas, como as ligacbes de hidrogénio e as interacfes
eletrostadticas que sdo termodinamicamente exotérmicas. Para
Damodaran (2005) o calor extensivo induz a um processo de
polimerizacdo nas proteinas, prejudicando suas propriedades de
formacdo de espuma. O tratamento térmico pode induzir o processo de
desnaturagdo e, dependendo do grau de severidade, pode causar
alteragdes nas propriedades funcionais das proteinas (VAN DER
PLANCKEN; VAN LOEY; HENDRICKX, 2007).

Segundo Lechevalier e colaboradores (2007b), no processamento
de claras em pdé a transferéncia de calor, ocorrida na etapa de
pulverizacdo (spray drying), constitui a principal causa dos danos nas
propriedades funcionais de formacdo de espumas nessas claras.
Talansier et al. (2009) relatam que o processo de pasteurizacdo
conferido as claras é um ponto critico do processo e, para Foegeding,
Luck e Davis (2006), além dos processos térmicos, a mistura pode ser
uma etapa importante para causar modificacBes nas proteinas.

Dentre os efeitos dos processos térmicos esta a exposigdo e
oxidacdo de grupos sulfidrilas (S-H) presentes na ovalbumina em
dissulfetos (S-S) e, essas altera¢fes no grupo funcional, podem causar a
polimeriza¢do da cadeia proteica interferindo na solubilidade, difuséo e
na taxa de adsorcdo dessas proteinas para a superficie (DE JONGH et
al., 2004; MINE, 1997; VAN DER PLANCKEN; VAN LOEY;
HENDRICKX, 2006). Van Der Plancken, Van Loey e Hendrickx (2006)
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em estudos com clara fresca, apontaram que o tratamento térmico reduz
a solubilidade das proteinas da clara. A reducdo da solubilidade nas
temperaturas de 73 a 85 °C foi atribuida a desnaturacéo e agregacao da
ovalbumina, enquanto que a 55 a 60°C, esse efeito foi atribuido a
ovotransferrina.

Tratamentos térmicos conferidos & claras de ovos, também
causam a maior exposicdo de grupos hidrofobicos anteriormente
contidos no interior da molécula (CROGUENNEC et al., 2007; MINE,
1997; TALANSIER et al., 2009; VAN DER PLANCKEN; VAN
LOEY; HENDRICKX, 2006). Conforme Van Der Plancken, Van Loey
e Hendrickx (2006) a exposicdo desses grupos aumenta as interacfes
hidrofdbicas das proteinas, podendo facilitar a formacdo de agregados
insolveis. Apesar disso, Damodaran (2005) aponta que a capacidade
espumante possui uma correlagéo positiva com a hidrofobicidade média
das proteinas, uma vez que as proteinas adsorvidas desnaturam e
expdem seus grupos hidrofdbicos na interface, apresentando importante
papel na interface ar-liquido. Para Weirenga e Gruppen (2010) a taxa
inicial de adsor¢do das proteinas na interface é baseada no equilibrio
entre propriedades eletrostaticas e hidrofdbicas sendo, portanto,
necessario um minimo de hidrofobicidade exposta para que a adsor¢édo
das proteinas ocorra na interface.

Entretanto, embora a hidrofobicidade de uma proteina seja um
requisito importante para a formacdo de espumas, Daltin (2011) afirma
gue proteinas com cadeias hidrofdbicas longas e muito expostas podem
reduzir sua solubilidade e, portanto apresentar uma baixa difusdo desta
para a superficie ar-liquido. Sendo assim, as temperaturas de
pasteurizacdo e secagem aplicadas nas claras P e S avaliadas nesse
trabalho, podem ter causado alteragdes na estrutura conformacaional de
algumas proteinas, afetando suas cargas e solubilidade, dificultando ou
impedindo sua difusdo e adsorcdo na superficie para a formacdo de
novas interfaces ar-liquido, causando a formacdo de um menor volume
de espuma.

Conforme Magdassi (1996), a atividade de superficie de uma
proteina esta relacionada as porgdes polar e apolar (anfifilica), que séo
determinadas em funcéo da sua estrutura (1%, 2%, 3* e 4%). Desta forma, as
diferencas nessa atividade estdo relacionadas com as variagdes ou
mudangas nessas estruturas. Mudangas nas estruturas das proteinas
contidas nas claras P e S foram observadas nos ensaios de DSC (item
4.1.7) e indicaram que as mesmas se encontravam parcialmente
desnaturadas, uma vez que apresentaram menor entalpia de
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desnaturagdo em relagdo a clara F. Essa reducdo na entalpia de
desnaturacdo pode indicar perda da estrutura secundaria das proteinas
além de que no estado parcialmente desnaturado elas devem estar
sollveis, pois se estiverem insollveis, ndo sdo capazes de se adsorverem
e formarem uma pelicula viscoelastica na interface (VAN DER
PLANCKEN; VAN LOEY; HENDRICKX, 2007; POOLE; WEST,;
WALTERS, 1984).

Por outro lado, mudancas nas estruturas proteicas, podem afetar a
distribuicdo de cargas das proteinas, afetando consequentemente a
tensdo superficial do liquido. Ensaios de tensdo superficial (item 4.1.8)
mostraram que as claras P e S apresentam maior tensdo do que a clara F
corroborando com os resultados de overrun apresentados. Durante o
batimento, como a energia fornecida durante o preparo das espumas foi
a mesma para todas as claras (velocidade de batimento padronizado) e
dado que as claras P e S apresentaram maior tensdo superficial,
formaram menos superficies e, portanto, quantidade menor de espumas
(menor overrun) quando comparadas a clara F. De acordo com Daltin
(2011) a quantidade de espuma formada por proteinas depende da
guantidade de energia utilizada e sua relagdo com a tensdo superficial.

Uma vez que as claras ndo apresentaram a mesma capacidade
espumante e, portanto, ndo possuem 0s mesmo tempos de overrun
maximo, para melhor compreensdo, é importante realizar uma analise
separadamente. Sendo assim, os valores de overrun referentes aos
tempos de trés minutos, no overrun maximo e no tempo final de
batimento, das claras F, P e S foram comparados estatisticamente e sdo
apresentados na Tabela 9. Esses tempos de analise serdo aplicados para
as medidas de densidade e de fracdo gasosa das espumas que serdo
apresentados na sequéncia.
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Tabela 9 - Comparagdo das médias e desvio padrdo dos valores de overrun nos
tempos de trés minutos, no tempo do overrun maximo e no tempo final de
batimento, para as claras fresca (F), pasteurizada (P) e desidratada reconstituida

).

Overrun (%) (X = S)
Medida F P S

Trés minutos 902 +41** 393 +37°A 400+ 34°A
Overrun maximo 1153 +52%8  560+55°8 677 +06°B
Final 874 +50%" 382+20°* 661+08°E

Meédias seguidas com a mesma letra mindscula (mesma linha) e com a mesma letra
maiGscula (mesma coluna) ndo diferem estatisticamente entre si através do teste de
Tukey (p< 0,05).

No tempo de trés minutos, a clara F apresentou overrun
estatisticamente diferente (p< 0,05) das claras P e S, que ndo
apresentaram diferenca estatistica entre si (p< 0,05). Entretanto nos
tempos de overrun maximo e no tempo final de batimento todas as
claras apresentaram overrun com diferenca significativa (p< 0,05),
sendo a clara F a que apresentou maiores valores em relagéo as demais
(Tabela 9).

A clara F apresentou diferenga estatistica entre a medida de
overrun méximo e no tempo final de batimento. Contudo, no tempo
final ndo houve diferenca estatistica em relacdo a medida de trés
minutos. Isso indica que ocorre um processo de colapso da espuma
devido o tempo de batimento (Tabela 8). Essa reducdo na incorporacao
de ar observada na medida final pode ser observada na Figura 27 através
do declive da curva. O mesmo comportamento foi observado para a
clara P. Na clara S o tempo de trés minutos possui diferenga
significativa entre o overrun méaximo e o tempo final, entretanto as duas
Gltimas medidas ndo apresentaram diferencas significativas entre si. Isso
demonstra que apesar de haver um leve declinio da curva (Figura 27)
esta ndo é suficiente para diferir do valor de overrun maximo obtido nos
ensaios com essa clara. Desta forma, pode-se sugerir que a clara S é
mais estavel ao processo de batimento ap6s atingir seu overrun maximo
do que as demais claras avaliadas.

Durante os ensaios de overrun, foi realizada uma anélise
subjetiva das espumas formadas ao longo do tempo de batimento, cujas
imagens podem ser observadas na Figura 28
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Figura 28 - Imagens dos ensaios de overrun das claras fresca (F), pasteurizada
(P) e desidratada reconstituida (S).

Fresca

3 min 9min

9 min

Fonte: Prdprio autor, (2017)

As imagens evidenciam a diferenca de volume alcangado por
cada espuma, corroborando com os resultados obtidos nos ensaios de
overrun (Figura 27 e Tabela 8). Além disso, foi observado durante os
ensaios, aparentemente diferencas quanto a hidratacdo das espumas. As
espumas obtidas das claras P e S apresentaram um aspecto que parecia
ser mais cremoso. Isso quer dizer que as bolhas estavam mais
hidratadas, devido a maior presenca de liquido entre elas. Essa maior
hidratagdo pode permitir uma maior mobilidade das bolhas, que
juntamente com a espessura do filme, podem ser mais resistentes ao
cisalhamento. No entanto, as espumas da clara F apresentaram aspecto
mais seco e mais solido, devido a sua maior capacidade espumante.
Contudo, esse efeito serd melhor discutido nos ensaios de microscopia
oOptica de fluorescéncia.

A densidade é uma propriedade fisica do material que
correlaciona massa com volume. Sendo assim, os valores médios e o
desvio padrdo dos ensaios de densidade das claras e das espumas apés
trés minutos de batimento, no overrun maximo e no tempo final do
batimento sdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Valores médios e desvio padrdo das medidas de densidade das claras e das espumas das claras fresca (F), pasteurizada
(P) e desidratada reconstituida (P) do liquido (tempo 0) e das medidas das espumas apés trés minutos de batimento, no overrun

méaximo e no final do batimento

Densidade (g.cm™)

Clara Espumas
Amostras N . . . .
Tempo zero Trés minutos Overrun maximo Final
F 1,0078 + 0,0046 ** 0,1007 + 0,0038 >4 0,0805 + 0,0036 “A 0,1036 + 0,0054 >A
P 1,0013 + 0,0045 *A 0,2037 + 0,0150 B 0,1524 + 0,0131¢8 0,2080 + 0,0091 "8
S 1,0097 + 0,0006 ** 0,2042 +0,0016 & 0,1299 + 0,0010 ¢ 0,1327 + 0,0015 ¢

“Notas: Médias seguidas com as mesmas letras mintisculas (mesma linha) e com as mesmas letras maitsculas (mesma coluna) nio

diferem estatisticamente entre si através do teste de Tukey (p< 0,05).
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As claras liquidas F, P e S, antes de serem submetidas ao
processo de batimento (tempo 0), exibiram densidade entre 1,0013 e
1,0097 g.cm™, ndo apresentando diferenca estatistica (p< 0,05) entre si.
Os valores de densidade encontrados estdo de acordo com os valores
reportados por Machado e colaboradores (2007) de 1,002 a 1,035 g.cm™
para clara de ovo em pH 9,0.

Apo0s 0s primeiros trés minutos de incorporacdo de ar, todas as
espumas apresentaram reducdo significativa na densidade. A espuma da
clara F foi a que teve o maior decréscimo, reduzindo 10 vezes sua
densidade inicial, enquanto as espumas das claras P e S exibiram uma
reducdo na densidade de 5 vezes, ndo diferindo estatisticamente ente si,
mas apresentando diferenca estatistica com a clara F. Essa reducdo
menos acentuada na densidade das espumas das claras P e S corrobora
com os ensaios de overrun, uma vez que foi observado que hd uma
menor incorporacdo de ar nessas claras, em comparacdo a clara F
durante esse tempo de medida (Tabela 8 e Tabela 9).

A densidade é uma medida chave usada na indudstria para
caracterizar a aeragdo de um produto, sendo um indicador da quantidade
de ar incorporado a massa (ALLAIS et al., 2006), podendo ser
relacionada ao aspecto fisico da espuma. Nesse caso, devido as claras P
e S incorporarem menor ar, formando menos espumas, reduzem menos
sua densidade e formam espumas mais cremosas ou mais hidratadas.
Van Der Plancken, Van Loey e Hendrickx (2007) estudando os efeitos
da formacdo de espumas em claras submetidas ao calor e alta presséo,
observaram que as claras tratadas termicamente acima de 65 °C
apresentaram espumas com maior densidade comparativamente as
tratadas com temperatura inferior. Os autores observaram que essas
espumas continham uma aparéncia mais Umida e cremosa do que as
claras que ndo foram tratadas, cuja espuma era mais seca e com
tonalidade mais branca.

No tempo de batimento referente ao overrun maximo foram
observados 0s menores valores de densidade para as espumas de todas
as claras. A espuma da clara F foi a que novamente apresentou menor
valor de densidade (0,0805 g.cm™) seguida pela espuma da clara S
(0,1299 g.cm®) e espuma da clara P (0,1524 g.cm®) todas
estatisticamente diferentes entre si (p< 0,05). Esse resultado corrobora
com o obtido através dos ensaios de overrun (Figura 27 e Tabela 9),
onde mostraram que a espuma de clara F possui maior overrun maximo
apresentando, portanto, menor densidade devido a maior incorporacao
de ar.
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No tempo final de batimento foi observado um aumento na
densidade das espumas de todas as claras. Esse aumento fez com que 0s
valores de densidade para as espumas F e P ndo diferissem
estatisticamente das suas densidades obtidas no inicio do batimento (trés
minutos). Para a clara S, a reducéo na densidade observada no final do
batimento, ndo apresentou diferenca significativa quando comparada a
densidade no overrun maximo, indicando que essa clara perde menos ar
para atmosfera apds seu overrun maximo, em virtude do excesso de
batimento. Esse comportamento ja era esperado e corrobora com o
observado nas curvas dos ensaios de overrun (Figura 27), que
evidenciaram o declinio das espumas F e P apds atingir o overrun
maximo, e um declinio menos pronunciado para a curva da espuma de
clara S. O aumento da densidade das espumas ap6s atingirem sua
capacidade espumante maxima ocorre devido ao colapso das bolhas de
espuma em virtude do excesso de batimento, como discutido nos ensaios
de overrun. De acordo com Damodaran (2010) o colapso, ou quebra do
filme proteico, causa a liberagdo do gas para a atmosfera, especialmente
para as espumas mais proximas da superficie, reduzindo o volume das
espumas.

Os valores da fragdo da fase gasosa das espumas de claras F, P e
S, em trés minutos de batimento, no tempo de overrun maximo e no
tempo final do batimento sdo apresentados na Tabela 11. Além disso,
para melhor observar os efeitos da incorporacéo de ar e a formacao das
espumas a partir das claras F, P e S, sdo apresentados na Figura 29 os
graficos vinculados das curvas de overrun (A), densidade (B) e fracdo
da fase gasosa (C).

Tabela 11 - Médias e desvio padrdo dos ensaios de fracdo da fase gasosa (¢) das
espumas de claras fresca (F), pasteurizada (P) e desidratada reconstituida (S).

Fracdo da fase gasosa (¢) (X £ S)

Amostras Trés minutos Overrun maximo Final
F 0,90 + 0,00 ** 0,92 + 0,00 ™4 0,90 + 0,01 **
P 0,80 +0,02%® 0,85 + 0,01 "8 0,79+0,02%"
S 0,80 + 0,01*® 0,87 + 0,00 € 0,87 + 0,01 °¢

“Notas: Médias seguidas com as mesmas letras mindsculas (mesma linha) e mesmas
letras mailsculas (mesma coluna) ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (p< 0,05).
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Todas as espumas apresentaram ¢, variando entre 0,79 e 0,92,
para os diferentes tempos de batimento, indicando que ocorreu uma
adequada incorporagdo de ar (Tabela 11). Segundo Ritzoulis (2013), as
espumas contidas nos alimentos costumam apresentar valores de ¢
elevados, geralmente acima de 0,50. Essa afirmativa corrobora com
Walstra (1989), onde sugere que o valor da ¢ em espumas proteicas esta
localizado entre 0,50 e 0,97.

Os valores de ¢ das diferentes espumas estdo de acordo com
valores reportados na literatura para as claras F e S, embora ndo tenham
sido localizados dados que permitam a comparagdo com as espumas de
clara P. Os valores de ¢ obtidos nesse trabalho para as espumas de clara
S variaram entre 0,80 e 0,87 e sdo similares aos resultados reportados
por Pernell e colaboradores (2002) que obtiveram valores de ¢ 0,85 a
0,89 para espumas de claras reconstituidas nas concentracGes de 2 %, 5
% e 10 % com tempo de batimento de até 12 minutos e de Davis e
Foegeding (2007) e Yang e Foegeding (2011) (0,88) ap6s 15 minutos de
batimento. Outros autores apontaram valores superiores de ¢ variando
de 0,90 a 0,95 (PTASZEK et al., 2015; TALANSIER et al., 2009;
YANG; BERRY; FOEGEDING, 2009). Essa variabilidade nos valores
de ¢ observadas, pode ser atribuida as diferencas na velocidade de
batimento, tipo de incorporacdo de ar, ou formacdo de bancos de ar
durante a medida.

Quando se analisa 0 comportamento das diferentes espumas
considerando o tempo de batimento, observa-se que a espuma da clara F
apresentou valores de ¢ significativamente maiores (p< 0,05) aos das
espumas das claras S e P, em todos os tempos de batimento avaliados
(Tabela 11). Estes resultados estdo coerentes com os resultados obtidos
nos ensaios de overrun e nos ensaios de densidade, uma vez que a clara
F foi a que apresentou maior capacidade espumante e menor densidade
tendo, portanto, maior incorporagdo de ar (Figura 29). Por outro lado, as
espumas das claras S e P ndo apresentaram diferencas significativas
entre elas até os trés primeiros minutos de batimento, mas no overrun
maximo e no final do batimento a espuma da clara S apresentou uma
maior fracdo gasosa, resultados estes que refletem o comportamento
destas claras no que se refere ao overrun e a densidade. No tempo de
overrun maximo obtiveram-se os maiores valores de ¢ em todas as
claras (Tabela 11) concordando com os resultados de overrun onde,
nesse tempo de batimento, as espumas apresentaram overrun maximo e
0s menores Vvalores de densidade (Figura 29).
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Logo, o tempo de overrun méximo, pode ser considerado como
tempo de batimento limitante quanto a formacdo de filmes e, portanto
limitante quanto a incorporacdo de ar na espuma. Por outro lado, é
importante destacar que a espuma da clara S, apds o atingir o tempo
relativo ao overrun maximo, mantém o valor de ¢ até o tempo final de
batimento, comportamento diferente das amostras F e P, cuja ¢ diminui
significativamente no final do processo de batimento.

Estes resultados indicam que a espuma da clara S é mais
resistente ao colapso ocorrido apds o0 overrun maximo, nao havendo,
portanto, elevada liberacéo do ar aprisionado na massa de bolhas, como
ocorre nas demais claras. De acordo com Damodaran (2010), o overrun
de uma espuma pode decair em funcdo da desnaturacdo extensa,
agregacdo e precipitacdo das proteinas causadas pelo cisalhamento
excessivo. Desta forma, o colapso leva a liberacdo de géas para a
atmosfera, anteriormente aprisionado na massa de bolhas, reduzindo a ¢
especialmente nas espumas das claras F e P. Essa resposta mais estavel
da espuma da clara S quanto ao cisalhamento apds seu overrun maximo,
pode ter relacdo com a espessura do filme proteico criado durante a
formacdo de espuma, conforme sera discutido nos resultados de
microscopia 6ptica de fluorescéncia, embora deva ainda ser melhor
investigado.

Além das informacdes sobre ar incorporado a espuma, a medida
de fracdo da fase gasosa de espumas é utilizada como um indicativo da
geometria das bolhas contidas na massa. Isso porque a incorporagdo de
ar a fase continua forma inicialmente bolhas mais esféricas e, conforme
a fracdo gasosa aumenta, comega a ocorrer uma compresséo entre essas
bolhas que tendem a deformar e formar estruturas poliédricas. A
interpretacdo da geometria em funcdo da fracdo gasosa é usada como
um indicativo da estabilidade das espumas, pois afeta tanto a lamela
formada quanto os angulos relativos as bordas de Plateau entre as
bolhas.

A morfologia de espumas se altera conforme ha o aumento da
fracdo de fase gasosa (¢). Valores abaixo de 0,83 apresentam espumas
com esferas uniformes e incompressiveis, caracterizando espumas
molhadas. Entretanto, quanto mais proximo de 1 for a ¢ , as espumas
tendem a apresentam bolhas mais comprimidas, menos Umidas e com
morfologia poliédrica (MASON,1999; SCHRAMM, 2014).

Desta forma, a partir dos valores de ¢ observadas nas espumas da
clara F, P e S, embora ndo sendo uma correlacdo direta, pode ser um
indicativo de que essas espumas apresentem bolhas com geometria
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poliédrica, entretanto esse comportamento serd melhor explorado nos
ensaios de microscopia Optica de fluorescéncia.

Figura 29 - Curvas das médias e desvio padrdo do overrun (%), densidade
(g.cm®) e fracdo da fase gasosa (¢) das espumas das claras fresca (A),
pasteurizada (B) e desidratada reconstituida (C).
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Todas as claras mostraram comportamento similar, apresentando
curvas de overrun e de fragdo da fase gasosa crescentes, seguida de uma
decréscimo apds a capacidade espumante maxima ser alcancada (Figura
29). Além disso, as curvas de densidade mostraram comportamento
inverso, sendo no inicio decrescente e apOs a capacidade espumante
maxima, crescente. Sendo assim, a unido das curvas em um Unico
grafico mostrou que a fracdo da fase gasosa é diretamente proporcional
e a densidade inversamente proporcional ao overrun das espumas das
claras F, P e S. Desta forma, a fracdo da fase gasosa atinge seu maximo
e a densidade atinge seu minimo quando a clara atinge seu overrun
méaximo. lIsso significa dizer que devido a formacdo de bolhas e
aumento da massa de espuma, ocorre 0 aumento do overrun e da fracao
da fase gasosa, em funcdo da formacdo de novos filmes (superficies) e
aprisionamento do ar. Em contrapartida, o aumento do overrun, devido
0 aumento da massa de bolhas avaliado dentro de um volume fixo, causa
a reducdo da densidade dessas espumas.

Campbell e Mougeot (1999) em estudos de caracterizacdo de
produtos alimentares aerados expdem que produtos como merengue,
tem uma espuma com densidade entre 0,17 e 0,18 g.cm'3, overrun entre
750 e 800 % e fracdo gasosa entre 0,88 e 0,90, valores esses similares
aos obtidos nesse trabalho.

Em estudo das propriedades fisico-quimicas das espumas de clara
de ovos adicionadas de pectina e goma xantana, Ptaszek e colaboradores
(2015) observaram que durante a formacéo de espumas, a fracdo da fase
gasosa tem comportamento inverso ao da densidade. Os autores



139

apontam que a clara padrdo (sem hidrocoloides) foi a que apresentou
maior fracdo gasosa e, portanto, menor densidade quando comparada as
demais. O mesmo comportamento foi observado por Zmudzinski e
colaboradores (2014) estudando o papel dos hidrocoloides nas
propriedades mecanicas de espumas de clara de ovos.

4.2.2 Microscopia Optica de fluorescéncia dos ensaios de
overrun

Os ensaios de overrun (item 4.2.1) evidenciaram uma diferenca
guanto a capacidade espumante entre as claras F, P e S durante o tempo
de batimento aplicado. Como ja discutido, diversos fatores podem
contribuir para essas diferencas, entre eles a tensdo superficial do
liguido, mudangas nas estruturas proteicas, caracteristicas do filme
proteico formado, entre outros. Para melhor compreender as diferencas
na capacidade espumante dessas claras, medidas de interface com
auxilio de ensaios de microscopia Optica de fluorescéncia durante os
ensaios de overrun foram realizados e séo apresentados na Figura 30.

Na Figura 30 sdo apresentadas as imagens de microscopia éptica
de fluorescéncia referente aos ensaios de overrun nos tempos de trés
minutos, no tempo de overrun maximo e no tempo final do batimento
para as espumas das claras fresca (imagens A), pasteurizada (imagens
B) e desidratada reconstituida (imagens C).
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Todas as apresentaram bolhas com geometria que variaram entre
esférica e poliédrica, apresentando mudancas quanto ao tamanho e
distribuicdo de bolhas, conforme houve evolugdo no tempo de medida
(Figura 30). Segundo Walstra (1989), essa dinamica no tamanho das
bolhas ocorre porque no inicio do batimento para a formacdo de
espumas, as bolhas formadas costumam ser de maior tamanho, mas,
devido as forcas de cisalhamento que agem em funcdo do elevado
gradiente de velocidade formado no liquido, as bolhas tendem a ser
rompidas em bolhas menores. Além disso, Wilson (1989) explica que as
modifica¢cdes na morfologia durante o batimento de espumas também
ocorre em virtude das forgas atrativas entre as bolhas, que podem afetar
sua geometria. Contudo Daltin (2011) atribui um papel relevante nessas
modificacBes a tensdo superficial das solugdes, cujo impacto se da
especialmente no tamanho das bolhas formadas.

As espumas obtidas a partir da clara F (imagens A) apresentaram
elevada quantidade de bolhas, desde os primeiros trés minutos de
batimento quando comparada as demais espumas (Figura 30). No
overrun maximo ocorre uma redu¢do do tamanho e aumento do ndmero
de bolhas na mesma area de espuma observada, quando comparadas a
espumas com trés minutos de batimento e, ap6s o overrun maximo,
observa-se um aumento no tamanho das bolhas. Quando avaliada a
geometria das bolhas, observa-se que em todos os tempos de medida a
clara F apresentou bolhas com formato poliédrico.

As espumas das claras P e S, através da observacdo das imagens
B e C, respectivamente, apresentaram em trés minutos de batimento
espumas com menor nimero de bolhas e com bolhas aparentemente de
maior didmetro, quando comparadas & espuma da clara F (imagem A).
Nessa medida, as bolhas de ambas as espumas apresentaram geometria
predominantemente esférica. No overrun maximo, observa-se uma
reducdo no tamanho e aumento do numero das bolhas quando
comparadas com as espumas apds trés minutos de batimento. No
overrun maximo a geometria das bolhas comeca a passar de uma forma
esférica para poliédrica em ambas as claras e, no final do batimento, ndo
se observam grandes diferengas em relacdo as espumas do overrun
maximo, apenas que a espuma da clara P apresenta geometria mais
esférica, enquanto a espuma da clara S é mais poliédrica.

Estes resultados estdo de acordo com as observacdes reportadas
por outros autores que, avaliando a morfologia de espumas de clara,
relatam geometrias esféricas e poliédricas e aparecimento de uma ou
outra modifica¢do no tamanho em funcéo das condigdes de batimento do
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sistema. Assim, Yang, Berry e Foegeding (2009) observaram, com
auxilio de microscopia confocal, que a espuma de clara desidratada
reconstituida obtida apds 20 minutos de batimento, apresentou bolhas
com formato préximo ao esférico e com variada distribuigdo de tamanho
de bolhas. O mesmo foi observado por Yang e Foegeding (2011) em
espumas de clara desidratada reconstituida obtida ap6s 15 minutos de
batimento.

Raikos, Campbell e Euston (2007) avaliando os efeitos da
propriedade espumante de clara fresca tratada termicamente com adigédo
de sacarose e cloreto de sodio, observaram através de imagens
microscopia confocal, que as espumas que apresentavam maior
densidade de bolhas e com menor didmetro eram aquelas relacionadas
ao tempo de batimento de maior capacidade espumante. Os autores
associam o tempo de batimento com a melhor adsor¢do das proteinas na
interface ar-liquido, resultando em um melhor poder espumante e,
portanto, espumas com maior nimero de bolhas. Lau e Dickinson
(2005), estudando as propriedades espumantes de solucfes de clara de
ovo e agUcar invertido, observaram com auxilio de microscopia
confocal, que a fase continua com menor viscosidade foi capaz de
incorporar mais ar, porém formou uma espuma com bolhas de tamanho
médio maior do que as solugbes que continham menos agucar.

No que se refere a dindmica de morfologia e tamanho das bolhas
durante o batimento, alguns estudos apontam um comportamento similar
ao observado neste estudo. Para Figueredo, Ribeiro e Sabadini (1999),
as bolhas de uma espuma apresentam, geralmente, geometria esférica
e/ou poliédrica. As bolhas esféricas contém filmes liquidos mais
espessos e sdo obtidas, principalmente, na fase inicial da formacdo de
uma espuma. Conforme ocorre o afinamento do filme liquido a distancia
das bolhas de gas diminui, este tende a adquirir um formato mais
poliédrico. Para Langevin (2017) a fragdo do volume de liquido presente
na espuma influencia diretamente na forma da bolha. A quantidade da
fracdo de volume de liquido na espuma pode variar de menos de 1 %
(espuma seca) a mais de 10 % (espuma Umida). Em espumas com baixas
fragbes liquidas, as bolhas sdo deformadas em poliedros com faces
quase planas e faces curvas. Quanto maior for a fracdo de volume de
liguido, bolhas mais esféricas e com movimento mais
independentemente s&o criadas.

Ritzoulis (2013) descreve que no inicio do batimento, durante a
formacdo de espuma, as bolhas inicialmente formadas estdo separadas
por camadas relativamente espessas da fase continua apresentando
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geometria esférica. Conforme a espuma torna-se uma grande
concentracao de bolhas, as forcas atrativas podem resultar na juncédo das
bolhas com subsequente perda da forma esférica a medida que cada
bolha tenta acomodar-se entre seus vizinhos.

Outro fator que, segundo Daltin (2011), influencia tanto a
formagéo quanto o tamanho das bolhas € a tensdo superficial. Segundo
este autor, quanto menor for a tensdo superficial de solugfes proteicas,
mais serd favorecida a formacédo de bolhas menores e em maior nimero.

Uma vez que a clara F apresentou maior capacidade espumante
nos ensaios de overrun em relacdo as demais claras durante todo tempo
de medida, micrografias dessa espuma mostrando bolhas com tamanhos
menores, maior nimero de bolhas e geometria poliédrica (Figura 30-A)
estdo de acordo com os menores valores de tensdo superficial e os
maiores valores de ¢ que esta clara apresentou. O aumento no didmetro
das bolhas, observado no final do batimento para as claras F, também
esta de acordo com a reducdo do overrun e ¢ observados nesse mesmo
tempo de medida, que se deve ao colapso da espuma em fungdo do
batimento excessivo.

Para as claras P e S, fica evidente que espumas com bolhas em
menor nimero e de maior tamanho (Figura 30 — B/C), também estdo de
acordo com o0s ensaios de overrun e ¢. Nessas claras o overrun,
referente a trés minutos de batimento € inferior ao da clara F, o que
justifica a menor presenca de bolhas nessas espumas. Devido a menor ¢,
a geometria da espuma se apresenta em uma forma mais esférica, uma
vez que a incorporagdo de ar ainda ndo se mostra suficiente para as
bolhas iniciarem um processo de compressao e, portanto, deformacéo.
No entanto, com o aumento da incorporacdo de ar chegando ao seu
méaximo (overrun méximo), essas claras apresentaram maiores valores
de overrun, aumentando o nimero de bolhas e reduzindo seu tamanho,
passando para uma geometria aparentemente mais poliédrica.

No que se refere ao efeito da tensdo superficial das claras sobre as
caracteristicas morfolégicas das espumas, Foegeding, Luck e Davis
(2006) apontam que o maior resultado da adsorcdo da proteina na
superficie se da pela redugdo da tensdo superficial. Sendo assim,
proteinas presentes em liquidos com tensdo superficial menor sédo
capazes de adsorver e formar novas superficies ar-liquido, aumentando
significativamente o volume da espuma. Este efeito da tenséo superficial
sobre as dimensdes das bolhas pode ser observado nas espumas
produzidas com a clara F, que por apresentar menor tensdo superficial
entre as claras, foi capaz de formar espumas com maior nimero de
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bolhas, com menores tamanhos e mais poliédricos, conforme
evidenciado nas imagens A da Figura 30.

A fracdo da fase gasosa também influencia na geometria das
bolhas de uma espuma. Embora ndo seja uma relacdo direta, ela pode ser
correlacionada. Nos ensaios de ¢ (item 4.2.1) a clara F apresentou ¢ de
0,90 j& no inicio do batimento, corroborando com a sua aparéncia
poliédrica desde a medida de trés minutos, conforme observado na
Figura 30.

Para contribuir com a andlise das imagens apresentadas na Figura
30, as imagens de microscopia das triplicatas dos ensaios de overrun
foram tratadas obtendo-se a média do nimero de bolhas que formam as
espumas das claras F, P e S, sendo apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12 - Médias e desvio padrdo do numero de bolhas obtidas pelo
tratamento das imagens de microscopia Optica de fluorescéncia dos ensaios de
overrun das claras (F), pasteurizada (P) e desidratada reconstituida (S),
referentes os tempos de trés minutos, overrun maximo e tempo final.

Ndmero de bolhas (Unidades) (X + S)

Amostras : — :
Trés minutos Overrun maximo Final
F 128 + 117 301 +8AP 224 + 49 A°
P 29 + 5 B2 102 +11B* 135 + 13 B¢
S 28 + 552 77+8°° 115 +12 ¢

"Notas: Médias seguidas com as mesmas letras minGsculas (mesma linha) e a médias
seguidas com as mesmas letras mailsculas (mesma coluna), ndo diferem
estatisticamente entre si através do teste de Tukey (p< 0,05).

Todas as claras apresentaram numero de bolhas crescente
conforme houve o aumento no tempo de batimento, atingindo seu maior
valor no overrun maximo para as claras F (301 unidades) e P (102
unidades) e no final do batimento para a clara S (115 unidades). Do
mesmo modo, devido ao nimero crescente de bolhas, todas as claras
apresentaram diferencas estatisticas (p< 0,05), quando avaliadas
isoladamente nos diferentes tempos de batimento analisados. Quando
comparadas entre si, a espuma da clara F foi a que apresentou
significativamente maior nimero de bolhas durante todo o tempo de
medida quando comparada as espumas das claras S e P. Por outro lado,
as claras P e S, embora ndo tenham se diferenciado nos trés minutos de
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batimento, no overrun méximo e no final do batimento a clara P
apresentou maior nimero de bolhas.

O aumento do namero de bolhas com o tempo de batimento para
todas as espumas avaliadas nesse estudo corrobora com o trabalho de
Lau e Dickinson (2006). Esses autores observaram com auxilio de
microscopia confocal, que espumas obtidas a partir de solucdes de
xarope de agUcar invertido e clara de ovo, apresentaram aumento da
densidade de bolhas e reducdo no didmetro das mesmas, conforme
houve o0 aumento no tempo de batimento.

No que se refere as diferencas entres as espumas em termos de
nimero de bolhas, estas podem ser atribuidas as caracteristicas
diferentes das claras. A espuma da clara F apresentou maior
incorporacdo de ar quando comparada com as espumas as claras P e S.
Isso indica que no inicio do batimento a incorporagdo de ar é mais
eficiente para as claras F em relacéo as claras P e S. Desta forma, devido
a maior adsorcdo das proteinas da clara F na superficie, ocorre a
formac&o de maior nimero de bolhas, sugerindo a presenca de bolhas de
menor didmetro, uma vez que a &rea medida foi padronizada. A
eficiéncia na adsorcdo das proteinas da clara F pode estar relacionada a
menor tensdo superficial em relacdo as demais claras e da manutengéo
da estrutura nativa das proteinas contidas na solucdo que, favorecem a
dindmica de formacdo de novas interfaces ar-liquido, conforme
discutido nos ensaios de tensdo superficial e de overrun (itens 4.1.8 e
4.2.1). Segundo Foegeding, Luck e Davis (2006) a maior adsorcdo da
proteina na superficie se da pela reducdo da tensdo superficial e
conforme Daltin, (2011) a reducédo da tensdo superficial é decisiva para
a formag&o das bolhas que constituem as espumas.

Nas claras P e S, o menor nimero de bolhas e, portanto, a menor
formacdo de espumas se deve, além de solugdes com maior tensdo
superficial, & mudangas nas estruturas das proteinas em funcdo dos
tratamentos térmicos como visto nos ensaios de DSC (item 4.1.7), que
podem alterar sua solubilidade e sua interacdo eletrostatica, interferindo
no processo de adsorcdo dessas proteinas para formacdo da interface,
conforme discutido nos ensaios de overrun (item 4.2.1).

No tempo de batimento relativo ao overrun maximo, embora
todas as claras tenham atingido a capacidade maxima de incorporacao
de ar nessa medida durante o0s ensaios de overrun, 0 mMesMo
comportamento ndo foi observado com relagdo ao numero de bolhas
obtidos nas espumas das claras P e S, uma vez que para estas espumas
houve um aumento no namero de bolhas no final do batimento (Tabela



147

12). Comportamento similar foi descrito por Lau e Dickinson (2006) em
espumas de clara de ovo em p6 com adicdo de xarope de acglcar
invertido. Estes pesquisadores observaram uma capacidade espumante
elevada em 5 minutos de batimento para solu¢bes de 6 % de clara, no
entanto, a maior densidade de bolhas nessas espumas foi observada apos
15 minutos de batimento. Eles atribuiram esse comportamento a quebra
de bolhas grandes em menores, resultando na reducdo da fase dispersa e
consequente reducdo do overrun.

Esse aumento no numero de bolhas sugere que, mesmo
aparentemente, ndo havendo a incorporacdo ar apds 0 overrun maximo,
o filme proteico pode ser dividido em bolhas menores, como resisténcia
ao efeito do cisalhamento, aumentando a quantidade de bolhas sem
aumentar, necessariamente, o volume da espuma. Uma possivel
justificativa para esse comportamento pode ser devido a maior
hidratacdo das espumas P e S, o que permite maior mobilidade das
bolhas durante processo de cisalhamento.

Durante os ensaios de overrun, observou-se, através de avaliactes
subjetivas, que as claras P e S tinham em aspecto cremoso, mesmo apds
0 overrun maximo, enquanto a clara F apresentava uma espuma mais
seca e rigida. Langevin (2017) afirma que se a fracdo da fase liquida
dentro da espuma for elevada, mais bolhas esféricas sdo formadas e
ocorre uma mobilidade mais independente dessas bolhas dentro do
sistema. De acordo com Daltin (2011), a cremosidade da espuma esta
associada a quantidade de fluido presente entre as bolhas, que por sua
vez esta relacionado a menor quantidade de ar incorporado. Se ha o
aumento da incorporacdo de ar, ocorre uma reducdo da espessura dos
filmes lamelares, causando uma “desidratacdo” na espuma, o que reduz
a mobilidade das bolhas e causa um aspecto mais rigido a espuma.

Para melhor compreensdo do efeito da “cremosidade” da espuma
em fungdo da presenca de filmes lamelares criados, sdo apresentadas na
Figura 31 duas microscopias 6pticas de fluorescéncia das espumas de
clara fresca (A) e desidratada (B) no tempo de batimento referente ao
overrun maximo (18 minutos). As imagens foram marcadas com um
circulo tracejado para indicar o filme lamelar criado entre duas
interfaces e com setas para indicar a fase continua.
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Figura 31 - Imagens de microscopia optica de fluorescéncia com ampliagdo de
100 vezes, dos ensaios de overrun no tempo de 18 minutos das espumas das
claras fresca (A) e desidratada reconstituida (B)

(A)
Espuma clara fresca

(B)
Espuma clara desidratada

200 pm

As imagens A e B (Figura 31) mostram a diferenca da presenca
de filmes lamelares nas espumas das claras F e S. Embora ambas as
espumas tenham grande nimero de filmes lamelares, na espuma da clara
S as areas de interfacialmente sdo maiores, indicando que nessas
espumas os filmes sdo mais espessos. A presenca de regides com maior
quantidade de liquido (fase continua), conforme indicado pelas setas na
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Figura 31-B, permitiu que a espuma apresentasse um aspecto mais
cremoso devido a sua maior hidratacdo, dando maior mobilidade as
bolhas presentes. Nas espumas da clara F (Figura 31-A), a maior
presenca de filmes lamelares favoreceu uma maior distribuicdo da fase
continua pela espuma, conferindo a essa clara filmes lamelares mais
finos e uma espuma com aspecto mais seco e rigido, corroborando com
0 observado nos ensaios de overrun (item 4.2.1, Figura 28).

Durante os ensaios de microscopia dos ensaios de overrun foi
observado que os filmes interfaciais das espumas avaliadas possuiam
espessuras diferentes. Para melhor observar essas diferencas, imagens de
microscopia Optica de fluorescéncia com ampliagdo de 100 vezes (A) e
400 vezes (B) das espumas elaboradas com claras F, P e S foram
realizadas e sdo apresentadas na Figura 32. Nas imagens observam-se
em destaque os filmes interfaciais, cujos retdngulos (imagens A)
indicam a regido interfacial que foi ampliada para a obtengéo da imagem
B. Nas imagens B, os tragos marcam a espessura do filme proteico
interfacial das espumas das claras F, P e S.

A partir do tratamento das imagens foram realizadas as medidas
de espessura dos filmes interfaciais das espumas das claras F, P e S
elaboradas apds trés minutos de batimento, no tempo de overrun
méaximo e no tempo final de batimento, sendo apresentadas como média
e 0 desvio padrdo na Tabela 13.



150

Figura 32 - Imagens de microscopia oOptica de fluorescéncia dos ensaios de overrun das claras fresca (F), pasteurizada (P) e

desidratada reconstituida (S) no tempo de batimento de trés minutos, com ampliagdo de 100 X (A) e 400 X (B) indicando regides
de filmes proteicos e suas respectivas espessuras

Espuma clara fresca (F) Espuma clara pasteurizada (P) Espuma clara desidratada (S)

(A)
Ampliagdo 100 X

200 pm 200 pm

(B)
Ampliagéo 400 X

.

0%

50 pm

50 ym
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Tabela 13 - Médias e desvio padrdo das medidas de espessura dos filmes
interfaciais das espumas elaboradas a partir das claras fresca (F),
pasteurizada (P) e desidratada reconstituida (S), nos tempos de trés
minutos de batimento, no overrun méaximo e no final do batimento

Espessura (um) (X £ S)

Amostras Trés minutos Overrun maximo Final
F 17,95+3,67"% 1096 +152”°  958+244 AC
P 52,87 +12,89%% 2775+4732B°  2506+534°B"
S 3849+681“% 2270+446“° 16,55+ 4,41 °°

"Notas:Médias seguidas com as mesmas letras mintsculas (mesma linha) e a médias
seguidas com as mesmas letras mailsculas (mesma coluna), ndo diferem
estatisticamente entre si através do teste de Tukey (p< 0,05).

Como é observado na Figura 32 (imagens A e B) obtidas no
tempo de trés minutos de batimento, a espuma da clara F apresenta
espessura da pelicula interfacial que compde a bolha menos espessa do
gue o observado nas demais claras. Os tracos indicam o inicio e o fim da
espessura dos filmes interfaciais (imagem B) para todas as espumas
analisadas, evidenciando as diferencas na espessura da pelicula
interfacial das bolhas das espumas.

Dutta et al. (2004) supdem que as bolhas de ar estdo rodeadas
com uma camada de meio continuo, cuja espessura pode variar. Sendo
assim, a pelicula interfacial que recobre as bolhas das claras F, P e S,
observada neste estudo, pode ser devido a interacdo entre as camadas de
proteinas e uma quantidade de fase continua (liquido).

No que se refere as modificacbes na espessura dos filmes
lamelares durante o batimento, observou-se que todas as claras
apresentaram comportamento similar, com reducdo na espessura do
filme conforme houve o aumento no tempo de batimento, exceto para a
espuma da clara P, na qual a espessura do filme ndo variou apés o
overrun maximo. Isso indica que embora haja reducdo na capacidade
espumante ap6s o tempo de overrun maximo, as bolhas podem
continuar se dividindo em funcéo do cisalhamento aplicado, reduzindo
sua espessura sem, necessariamente, incorporar mais ar a espuma.

As claras F apresentaram filmes com menor espessura quando
comparados as demais claras durante todo o tempo de medida (Tabela
13). Isso corrobora com o observado nas imagens da Figura 32 -B.
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Nessas imagens ressalta-se a menor espessura dos filmes interfaces
apresentados pela clara F. A espuma da clara P foi a que apresentou
maiores valores de espessura, sendo cerca de 60 % mais espessa do que
os filmes medidos na clara F, durante todo o tempo de medida. Em
relacdo a clara S a diferenca observada na espessura foi menor. A clara
S segue o comportamento observado na clara F, reduzindo o filme
conforme aumenta o tempo de batimento e apresentando valores de
espessura localizados entre os valores observados para as claras F e P.

Devido ao efeito do tratamento térmico e mudangas na estrutura
proteica, alteragbes nas cargas elétricas e, portanto na interacdo
eletrostatica entre as proteinas e proteinas-solvente podem ocorrer. Se
uma maior repulsdo eletrostatica proteina-solvente ocorrer, aumentando
a interacdo proteina-proteina, pode ser que espumas das claras P e S
formem filmes interfaciais mais espessos devido & formagdo de
multicamadas proteicas durante a criagdo das bolhas em funcéo da maior
interacdo entre proteinas. Entretanto, esse fato deve ser melhor
investigado.

Analisando a variagdo da espessura do filme lamelar em fungéo
do tempo de batimento, observa-se que para as espumas de clara F a
presenca de um filme menos espesso, observado nas bolhas apos trés
minutos de batimento, s&o um indicativo da maior incorporacéo de ar e
maior fracdo da fase gasosa, que ocorre ja no inicio do batimento, como
discutido nos ensaios de overrun e de fracdo da fase gasosa. Conforme
Daltin (2011), cada novo filme formado faz com que os filmes
anteriores reduzam sua espessura. 1sso corrobora com os resultados
observados nessas espumas, uma Vvez (que apresentaram maior
incorporacao de ar e consequente formacao de maior nimero de filmes,
produzindo maior nimero de bolhas com menor espessura de filme
interfacial. Essa melhor capacidade de incorporar ar a massa de bolhas,
estd relacionada a menor tensdo superficial e maior viscosidade da
solucdo, bem como, estado conformacional nativo das proteinas, como
ja discutido nos ensaios anteriores.

A espuma da clara P foi a que apresentou maior espessura dos
filmes interfaciais (52,87 um) sendo 66 % maior do que a espessura dos
filmes da clara F, porém a diferenca é menor em relacéo a clara S (27
%) apods trés minutos de batimento(Tabela 13). Embora nos ensaios de
overrun as claras P e S tenham apresentado menor capacidade
espumante em relacdo a clara F, a clara P foi a que obteve os menores
valores de overrun em relagdo a todas as claras avaliadas. Desta forma, a
clara P que apresentou menor capacidade espumante e menor fracdo
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gasosa, foi a que obteve filmes mais espessos. Isso, mais uma vez sugere
gue quanto maior for a capacidade de formar novas superficies e,
consequentemente, incorporar mais ar e formar mais espuma, menor
serd a espessura do filme formado.

No tempo de overrun méximo os filmes interfaciais de todas as
claras apresentam reducdo da espessura entre 40 e 50 %, em relacdo a
espessura do filmes no inicio do batimento (trés minutos), conforme
Tabela 13. Essa reducdo na espessura dos filmes interfaciais coincide
com a maior capacidade de incorporacdo de ar nas espumas medidas nos
ensaios de % overrun (item 4.2.1), bem como ao aumento do nimero de
bolhas nas espumas apresentados na Tabela 12. Embora pare¢a haver
uma correlagcdo do aumento da capacidade espumante, com 0 aumento
do numero de bolhas presentes na espuma e a reducdo na espessura do
filme interfacial, os resultados observados no final do batimento, para as
andlises do numero de bolhas e a espessura do filme, ndo parecem
apresentar tal tendéncia. Isso porque, mesmo sendo pequena, ainda
ocorre a reducdo da espessura do filme (6 a 20 %, em relacdo a
espessura no overrun maximo), em todas as claras (Tabela 13). O
aumento do ndmero de bolhas também é observado no final do
batimento para as claras P e S (Tabela 12). Nesse tempo de medida, 0s
ensaios de overrun e fragdo da fase gasosa apresentaram reducédo, que
foi relacionada a um colapso das espumas em funcdo do excesso de
batimento. Sendo assim, a aumento do numero de bolhas nas claras P e
S pode ser um mecanismo de redugdo das bolhas maiores em menores
em funcdo do cisalhamento, sem que haja necessariamente a
incorporacdo de ar a massa.

Conforme Wilson (1989) durante a formacdo de espuma, as
bolhas iniciais apresentam-se separadas por camadas relativamente
espessas da fase continua e, durante o batimento, se o filme for muito
afinado ocorrera sua a ruptura. Isso sugere que durante o batimento
processos de formacdo de bolhas e de coalescéncia ocorrem
simultaneamente.

Embora diversos estudos da propriedade de formacdo de espuma
de clara de ovos ja tenham sido publicados, ndo foram encontrados
trabalhos que tenham realizado a medida da espessura dos filmes
proteicos, conforme realizado neste estudo.

Durante os ensaios de microscopia Optica de fluorescéncia das
medidas de overrun foi possivel observar as regides referentes as bordas
de Plateau, que se formam com o encontro da face de trés bolhas
adjacentes. As bordas de Plateau foram observadas em todas as
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espumas em todos os tempos de medida e pode se observada com na
Figura 32 — A, indicado por um circulo e uma seta.

A caracterizacdo da borda de Plateau ou canais de Plateau ocorre
devido a interseccdo de trés interfaces (bolhas) diferentes, formando
uma estrutura que se assemelha a um tridngulo, como apontado pelos
circulos tracejados. A presenca e identificacdo dessas regifes sdo
importantes para auxiliar na caracterizagdo microestrutural das espumas,
bem como, na compreensdo da geometria das bolhas, seu tamanho e os
efeitos na estabilidade das espumas.

As bolhas formadas apresentam pressao interna diferente da fase
continua especialmente entre as bordas de Plateau. Conforme a lei de
Young-Laplace, a face interna de uma bolha possui pressdo maior do
que a face externa, uma vez que o lado céncavo de uma esfera apresenta
maior pressdo em funcdo das forcas de atracdo (DALTIN, 2011). Essa
diferenca de presséo interfere tanto no tamanho das bolhas formadas
quanto no processo de estabilidade da espuma (SHAW, 1975;
WASTRA, 2010).

Nas espumas em que a fracdo da fase gasosa € baixa, a pressao de
Laplace provoca bolhas mais esféricas, em funcdo de uma grande area
cbncava na fase continua. Se a fracdo gasosa for elevada, a lamela
comeca a ficar cada vez mais fina e plana e a juncdo de trés lamelas
forma a borda de Plateau (WILSON, 1989). Devido a regido de
superficie convexa que compBe a borda de Plateau, hd uma menor
pressdo dessa regido em relacdo a lamela. Essa diferenca de presséo
entre fase continua e fase dispersa, bem como entre a lamela e a borda
de Plateau sdo importantes para compreender a estabilidade da espuma
(DALTIN, 2011). Esses efeitos serdo melhor discutidos nos ensaios de
estabilidade.

4.2.3 Percentagem de drenado e tempo de meia vida

Os resultados da % DR determinados durante um periodo de
andlise de 120 minutos, para as espumas das claras F, P e S obtidas apds
batimento no tempo de overrun mé&ximo respectivo de cada clara
(determinado nos ensaios de overrun), sdo apresentados como média e
desvio padrdo na Tabela 14.

Tabela 14 - Média e desvio padrdo da drenagem (% DR) dos ensaios de
estabilidade das espumas das claras fresca (F), pasteurizada (P) e desidratada
reconstituida (S) nos tempos: 20, 30, 40, 60, 90 e 120 minutos.
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% DR (X £S)

Tempo (min) F P S
20 15+2° 19+1° 17+2°
30 26+2° 28 +2°P 31+2°
40 35+1° 36+2° 42+1°
60 47 +2° 47 +2° 55+1°
90 58+2° 56+2° 65+1°
120 64+2° 62+£2° 70+2°

"Notas: Médias seguidas com as mesmas letras mintsculas na linha néo diferem
estatisticamente entre si através do teste de Tukey (p< 0,05).

Todas as espumas apresentaram uma % DR crescente até o fim
da medida (120 minutos) com valores variando entre 15 a 70 % da
massa do liquido drenado em relacdo ao liquido total contido na espuma
(Tabela 14).

As espumas das claras F e P apresentaram processo de drenagem
similar durante todo o tempo de medida, ndo sendo observadas
diferencas estatisticas significativas (p< 0,05) entre a estabilidade dessas
espumas. A clara S apresentou valores que foram de 17 a 70 % nos
tempos de 20 e 120 minutos, respectivamente, apresentando % DR
superior aos das espumas das claras F e P durante todo o tempo de
medida. Isso indica uma menor estabilidade das espumas produzidas
com a clara S quando comparada as espumas de clara F e P. O processo
de desestabilizagdo de espumas proteicas é complexo e tem sido
abordado por varios autores. Esse processo pode ser estar relacionado
com a forca gravitacional, a diferenca de densidade entre a fase continua
e a fase dispersa, a viscosidade da fase continua, as diferencas de
pressdo, as caracteristicas viscoelasticas dos tensoativos e a tensdo
interfacial (DALTIN, 2011; DAMODARAN, 2005).

Embora os resultados apontem que espumas da clara S sejam
mais afetadas pelos efeitos que governam a estabilidade (Tabela 14),
indicar quais desses efeitos sdo mais intensos faz necessario o uso de
outras técnicas. Sendo assim, para melhor compreender os efeitos
relacionados a instabilidade das espumas das claras F, P e S, eles serdo
melhor explorados através da avaliagdo das mudancgas estruturais
dinamicas das bolhas nos ensaios de microscopia 6ptica de fluorescéncia
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dos ensaios de estabilidade. O uso das técnicas de microscopia €
importante porque além das propriedades relacionadas ao fluxo de
liquido, a drenagem também depende da geometria da rede de espuma e
da distribuicdo de bolhas (YANG; FOEGEDING, 2011).

Em uma andlise da cinética de drenagem das espumas observa-se
gue até 40 minutos de ensaio, todas as claras apresentaram maior taxa de
drenagem, sendo estatisticamente maior para a espuma da clara S e, nos
80 minutos de medida restantes, a taxa de drenagem reduziu
expressivamente para todas as claras.

Essa maior drenagem no inicio da medida (até 40 minutos) esta
relacionada ao efeito da forca gravitacional, que é favorecida se a
espuma for mais hidratada, ou seja, com maior quantidade de fluido
permeando uma espuma com menor densidade de bolhas (observado
pela menor fragdo da fase gasosa nas claras P e S, discutido no item
4.2.1). Depois de 40 minutos, o filme lamelar comeca a ficar mais fino e
a drenagem passa a ser governada, principalmente, pelas forgas de
atracdo tensoativo-agua e as forgas de repulsdo entre as duas interfaces
muito proximas (DALTIN, 2011). De acordo com Rio et al. (2014)
guando a fracdo do volume liquido de espuma reduz abaixo de 30 % as
bolhas deixam de ser esféricas e passam a estruturas mais compactas e
achatadas em relacdo as peliculas liquidas, formando estruturas
poliédricas. Conforme Damodaran (2005) quando duas interfaces da
pelicula fina do liquido sdo aproximadas (interfaces de duas bolhas) as
proteinas adsorvidas geram uma interacdo e criam uma pressdo de
separacao, que dificulta a drenagem do liquido, retardando o afinamento
do filme. Sendo assim, a cinética de drenagem das claras F, P e S pode
ser dividida em duas etapas em que 0 processo 0corre por mecanismos
diferentes: a) nos primeiros 40 minutos, onde a drenagem é governada
pela acdo da gravidade e b) ap6s 40 minutos, quando o processo de
drenagem passa a ter maior influéncia das forcas de atracdo entre
proteina-liquido e as forgas de repulsdo entre as interfaces o que leva a
uma diminuicdo na velocidade de drenagem.

As lamelas mais espessas, que ocorrem principalmente no inicio
da drenagem, estdo relacionadas com a maior hidratacdo da espuma,
devido a menor incorporacdo de ar (ROSEN; KUNJAPPU, 2012;
SHAW, 1975). Como discutido nos ensaios de overrun, fracdo da fase
gasosa e ensaios de microscopia Optica de fluorescéncia do overrun
(item 4.2.1. e 4.2.2), as espumas das claras P e S apresentaram menor
formacéo de espuma, o que pode favorecer a taxa de drenagem maior
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nessa etapa, devido a maior quantidade de fluido permeando uma
guantidade menor de bolhas, especialmente na espuma da clara S.

Contudo, apdés um tempo de drenagem, comeca a ocorrer 0
afinamento do filme lamelar, a drenagem comeca a envolver a remogéo
do liquido da regido lamelar que passara a ser escoado para as regides de
bordas de Plateau (SHAW, 1975). Esso movimento do fluido intensifica
o efeito da coalescéncia nas bolhas em funcéo do afinamento da lamela
(DALTIN, 2011; RIO et al., 2014). Desta forma, a drenagem sob a
influéncia da diferenca de pressdo é mais importante quando as lamelas
sdo finas (ROSEN; KUNJAPPU, 2012).

Apesar de ser um processo inevitavel, a drenagem pode ser
retardada pela fase continua mais viscosa e pelo aumento da pressao de
separacdo. A viscosidade mais elevada do liquido pode causar um fluxo
mais lento de liquido através da rede de espuma e limitar a taxa de
difusdio de gas (DAMODARAN, 2005; YANG; BERRY;
FOEGEDING, 2009; YANG; FOEGEDING, 2011). Sendo assim, o
comportamento da cinética de drenagem das claras esta de acordo com
os resultados reoldgicos onde as claras com maior viscosidade (F > P >
S) apresentaram maior estabilidade (item 4.1.5).

Manzocco, Panozzo e Nicoli (2013) estudando os efeitos da
aplicacdo de radiacéo ultravioleta (UV) em clara de ovos, observaram
que as espumas de claras tratadas com UV apresentaram estabilidade
superior aquelas ndo tratadas. Os autores apontaram como uma das
causas a maior viscosidade aparente da fase continua que poderia
aumentar a viscoelasticidade do filme. Outros estudos com espumas
feitas com adicdo de xarope de aglcar invertido e com sacarose mostram
gue o aumento da viscosidade da fase continua contribuiu para o
aumento da estabilidade de espumas proteicas (LAU; DICKINSON,
2006; YANG; FOEGEDING, 2010, 2011).

Outro fator que deve ter contribuido para a maior estabilidade das
espumas das claras F quando comparada a da clara S esta associado ao
efeito dos tratamento térmico conforme discutido anteriormente (itens
4.1.7 e 4.2.1). As proteinas presentes nas claras F, provavelmente
sofreram menores modificacBes o que favoreceu as interagdes proteina-
agua, contribuindo com a pressdo de separacdo entre as interfaces o que
colabora para maior interagdo com o filme liquido, reduzindo sua
drenagem.

Além disso, a menor estabilidade observada nas espumas da clara
S em relacdo as demais espumas pode também estar associada a sua
maior tensdo superficial o que pode ter favorecido o processo de
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drenagem. A diferenca de pressao faz o liquido drenar para as bordas de
Plateau e, quanto maior a tensdo superficial da solu¢do na lamela, maior
a diferenca de pressdo e, portanto, maior podera ser a drenagem
(ROSEN; KUNJAPPU, 2012).

Para melhor observar a estabilidade das espumas, os valores das
médias e desvio padrdo da % DR foram plotados em um gréfico e sdo
apresentados na Figura 33.

Figura 33 - Cinética de estabilidade das médias e desvio padrdo do drenado (%
DR) das espumas das claras fresca (F), pasteurizada (P) e desidratada
reconstituida (S), durante os ensaios de estabilidade.
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Fica evidente (Figura 33) a diferenga no processo de drenagem
para as claras F, P e S, onde apds 40 minutos de drenagem a clara S
comeca a apresentar menor estabilidade em relagdo as demais espumas.
Esse comportamento corrobora com as imagens adquiras durante os
ensaios de estabilidades para todas as claras, registradas antes da medida
e apds os 120 minutos de drenagem, conforme apresentado na Figura 34
através das imagens A, B e C.

Figura 34 - Imagens das espumas das claras fresca (F), pasteurizada (P) e
desidratada reconstituida (S), durante os ensaios de estabilidade, obtidas antes
de iniciar o ensaio de drenagem e ap6s os 120 minutos de drenagem.
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A espuma da clara S (Figura 34 - C) apresentou menor
guantidade de espuma residual apds os ensaios % DR (120 minutos),
corroborando com os resultados de maior % DR da fase liquida da
espuma apresentados na Tabela 14 e na Figura 33.

O tempo de meia vida das espumas também pode ser usado como
pardmetro para avaliar a estabilidade das espumas. Sendo assim, de
forma ilustrativa, os drenados no tempo de medida de 10 a 120 minutos
dos ensaios de estabilidade das espumas das claras F, P e S foram
registrados e sdo apresentados na Figura 35. O tempo de meia vida foi
indicado por uma seta no tempo do drenado correspondente de cada
clara.

Figura 35 - Imagens capturadas durante os ensaios de drenagem apontando o
tempo de meia vida das espumas de clara fresca (F), pasteurizada (P) e
desidratada reconstituida (S).



160

‘fn "B 'Bm 'fa YEm TEm

(A) Clara Fresca

(B) Clara Pasteurizada

T

(C) Clara Desidratada

Os tempos de meia vida das claras F e P foram obtidos ap6s 70
minutos de andlise, conforme indicado nas imagens A e B,
respectivamente. Contudo, o tempo de meia vida para a espuma da clara
S ocorreu em um tempo menor, 50 minutos. Isso indica que os fatores
gue atuam no processo de desestabilizacdo das espumas ocorrem mais
intensamente nas espumas da clara S dos que nas espumas das claras F e
S, corroborando os valores de % DR (Tabela 14) que apontam a espuma
da clara S como a de menor estabilidade.

Yang, Berry e Foegeding (2009) estudaram a estabilidade de
espumas de clara desidratada (EWP), de soro de leite (WPI) e espumas
com mix de ambas (EWP/WHPI) relatam que a espuma EWP apresentou
maior tempo de meia vida do que as demais espumas. Os autores
sugerem que a estabilidade das espumas de WPI e WPI / EWP depende
da viscosidade da solucdo, bem como da elasticidade interfacial.
Resultado similar foi observado por Yang e Foegeding (2010) estudando
os efeitos da adicio de sacarose em espumas isoladas de clara de ovo e
de soro de leite. Nesse estudo foi observado que o tempo de meia vida
da espuma de soro de leite aumentou exponencialmente enquanto o da
clara de ovo aumentou linearmente com o0 aumento da viscosidade
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aparente da solucdo, sugerindo que as mudancas de estabilidade da
espuma podem ser retardadas por uma fase continua viscosa e interfaces
elasticas. Lau e Dickinson (2005) estudando as propriedades espumantes
de solugdes de clara de ovo e aclcar invertido, observaram que a
espuma obtida apenas com clara apresentou um tempo de meia vida de
1h, sendo inferior aquelas espumas formadas com a presenca de agUcar,
devido a diferenca de viscosidade.

4.2.4 Microscopia Optica de fluorescéncia dos ensaios de
estabilidade: avaliagdo das mudancas estruturais
dinamicas

As microestruturas das espumas recém-formadas observadas por
microscopia Optica de fluorescéncia complementam as medidas de
estabilidade das espumas e fornecem mais evidéncias experimentais
sobre as diferencas encontradas na estabilidade das espumas das claras
F, P e S. Sendo assim, as microscopias Optica de fluorescéncia relativas
aos tempos de 0, 40, 90 e 120 minutos para a espuma da clara fresca (A
— D), clara pasteurizada (E — H) e clara desidratada reconstituida (I — L)
sdo apresentadas na Figura 36.
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Figura 36 — Avaliacdo das mudancas estruturais dindmicas das espumas das claras fresca (imagens A — D), pasteurizada (Imagens E — H) e desidratada reconstituida (imagens | — L) nos tempos
de 0, 40, 90 e 120 minutos dos ensaios de estabilidade com auxilio de microscopia 6ptica de fluorescéncia com ampliagéo de 40 vezes
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“Notas:

Numero 1, seguido das letas a, b, c e d representam o coarsening (crescimento) da bolha durante o tempo.

Numero 2 seguido das letras a, b e ¢ indicam o circulo tracejado referente a ocorréncia da maturacéo de Ostwald.

Numero 3 seguido pelas letas a, b e ¢ indicam o circulo tracejado refente a ocorréncia do movimento das bolhas pra superficie (creaming) e o processo de coalescéncia.
Setas a, b e c e circulos amarelos indicam regides em que ocorreu o desapararecimento de bolhas pequenas.
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A sequéncia de imagens (Figura 36) permitiu observar o
movimento dindmico no sistema e as mudancas na distribuicdo de
bolhas no mesmo plano focal, em todas as espumas avaliadas. Na
sequéncia de imagens observa-se a evolucdo da camada superior da
espuma instavel, de um sistema inicialmente mais denso de pequenas
bolhas (imagens A, E, 1) para um sistema menos denso de grandes
bolhas (imagens D, H, L). Esse processo de mudanga da espuma,
conforme discutido (item 4.2.3), envolve a combinacédo de fatores como
maturacéo de Ostwald, coalescéncia, coarsening e creaming.

Para permitir uma andlise quantitativa, as bolhas contidas nas
imagens apresentadas na Figura 36foram computadas e os valores sdo
apresentados naTabela 15.

Tabela 15 - Numero de bolhas das espumas das claras fresca (F), pasteurizada
(P) e desidratada reconstituida (S), das imagens A — L dos ensaios de
estabilidade com auxilio de microscopia Optica de fluorescéncia nos tempos de
0, 40, 90 e 120 minutos.

Bolhas (unidade)

Tempo
(minutos) Fresca Pasteurizada Desidratada
0 260 137 168
40 141 124 140
90 115 110 107
120 106 96 102

“Nota: A contagem das bolhas foi realizada apenas em relagdo ao ensaio apresentado
na Figura 36, ndo apresentando média e desvio padrdo e, portanto, sem analise
estatistica.

Todas as claras apresentaram comportamento similar, exibindo
reducdo do nimero de bolhas com o passar do tempo de medida. A
espuma da clara F expds o maior nimero de bolhas no tempo 0 (260
un), seguida pela clara S (168 un) e clara P (137 un). Essa maior
densidade no numero de bolhas para a espuma da clara F é observado
pela imagem A (Figura 36), quando comparada as demais claras
(imagens E; 1) estando de acordo com os resultados overrun.

Para todas as espumas avaliadas, no fim do ensaio, 0 nimero de
bolhas reduziu, para 120, 96 e 102 unidades para as claras F (imagem
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D), P (imagem H) e S (imagem L), respectivamente, evidenciando a
reducdo das bolhas com o passar do tempo de analise.

A reducdo no nimero de bolhas em espumas de clara de ovo
ocorrida durante os ensaios de estabilidade observados nesse estudo
corrobora com trabalhos publicados por outros autores, que utilizaram a
microscopia confocal como ferramenta de andlise. Yang, Berry e
Foegeding (2009) estudando espumas de clara de ovo desidratada
reconstituida, observaram um aumento no tamanho das bolhas e uma
reducdo do nimero de bolhas nas espumas durante o tempo de medida.
Yang e Foegeding (2011) estudaram os efeitos da adi¢do de sacarose em
espumas de clara de ovo e observaram que ap6s 20 minutos em repouso,
as espumas apresentaram reducdo do nimero de bolhas por unidade de
area e um aumento de tamanho das mesmas. A reducdo na densidade de
bolhas, seguida pelo aumento no didmetro das bolhas também foi
observado por Lau e Dickinson (2005) e Raikos, Campbell e Euston
(2007) durante ensaios de estabilidade de espumas proteicas com clara
do ovo.

Analisando detalhadamente as imagens (Figura 36) é possivel
observar que todas as claras apresentaram mecanismos de
desestabilizacao variados que serdo discutidos separadamente.

Todas as claras mostraram reducdo no didmetro de bolhas
pequenas até que ocorresse 0 seu completo desaparecimento, com
destaque para as espumas das claras P e S conforme apontado pelas
setas amarelas seguidas das letras a, b e ¢ (Figura 36). No tempo zero
(logo ap6s a formacdo das espumas) as setas apontam nas espumas das
claras F (imagem A), P (imagem E) e S (imagem I) a presenga de bolhas
de pequeno didametro que durante o tempo de medida, ndo foram mais
observadas, como mostram as imagens B, H e K das espumas das claras
F, P e S, respectivamente.

Quando a espuma formada apresenta tamanho de bolha menor,
bem como, menor dispersdo no tamanho de bolhas, isto contribuiu para
uma maior estabilidade da espuma. A reducdo de bolhas de menor
didmetro nas espumas pode ser explicada com base nos mecanismos de
desestabilizacdo das bolhas, que envolvem diferenca de densidade entre
a fase continua e a fase dispersa e na diferenga de pressdo entre as
bolhas de tamanhos diferentes (YANG; BERRY; FOEGEDING, 2009).
As bolhas com raio menor possuem pressdo interna superior a das
bolhas com didmetro maior e, conforme Wierenga e Gruppen (2010), o
gas dentro de um sistema coloidal difunde para areas onde a
concentracgao de gas dissolvido € menor (menor pressdo) como as bolhas
maiores e a atmosfera. Essa difusdo faz com que o desaparecimento das



169

bolhas em uma espuma seja termodinamicamente favoravel, devido a
reducdo reducdo da energia livre do sistema (FIGUEREDO; RIBEIRO;
SABADINI, 1999).

Embora presente em todas as espumas estudadas, nas espumas
das claras P e S esse mecanismo parece ter maior efeito do que nas
espumas da clara F (Figura 36), uma vez que se observa a evolugdo das
espumas para uma estrutura de bolhas cada vez maiores e mais
hidratadas o que pode ter contribuido para esse processo de
desestabilizacdo devido as diferencas de pressao entre as fases.

Um segundo mecanismo de desestabilizagdo das espumas foi
observado pelo desaparecimento de bolhas menores e aumento de
tamanho de outras. Para melhor observar esse efeito e como forma
ilustrativa da ocorréncia desse mecanismo de desestabilizacdo, foi
escolhida uma bolha em cada espuma cujo crescimento foi
acompanhado durante todo o ensaio. As bolhas acompanhadas séo
indicadas na Figura 36 por um traco horizontal com o valor da area da
esfera em mm?e o nimero 1 seguido das letras a, b, ¢, d referentes aos
tempos de 0, 40, 90 e 120 minutos respectivamente.

Esse processo de crescimento das bolhas esta relacionado com a
reducdo das bolhas de didmetro menor, uma vez a difusdo do gas é
espontaneamente favorecida pela diferenca de pressdo. Esse processo de
crescimento das bolhas de maior didmetro é conhecido como coarsenig
gue tem a mesma origem do fendmeno da maturacdo de Ostwald (RIO
et al., 2014). Todas as espumas avaliadas apresentaram o fenémeno de
coarsening, conforme indicado pelo nimero 1 seguido das letras a, b, c,
d (Figura 36), onde é possivel observar o crescimento das bolhas com o
passar do tempo de medida.

O valor da area calculada em mm?, apresenta valores cada vez
maiores até o fim da medida em todas espumas, conforme apontado pelo
nimero 1 acompanhado das letras a, b, ¢, d. Aparentemente, a espuma
da clara S foi a mais afetada por este mecanismo de desestabilizacéo,
apresentando um ndmero maior de bolhas que se observa aumento de
tamanho durante o ensaio, apesar de apenas uma ter sido indicada. Além
disso, a distribuicdo de bolhas nesta espuma apresenta bolhas bem
maiores ap6s 120 minutos de medida, quando comparado ao tempo
inicial (tempo 0). Dentre a area das bolhas medidas durante os ensaios, a
taxa de crescimento foi mais elevada na clara S, mostrando com
aumento na éarea de bolha de 155 % do tempo zero até o tempo de 120
minutos (imagens | - L). As claras F e P apresentaram um crescimento
elevado, porém menor do que o observado na clara S, com aumento na
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area de 78 % (imagens A — D) e 47 % (imagens E — H),
respectivamente.

O processo de coarsening ocorre em funcdo da diferenga de
presséo e da difusdo do gas entre as fases. Segundo Rosen e Kunkappu
(2012) as bolhas grandes tendem a crescer as custas das bolhas pequenas
e esse processo, conforme Daltin (2011), é espontaneo, uma vez reduz a
diferenca de pressdo dentro do sistema coloidal.

Yang e Foegeding (2011) estudando os efeitos da adicdo de
sacarose em espumas de clara de ovo observaram, durante 0s ensaios de
estabilidade das espumas, comportamento similar ao deste estudo.
Embora apontando que as alteragdes globais nas espumas fossem muito
complexas 0s autores observaram que o tamanho da bolha crescia
durante o periodo de observacdo, uma vez houve aumento na area das
bolhas de forma global em todos os tratamentos.

Durante os ensaios, observou-se uma dinamica nas espumas, ou
seja, enquanto algumas bolhas saem do plano focal, outras surgem,
mostrando que elas ndo estavam em um estado estacionario. Devido as
diferencas de densidade entre gas e fase continua as bolhas tendem a se
deslocar para a superficie, processo conhecido como creaming (YANG;
BERRY; FOEGEDING, 2009). Através dos circulos tracejados (Figura
36) apontados pelo nimero 2 seguido pelas letras a, b, c referentes os
tempos 0, 90 e 120 minutos, respectivamente, para todas as claras esse
evento pode ser observado. No tempo zero (imagens A, E, 1) observa-se
uma regido com a presenca de bolhas variadas. No tempo de 90 minutos
(imagens E, G, H), a distribuicdo das bolhas reduz abrindo espago para
entrada de uma bolha de maior didmetro no plano focal, sendo sua
presenga nitida no tempo de 120 minutos (imagens I, K, L). Para a clara
F, a difusdo da bolha para a superficie parece ocorrer com o rompimento
da estrutura das bolhas que estdo em volta. Essa destruicdo pode ser um
processo de coalescéncia observado.

O processo de creaming em espumas € influenciado pela
diferenca de densidade entre as fases, o didmetro das bolhas e a
viscosidade da fase continua. Segundo Daltin (2011) a taxa de creaming
é favorecida pelo didmetro da bolha, ou seja, quanto maior for a bolha
mais facilmente ele se movimenta para a superficie do fluido. Desta
forma, pode-ser dizer que espumas com bolhas menores sdo mais
estaveis quanto a esse fendmeno. Além disso, quanto maior a diferenca
nas densidades entre as fases, maior sera a forga de empuxo nas bolhas,
entretanto, se a viscosidade da fase dispersa for elevada, ela pode
retardar esse processo pois, quanto maior a viscosidade mais dificil serd
a flutuabilidade da bolha.
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Conforme Ritzoulis (2013) devido a menor densidade do ar em
relacdo aos liquidos, as bolhas de espumas alimentares tendem a separar
para 0 topo do liquido, podendo o movimento ser retardado pelo
aumento na viscosidade da fase continua. Conforme Yang, Berry e
Foegeding (2009) bolhas com maiores tamanhos possuem uma maior
forca de flutuabilidade e, portanto, tm maior ascensdo dentro da fase
continua, aumentando a taxa de creaming.

O mecanismo de desestabilizacdo pelo desaparecimento das
bolhas de menor tamanho e coarsening de bolhas de maior tamanho esta
relacionado com os efeitos da maturacdo de Ostwald, que também foi
identificado nesse trabalho. Na maturacdo de Ostwald, também
conhecida como desproporcdo, ocorre a difusdo do gas contido nas
bolhas de menor didmetro para as bolhas vizinhas de maior didametro.
Isso acontece devido & diferenga de pressdo entre esferas de raios
diferentes (DAMODARAN, 2005; SADAHIRA et al, 2016). A
ocorréncia do progresso de maturacdo de Ostwald pode ser vista na
Figura 36 através do circulo tracejado indicado com o nimero 3 seguido
da letra “a” para o tempo zero (imagens A, E, I) e pela letra “b” para o
tempo de 90 ou 120 minutos (imagens C, H, L).

Todas as espumas foram afetadas pelo processo de maturagéo de
Ostwald, com destaque para as claras P e S, que apresentaram elevada
acdo desse mecanismo de desestabilizagdo uma vez que em espumas
onde ha uma variada distribuicdo de tamanho de bolhas, esse processo
pode ser favorecido. No tempo 0, as regiGes destacadas com circulo
tracejado (3a) das imagens A, E, | das espumas das claras F, P e S,
respectivamente, foram escolhidas para apresentar a acdo desse
mecanismo. Nesse tempo de medida, as regides das espumas destacadas
continham de bolhas de tamanhos variados. Apds 90 ou 120 minutos, as
mesmas regides indicadas pelo circulo tracejado (3b) (imagens C, H e
L), apresentaram mudancas na estrutura das bolhas mostrando areas
interfaciais unidas, reducdo no tamanho de bolhas menores e aumento
das bolhas no entorno. A difusdo do gas entre as bolhas e atmosfera
devido a diferenca de pressdo, auxilia nas mudancas que envolvem a
distribuicdo dos tamanhos das bolhas na espuma inicialmente obitida
(FIGUEREDO; RIBEIRO; SABADINI, 1999).

A maturacdo de Ostwald pode promover o aumento no tamanho
das bolhas e favorecer o processo de coalescéncia, juntamente ao
processo de drenagem. A coalescéncia ocorre devido ao afinamento da
lamela, com a consequente ruptura da bolha. Embora se saiba que esse
processo ocorra, Yang e Foegeding (2011) afirmam que ele é dificil de
ser identificado. Para Daltin (2011) a diferenga de pressdo é a maior
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responsavel por provocar a ruptura da bolha. A drenagem também afeta
0 colapso das espumas, uma vez que esse processo reduz a espessura
dos filmes lamelares favorecendo sua ruptura (ROSEN; KUNJAPPU,
2012). Yang e Foegeding (2011) atribuiram a maturacdo de Ostwald as
mudangas nos tamanhos das bolhas observados em espumas de clara de
ovo durante os ensaios de estabilidade. Sadahira et al. (2016) estudando
os efeitos da interacdo pectina-proteina da clara do ovo nas propriedades
espumantes também atribuem a mudanca na distribuicdo de tamanhos
das bolhas a maturacao de Ostwald.

Desta forma, a maturagdo de Ostwald pode acelerar o processo de
creaming, uma vez que ocorre 0 aumento no tamanho das bolhas, elas
podem mais facilmente se separar da fase continua devido a mais forca
motriz para sua flutuabilidade, o que pode acelerar a drenagem. Nas
espumas de clara S a maturagdo de Ostvald foi mais intensa, que pode
ter sido favorecido devido a menor viscosidade dessa clara quando
comparada as demais. O maior crescimento das bolhas e ascensdo das
bolhas maiores de uma fase com menor viscosidade, podem ter
contribuido tanto com a separagdo de fases como com o rompimento da
estrutura, favorecendo a drenagem dessas espumas. Esses fatores podem
ter contribuido com a menor estabilidade observada nessa espuma
durante os ensaios de estabilidade (item 4.2.3).

Os fendmenos de desestabilizacdo, observados em todas as
espumas avaliadas, parecem ocorrer simultaneamente, afetando uns aos
outros. A diferenca de pressdo entre as fases e entre as bolhas de
diametros diferentes favorecem a difusdo do gas no sistema coloidal,
favorecendo tanto o movimento das bolhas para superficie causando a
separacao de fases quanto o processo de maturacéo de Ostwald. Devido
a maturacdo de Ostwald ocorre a redugdo e desaparecimento das bolhas
de esfera pequena e a expansdo das esferas de didmetro maior
(coarsening). O coarsening das esferas reduz a espessura do filme que
favorece o processo de coalescéncia. A ruptura do filme, em virtude da
coalescéncia, aumenta o processo de drenagem, que tornam as bolhas
remanescentes mais poliédricas, causando o aumento da diferenca da
pressdo capilar fazendo com que a fase continua se desloque para as
bordas de Plateau, que pode ter favorecido a drenagem por capilaridade.

Diversos eventos de desestabilizacdo foram observados nas
espumas produzidas com as diferentes claras. Nas espumas da clara S o
efeito da maturacéo de Ostwald parece ter afetado mais intensamente do
gue as demais claras. Desta forma, a difusdo de gas favoreceu o
desaparecimento de bolhas de menor didmetro e o coarsening de bolhas
maiores, obtendo no fim do ensaio uma espuma evidentemente com
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menor namero de bolhas e a presenca de bolhas de maior tamanho. Esse
efeito pode ter favorecido a drenagem por gravidade, uma vez que
durante todo o ensaio a espuma tem a presenca de bolhas esféricas mais
hidratadas, o que pode ter contribuido para sua menor estabilidade.
Além disso, fatores como menor viscosidade, maior tensdo superficial e
proteinas com estrutura comprometida pelos tratamentos térmicos,
podem ter contribuido para a menor estabilidade dessa espuma. Na
espuma da clara P, esses efeitos também sdo intensos, mais a maior
espessura das peliculas proteicas que cobriam as bolhas (observados nas
microscopias de overrun, item 4.2.2) pode ter auxiliado a espuma a
manter uma maior estabilidade.
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5 CONCLUSAO

As claras fresca, pasteurizada e desidratada apresentaram pH,
umidade e teor de proteinas de acordo com o reportado na literatura.
Apresentaram concentragdes de aclcares redutores e indice de
escurecimento na ordem de F > P > S, podendo ser atribuidos a reacéo
de Maillard em decorréncia dos processamentos térmicos aos quais as
claras P e S foram submetidas.

Todas as claras apresentaram coloracdo tendendo ao amarelo
esverdeado ao qual foi atribuido a presenca da ribofavina, que também
pode ter sido responsavel, juntamente com os produtos da reacdo de
Maillard nas claras P e S, pela ocorréncia da auto fluorescéncia nessas
claras.

Todas as claras apresentaram curva de % overrun similares, com
aumento crescente até atingirem o overrun méaximo, com posterior
decréscimo como consequéncia do colapso das espumas. A clara fresca
apresentou melhor capacidade espumante, menor densidade e maior
fracdo da fase gasosa, quando comparada as demais claras, durante todo
0 tempo de anélise. Esse comportamento foi a atribuido ao menor valor
de tensdo superficial e a maior viscosidade observados nos ensaios com
a clara fresca, bem como, devido possivelmente a melhor atividade de
superficie das suas proteinas.

Embora apresentando mesmo comportamento de degradagédo
térmica evidenciado nos ensaios de TGA, a possivel redugdo da
atividade de superficie das claras pasteurizada e desidratada foi atribuida
a perda parcial da estrutura proteica em funcédo dos tratamentos térmicos
aos quais foram submetidas durante o processamento, sendo evidenciada
através da sobreposicdo de picos de temperatura de desnaturagdo e
devido a menor entalpia de desnaturacdo, observados nos ensaios de
DSC.

A espuma da clara desidratada apresentou maior % DR e menor
tempo de meia vida quando comparadas as demais claras, sendo
considerada a espuma com menor estabilidade. Essa menor estabilidade
foi associada a estrutura proteica mais prejudicada devido a soma dos
tratamentos térmicos, devido a maior hidratagdo da espuma (mais
cremosa), menor viscosidade, maior tensdo superficial e provavel maior
efeito da for¢a de gravidade e maior diferenca de presséo entre as fases.

Os ensaios de microscopia Optica de fluorescéncia evidenciaram a
estrutura poliédrica, maior nimero de bolhas e bolhas de diametro
menor das espumas da clara fresca, bem como estrutura mais esférica
para as demais espumas. As espumas da clara fresca apresentaram maior
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presenca de filmes lamelares, filme interfacial de menor espessura, bem
como, a presenca das bordas de Plateau em todas as espumas. Essas
diferencas foram atribuidas as diferencas na capacidade espumante e na
fracdo da fase gasosa, bem como, da tensdo superficial e das possiveis
mudancas de solubilidade, difusdo e adsorcdo das proteinas na interface
em funcdo do histérico térmico das claras. Os ensaios de microscopia
optica de fluorescéncia demonstraram ainda que as espumas, quando em
repouso, apresentaram um movimento dindmico de um sistema
inicialmente denso de bolhas pequenas para um sistema menos denso de
bolhas grandes, especialmente observado nas claras desidratadas,
evidenciando os fendmenos de desestabilizagdo de coarsening,
maturacdo de Ostwald, creaming e coalescéncia em todas as espumas,
sendo mais intensos nas espumas das claras pasteurizada e desidratada.
A ocorréncia desses fendbmenos pode ser atribuido & diferenca de
densidade entre as fases, diferenca de pressdo, geometria das bolhas,
espessura das lamelas, distribuicdo de bolhas e viscosidade da fase
continua.
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