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Este trabalho objetivou estudar e comparar por meio da técnica de
microscopia eletrbnica de varredura, os efeitos da adigao de ions
calcio na microestrutura e qualidade de solugées modelo de leite em
pé com e sem k-carragena. Quatro amostras de leite adicionadas
ou ndo de k-carragena (0,025 %) e cloreto de célcio (4 mM) foram
aquecidas (65 °C/30 minutos) e armazenadas por 24 horas em
refrigerador a 4 °C. Apds 24 horas de descanso, as amostras foram
congeladas (-80 °C) e submetidas ao processo de liofilizagao por 72
horas. Aadicdo de ions célcio ndo diminuiu o tamanho dos agregados
moleculares apods o processo de liofilizagdo em comparagdo com
os agregados formados com leite puro. A presenca de k-carragena
no leite apds liofilizacao formou estrutura rigida caracterizada pelas
interacbes entre a k-carragena e as proteinas do leite. O filme
formado com a adi¢do de ions calcio e k-carragena apresentou a
propriedade de adsorg¢ao de cristais. A liofilizagdo constituiu passo
importante no procedimento de preparo das amostras, o que gerou
economia de tempo e custo no que diz respeito a todo o protocolo de
eliminagéo de agua da amostra, conhecido e aplicado rotineiramente
antes da visualizagdo por microscopia eletrdnica de varredura.
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1 INTRODUCAO

O leite é constituido principalmente por proteinas (3,25 %), gorduras (3,9 %), agua
(87 %) e outros componentes sélidos (5,5 %) que incluem lactose e sais minerais, embora exista a
possibilidade de se encontrar mais de 100.000 espécies moleculares diferentes (WILLIAN, D’ATH
e AUGUSTIN, 2005). As proteinas do leite encontram-se distribuidas nas diferentes fracdes de
caseinas e soroproteinas. As caseinas representam cerca de 80 % das proteinas totais do leite e
s&o compostas essencialmente pela o -caseina, o -caseina, f-caseina e k-caseina, que unidas
pelos nanoclusters de fosfato de calcio formam estrutura supramolecular, conhecida como micelas,
cuja estabilidade tem sido estudada (FOX e MCSWEENEY, 1998). As soroproteinas representam
cerca de 20 % das proteinas totais do leite, sendo constituidas principalmente pela a-lactalbumina,
B-lactoglobulina, soro albumina e imunoglobulinas (DALGLEISH e MORRIS, 1988).

Solugdes lacteas modelo, contendo estabilizantes e minerais, sao utilizadas com o intuito
de investigar e explicar os mecanismos e interacbes que podem ocorrer durante o processo de
fabricagdo e estocagem de produtos em geral (REGAND e GOFF, 2006; LANGENDORFF et al.,
2000). Os estabilizantes sao substancias hidrofilicas que se dispersam em solugédo como coloides.
A maioria desses produtos, classificados como gomas ou hidrocoloides, é definida como qualquer
polissacarideo soluvel em agua (extraido de vegetais terrestres, marinhos ou de micro-organismos)
que pode sofrer modificagdes quimicas para alcangar as caracteristicas desejadas. Assim, sdo
amplamente utilizados devido as suas caracteristicas texturométricas, estruturais e funcionais,
proporcionando estabilidade a emulsdes, suspensdes e espumas (FENNEMA, 1993).

As carragenas, utilizadas como estabilizantes para solugdes lacteas (MARSHALL, GOFF e
HARTEL, 2003), sao polissacarideos de cadeia longa com massa que varia de 100.000 a 1.000.000
Daltons, sendo encontradas nas formas kappa (x), lambda (A) e iota (1) carragena (HOSSAIN et
al.,, 2001). A k-carragena forma gel em presenga de cations e essa capacidade de geleificagao
e suas propriedades fisico-quimicas dependem da quantidade e da disponibilidade dos ions
metalicos envolvidos. Quando polieletrélitos, como a carragena, sdo combinados com ions mono ou
polivalentes de cargas opostas formam hidrogel denominado ionotrépico. Os hidrogeis ionotrépicos
se degradam, desintegram ou se dissolvem gradualmente gracgas as ligagdes de hidrogénio, forcas
ibnicas e moleculares envolvidas nas interagbes entre os grupamentos negativos, presentes na
estrutura molecular dos polissacarideos com os metais (PRESTWICH et al., 1998). A principal fungao
da k-carragena consiste em limitar a separacdo de fases entre os polissacarideos adicionados a
solugao que contém proteinas do leite. Todas as interagdes descritas acima sao reversiveis e podem
ser mudadas conforme a natureza fisica das moléculas pelas diferentes qualidades das ligagbes
envolvidas e por meio de variagbes na temperatura, pH, aplicagdo de forcas externas ou adi¢do
de solutos que possam competir com essas ligagdes (LANGENDORFF et al., 2000; SCHORSCH,
JONES e NORTON, 2000; SPAGNUOLO et al., 2005; VEGA, DALGLEISH e GOFF, 2005).

A suplementagdo com ions célcio em alimentos, principalmente em derivados lacteos,
€ praticada pela industria para aumentar as condi¢gdes nutricionais do produto e alcangar maior
valor agregado. Estudos devem ser realizados para se investigar os efeitos das intera¢des entre os
suplementos adicionados e os ingredientes necessarios para a produgédo de alimentos seguros e
de qualidade. No intuito de entender os mecanismos e interagcdes entre os componentes do sistema
que forma o sorvete, este trabalho objetivou estudar e comparar mediante microscopia eletrénica
de varredura os efeitos da adigdo de calcio na microestrutura e qualidade de solu¢gdes modelo
adicionadas de k-carragena.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

Preparou-se solugéo de leite em p6 desnatado (15,4 %) que foi dividida em quatro lotes.
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Ao primeiro lote foi adicionado k-carragena (0,025 %) e cloreto de calcio (4 mM), o segundo lote
recebeu apenas k-carragena (0,025 %), ao terceiro adicionou-se cloreto de calcio (4 mM) e o quarto
lote ndo recebeu aditivos (controle). As misturas foram aquecidas (65 °C/30 minutos), armazenadas
por 24 horas em refrigerador a 4 °C e congeladas (-80 °C) ap6s 24 horas de descanso (ALVES,
PASCHOLATI e LEITE, 2001; COSTA et al., 2008; ALVES et al., 2012).

2.2 LIOFILIZAGAO

As amostras congeladas em freezer (-80 °C) por 2 horas foram conduzidas ao liofilizador
piloto (Liobras-L101). Apds 72 horas, as amostras liofilizadas foram armazenadas em tubos falcon
e armazenadas em geladeira a -18°C (CAILLET et al., 2003).

2.3 ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

2.3.1 Montagem nos stubs

As amostras liofilizadas foram coletadas com fita dupla face de carbono sobre suporte de
aluminio - stubs (ALVES, PASCHOLATI e LEITE, 2001; ALVES et al., 2012).

2.3.2 Metalizagdo com ouro

Os stubs montados com as amostras apds liofilizagdo foram recobertos com ouro em
evaporador Bal-tec-SCDa50 (ALVES, PASCHOLATI e LEITE, 2001; ALVES et al., 2012).

2.3.3 Visualizacao

Apds metalizagdo, os stubs foram visualisados em microscopio eletrénico de varredura
(Mevleo-Evo40xvp), com tensao de aceleragcédo de 20 Kv (ALVES, PASCHOLATI e LEITE, 2001;
ALVES et al., 2012).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 & possivel observar os granulos do leite liofilizado aglomerados, parecendo
fundidos uns aos outros e variando em tamanho e morfologia. A cada granulo de diferente tamanho
observado na eletromicrografia de varredura pode-se atribuir a existéncia de milhares de particulas
coloidais aglomeradas e fundidas entre si formando estrutura maior, composta pela aglomeragao
das micelas de caseinas desidratadas.

As eletromicrografias de varredura (Figura 2) mostram as solu¢gdes modelo adicionadas ou
nao de k-carragena e cloreto de calcio apds a liofilizagdo. De acordo com a Figura 2A verifica-se
a formacao de granulos aglomerados de varios tamanhos e morfologia com aparéncia de fundidos
uns aos outros. A cada granulo de diferente tamanho observado através da eletromicrografia de
varredura é possivel atribuir a existéncia de milhares de particulas coloidais aglomeradas e fundidas
entre si formando uma estrutura maior, como observado na Figura 2A. Esses granulos, de acordo
com Fox e McSeeney (1998), sao as micelas de caseinas desidratadas, aglomeradas e constituidas
por submicelas. Cada submicela apresenta em sua estrutura as proteinas do leite (a,_-caseina, a._,-
caseina, k-caseina e 3-caseina) estabilizadas pelos nanoclusters de fosfato de calcio, os quais nao
foram observados por essa técnica. Aadi¢ao de ions calcio (Figura 2B) ndo modificou aparentemente
a estrutura e o tamanho dos aglomerados, quando se confrontam as Figuras 2A e 2B, embora seja
bastante discutido que na presenga de ions calcio ocorre diminuicdo das micelas de caseina em
relacdo as amostras de leite que apresentam quantidades menores desse mineral (DALGLEISH e
CORREDIG, 2012).
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FIGURA 1 - MICROESTRUTURA DE LEITE LIOFILIZADO UTILIZANDO A TECNICA DE
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (A, B, C e D)

Granulos de diferentes tamanhos e formas de aglomeracao (A, B, C e D).

O efeito da adicao de ions calcio em solucdes lacteas foi discutido por Costa et al. (2008).
Quando ions calcio sédo adicionados ao leite, as micelas de caseina desidratam devido a competi¢ao
que ocorre entre a agua de hidratagcdo presente nas proteinas lacteas e os atomos de calcio.
Com a desidratacado, as micelas de caseina ficam mais compactadas devido a diminuigdo do seu
tamanho ocasionada pela liberagdo da B-caseina para fora dos aglomerados. A modificagdo das
propriedades fisico-quimicas das micelas pode causar danos, como instabilidade e separacao de
fases em bebidas lacteas em geral. As carragenas sao utilizadas nas emulsdes lacteas justamente
para evitar a separagao entre fases e conferir maior estabilidade durante seu processamento e
estocagem (TURNIER e KRUIF, 2002; ZHANG e GOFF, 2004; TREJO et al., 2011).

FIGURA 2 - ELETROMICROGRAFIA DE VARREDURA (A) LEITE PURO LIOFILIZADO, (B) LEITE
ADICIONADO DE CALCIO, (C) LEITE ADICIONADO DE k-CARRAGENA,
(D) LEITE ADICIONADO DE k-CARRAGENA E CALCIO

A1 = micelas de caseina; B1 = micelas de caseina fundidas; C1 = cristais de cloreto de calcio; D1 = fendas ou trincas;
D2 = cristais de cloreto de calcio depositados.
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As Figuras 2C e 2D mostram as amostras liofilizadas adicionadas de k-carragena (2C) e de
k-carragena e calcio (2D). Durante a manipulagéo para montagem nos stubs foi observado que as
amostras adicionadas apenas de leite e k-carragena formaram estrutura polimérica bastante rigida,
porém quebradica. J&4 as amostras adicionadas de k-carragena, leite e célcio apds a liofilizagédo
apresentaram estrutura polimérica maleavel. De acordo com as eletromicrografias, a topografia do
polimero adicionado de k-carragena na auséncia ou na presenca de calcio diferenciou-se apenas
pela presenca de trincas e cristais de cloreto de calcio adsorvidos na superficie da estrutura
polimérica (Figura 2D). A simplificagdo da metodologia apresentada neste artigo foi eficiente na
etapa de preparo das amostras, gerando economia de reagentes e do tempo gastos rotineiramente
antes da visualizacdo de amostras bioldgicas por microscopia eletrbnica de varredura. Tais
resultados mostram também que nao houve problema durante a geragao das imagens, obtendo-se
eletromicrografias com excelente qualidade visual.

Os resultados encontrados podem ser explicados pelas interagbes que ocorrem entre os
componentes: caseina/k-carragena/calcio. De acordo com a literatura, as carragenas em geral
interagem eletrostaticamente com as micelas de caseina quando adicionadas ao leite (DALGLEISH
e CORREDIG, 2012). Nessas interacdes estdo envolvidos atomos de calcio, fésforo e moléculas
de agua. Com o processo de liofilizagcao, a agua presente nessas interagdes e a agua que constitui
todo sistema é sublimada ocasionando a fusdo entre as estruturas proteicas presentes no leite
e as carragenas, formando estrutura rigida e quebradica. Na presenga de cloreto de calcio, as
interacdes entre as micelas de caseina/k-carragena foram prejudicadas. A k-carragena, por estar
em solugao carregada negativamente, apresenta forte atragdo pelos ions calcio que sao carregados
positivamente. Com essa interagdo predominantemente de natureza ibnica, parte do mineral se
liga com as moléculas de k-carragena formando biofilme com capacidade para adsorver cristais
de cloreto de calcio (como observado na Figura 2D). A liofilizagdo permitiu eliminar grande parte
da agua presente no meio, o que nao interferiu na qualidade visual das amostras analisadas
(LANGENDOREFF et al., 2000; SCHORSCH, JONES e NORTON, 2000; SPAGNUOLO et al., 2005;
VEGA, DALGLEISH e GOFF, 2005).

4 CONCLUSAO

A adicdo de ions calcio ndo diminuiu o tamanho dos agregados moleculares apds o
processo de liofilizagdo em comparagdo com os agregados formados apenas com leite puro. A
presenca de k-carragena no leite apds liofilizagdo formou estrutura rigida, caracterizada pelas
interacdes entre a k-carragena e as proteinas do leite. O filme formado com a adi¢ao de ions célcio
e K-carragena apresentou a propriedade de adsorgéo de cristais. A simplificacdo do preparo das
amostras para visualizagao pela técnica de microscopia eletrbnica de varredura foi suficiente para
mostrar os resultados apresentados neste trabalho. A liofilizagdo constituiu passo importante no
procedimento de preparo das amostras, o que gerou economia de tempo e custo no que diz respeito
a todo o protocolo de eliminagédo de agua da amostra, conhecido e aplicado rotineiramente antes da
visualizagao por microscopia eletrénica de varredura.

ABSTRACT
MICROSCOPIC INVESTIGATION OF THE STRUCTURE OF MILK ADDED POLYSACCHARIDES

This study aimed to investigate and compare the effects of calcium and k-carrageenan addition on microstructure
and quality of model solutions using the technique of scanning electron microscopy. Four samples of milk with
or without k-carrageenan (0.025 %) and calcium chloride (4 mM) were heated (65 °C/30 minutes) and stored
for 24 hours in a refrigerator at 4 °C. After 24 hours, the samples were frozen (-80 °C) and than lyophilizated
during 72 hours. The addition of calcium ions did not decrease the size of the molecular aggregates after
lyophilization as compared to aggregates formed only with milk. The presence of k-carrageenan in milk after
lyophilization formed a rigid structure characterized by interactions between k-carrageenan and milk proteins.
The film formed by adding calcium ions and k-carrageenan has the property of adsorbing crystals. Lyophilization
was an important step on the preparation of the samples reducing time and costs in regard to samples’ water
elimination protocol, well known and routinely applied before scanning electron microscopy.
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