%
AP\

UNIVERSIDADE
EDUARDO
MONDLANE

Faculdade de Engenharia
Departamento de Engenharia Quimica

Licenciatura em Engenharia Quimica
RELATORIO DO TRABALHO DE LICENCIATURA

ESTUDO DO EFEITO DA DESNATURACAO TERMICA E PARCIAL DAS
PROTEINAS DO LEITE DE COCO (Cocus nucifera L.) NA ESTABILIDADE FiSICA
DA EMULSAO

Autor:

Edson Elias Paulino Matsimbe

Supervisor:

Prof. Doutor Borges Chambal, Eng°.

Maputo, Abril de 2024




D¢/
AN

UNIVERSIDADE
EDUARDO
MONDLANE

Faculdade de Engenharia
Departamento de Engenharia Quimica

Licenciatura em Engenharia Quimica
RELATORIO DO TRABALHO DE LICENCIATURA

ESTUDO DO EFEITO DA DESNATURACAO TERMICA E PARCIAL DAS
PROTEINAS NA ESTABILIDADE FiSICA DA EMULSAO DO LEITE DE COCO

(Cocus nucifera L.)

Autor:
Edson Elias Paulino Matsimbe

Supervisor:

Prof. Doutor Borges Chambal, Eng.°

Maputo, Abril de 2024



TERMO DE ENTREGA DO RELATORIO DO TRABALHO DE LICENCIATURA

Declaro que o estudante Edson Elias Paulino Matsimbe entregou no dia
/ /120 as copias do relatério do seu Trabalho de Licenciatura

intitulado:

Estudo do efeito da desnaturacdo térmica e parcial das proteinas do leite de coco

(Cocus nucifera L.) na estabilidade fisica da emulséao

Maputo, de de 20

O(a) Chefe de Secretaria




DECLARACAO SOB PALAVRA DE HONRA

Eu, Edson Elias Paulino Matsimbe, declaro por minha honra que o presente trabalho foi
realizado inteiramente por mim, no Departamento de Engenharia Quimica da
Faculdade de Engenharia da Universidade Eduardo Mondlane, no ambito da conclusdo

do curso de Licenciatura em Engenharia Quimica.

Maputo, de de 20

(Edson Elias Paulino Matsimbe)



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha familia,

0 meu pilar e inspiragao.

Olhai para as aves do céu, qgue nem semeiam, nem regam, nem ajuntam em celeiros; e
vosso Pai celestial as alimenta. Nao tendes vos muito mais valor do que elas?
(Mateus 6:26)



AGRADECIMENTOS
Quero em primeiro lugar agradecer a Deus pelo dom da vida e pela oportunidade Unica
de trilhar este caminho repleto de sonhos realizados e desafios que possibilitaram o

meu crescimento pessoal e profissional.

O meu especial agradecimento vai para 0 meu maior suporte, a minha familia. A minha
avo, Luisa Buvane, pela sua incansavel luta para transmitir-nos 0s mais importantes
valores da vida, a integridade, empatia e persisténcia na luta pelos nossos sonhos. A
minha méae, Joana Buvane, pela confianca e suporte em todos os momentos desta
caminhada. A minha irma, primeira mentora e professora, Nércia Ulemba, pelos
maiores e mais importantes ensinamentos que carrego comigo, que Deus a tenha. A
minha irm&, Neidy Milisse, pelo companheirismo, amizade, suporte e extrema confianca
para comigo. Aos meus dois irmaos, Milton e David, pelo suporte e paciéncia. Aos tios
David e Orlando, pelo enorme e incondicional apoio. Ao meu primo, Adriano, pelo
companheirismo. A tia Horténcia, pela disponibilidade e abertura demonstrada para

fornecer-me os cocos usados para a materializacdo do presente trabalho.

Ao supervisor, Prof. Doutor Eng.° Borges Chambal, por ter acreditado em mim, pelo
suporte, partilha de conhecimentos e experiéncias durante as longas conversas,
paciéncia, rigorosidade e por se mostrar sempre aberto para clarificar qualquer davida.
As Engenheiras Candida, Asmina, Virginia e Nazira, pelo suporte e compreensio para
comigo durante a realizacdo dos testes laboratoriais. De igual modo, ao técnico
Adércio, pela abertura demonstrada durante a construcdo da prensa. A turma de
Engenharia Quimica 2018, pelos bons momentos compartiihados e batalhas
enfrentadas. Em especial ao Candido Anténio, Lile Ndzevo e Raul Raposo, pelo
carinho e suporte. A Chaquila Semente, pelo suporte durante a realizacdo dos testes

laboratoriais e pela transmisséo de boas energias em momentos de tensao.

A Stela Dirce e Mirson Semente, pelo companheirismo, amizade, boas energias,

momentos de alegria e paz proporcionados, serei eternamente grato.

E por Ultimo e ndo menos importante, a todos os que directa ou indirectamente
apoiaram-me e contribuiram para a materializacdo deste trabalho, 0 meu muito

obrigado!



RESUMO

O leite de coco é uma emulsdo de 6leo-em-agua estabilizada pelas suas proteinas
naturais (globulinas e albuminas). Devido a baixa capacidade emulsificante de suas
proteinas, esta emulsdo rapidamente separa-se em uma camada cremosa e outra
aguosa relativamente densa. Com a separacao, o leite adquire uma aparéncia que leva
a insatisfacado dos consumidores, pois estes esperam ver um produto com um aspecto
homogéneo, de tal modo que a industria recorre ao uso de estabilizantes externos para
contornar o problema. Entretanto, a adicdo dos estabilizantes ndo s6 implica custos
adicionais de processamento (de aproximadamente $10/kg de estabilizante), como
também pode causar problemas de salude nos consumidores (inflamacédo
gastrointestinal, por exemplo) e, nalguns casos, observa-se a ineficiéncia deste método
em garantir a estabilizacdo completa. Estudos recentes indicam que a desnaturacao
térmica controlada pode melhorar a estabilidade cinética pela formacdo de uma rede
tridimensional de goticulas, que prendem a fase continua no seu interior. E neste
sentido que o presente trabalho procura estudar o efeito da desnaturacdo térmica e
parcial das proteinas na estabilidade fisica da emulsdo do leite de coco, pelo
tratamento térmico das amostras de leite a diferentes temperaturas de aquecimento (40
a 120 °C, com incrementos de 10 °C por tratamento durante 30 minutos) seguida da
estimativa do intervalo de desnaturacédo pelo método de CBB-G250 binding, analise do
efeito da desnaturacéo parcial na taxa de floculacdo pela observacao microscopica, na
coalescéncia pela analise das imagens microscopicas com o auxilio do software IC
Measure, no indice de sedimentacdo e na microestrutura da emulsdo. Com base nos
resultados obtidos, constatou-se que as proteinas do leite de coco (53,36% de
humidade, 34,73% de lipidos e 4,62% de proteinas) apresentam um intervalo de
desnaturacdo com inicio entre 70 e 80 °C e término entre 110 e 120 °C; o aumento da
taxa de desnaturacdo causa a diminuicdo da extensdo de separacédo de fases (19,83%
a 100 °C), ligeira coalescéncia (aumento em 1,5 um a 90 °C) e 0 aumento na taxa de
floculagéo, o que levou a formagéo de uma rede tridimensional de goticulas ou floculos

interconectados (emulséo-gel particulada).

Palavras-chave: leite de coco, proteinas, estabilidade da emulsdo, desnaturacdo

parcial, capacidade emulsificante.
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1. INTRODUCAO

O leite de coco € essencialmente uma emulsdo de 6leo-em-agua, estabilizada pelas
suas proteinas naturais (Birosel et al., 1963), através da proteccdo das goticulas da

emulsao contra a floculagéo, coalescéncia e sedimentacao (Hamad, 2011).

A emulsao do leite de coco tem sido amplamente usada como ingrediente na cozinha,
por dar um aspecto cremoso e um aroma unico aos alimentos (Tangsuphoom e
Coupland, 2008a). Paralelamente é também a via usada na inddstria para a producéo
de oleo virgem, pelo processamento a hiumido do coco, no qual a desestabilizacdo da

emulsado é necessaria (Patil e Benjakul, 2017).

O tratamento térmico é uma etapa essencial no processamento do leite de coco. Este
tratamento tenciona prolongar o tempo de prateleira pela reducdo da carga microbiana
e, por conseguinte, a minimizacao do risco de degradacdo e consequente intoxicacao

do consumidor (Qian et al., 2017).

Dependendo das condi¢cdes do processo, o tratamento térmico a temperaturas iguais
ou superiores a 80 °C, pode causar a desnaturacao irreversivel das proteinas do leite
de coco. Estas mudancas a nivel molecular podem ter um impacto nas propriedades
funcionais das proteinas, que nalgumas vezes sdo desejaveis e noutras indesejaveis
(Raikos, 2009), isto é, podem promover a estabilidade ou instabilidade da emulsdo e

mudancas de suas propriedades organolépticas (textura, sabor e aroma).

1.1.Formulacédo do problema

Estabilidade de uma emulsdo € a sua capacidade de resistir a mudancas de suas
propriedades ao longo do tempo. Portanto, o leite de coco é termodinamicamente
instavel, pois 5 a 10 horas ap0s a sua extraccao, separa-se em duas fases distintas,
uma camada cremosa e outra aquosa relativamente densa (Tangsuphoom e Coupland,
2005). A razéo para essa instabilidade deve-se a fraca capacidade emulsificante das
proteinas presentes na sua composicdo, associada aos grandes tamanhos de suas
goticulas (Chambal, 2015).

As tentativas de reduzir a instabilidade cinética do leite de coco na industria incluem a
reducdo do tamanho das goticulas acompanhadas pela adicdo de estabilizantes
comerciais (como exemplos: a lecitina, goma acacia, carboximetilcelulose, etc.), alguns

deles sdo quimicamente sintetizados ou com 0 uso restrito em alguns paises. O uso




destes aditivos ndo apenas aumenta os custos de producgéo e/ou altera a identidade do
produto, como também pode estar associado a problemas de saude nos consumidores
e, por vezes, mostra-se ineficiente em evitar a separacdo. A procura por uma
alternativa tecnoldgica segura e natural, que demande menos custos e livre de aditivos
alimentares é a via que tem suscitado enorme interesse pela investigacao (Chambal,
2015)

Portanto, o presente trabalho propde-se a estudar o papel que a desnaturacéo térmica
e parcial das proteinas pode desempenhar no melhoramento da estabilidade cinética
da emulsdo do leite de coco, de modo a coloca-las em um nivel de aplicabilidade
comparavel a caseina. Para este propésito, o presente trabalho procura responder a
seguinte questdo de fundo:

¢ Qual é o efeito da desnaturacao térmica e parcial das proteinas na estabilidade

fisica do leite de coco?

A baixa eficiéncia emulsificante das proteinas do leite de coco € observada quando
comparadas as proteinas do leite de vaca, pois as Ultimas sdo mais flexiveis e
conseguem emulsificar pequenissimas goticulas de 6leo, da ordem dos 0,5 — 1 um de
didmetro, contrastando com a média de 15 - 20 um das goticulas presentes no leite de
coco (Chambal, 2015; Raikos, 2009). A eficiente e completa cobertura das goticulas
pela proteina evita a desestabilizacdo da emulsédo pela agregacéo (ou floculacdo) das
goticulas, coalescéncia, sedimentacdo e outros mecanismos actualmente identificados,

promovendo deste modo a sua estabilidade.

1.2.Objectivos
1.2.1. Objectivo geral
e Estudar o efeito da desnaturacdo térmica e parcial das proteinas na estabilidade

fisica da emulsédo do leite de coco.

1.2.2. Objectivos especificos
e Extrair o leite de coco;

e Determinar as propriedades fisico-quimicas iniciais do leite (teores de humidade,
proteinas, lipidos, pH e a distribuicdo do tamanho das goticulas de 0leo);

e Estimar o intervalo de desnaturagéo térmica das proteinas pelo método de CBB-
G250 binding;




e Mensurar o efeito do aquecimento a diferentes temperaturas (40 °C a 100 °C,
com incrementos de 10 °C) na floculagdo, no tamanho médio das goticulas,

sedimentacao e na microestrutura da emulséo.

1.3.Justificativa

A separacao gravitacional leva o consumidor a concluir que o leite de coco esteja
deteriorado, enquanto ndo. Pois este espera ver um produto com uma aparéncia
homogénea e, a separacdo da emulsdo numa camada opaca rica em gotas (creme) e

outra menos opaca pobre em gotas (soro) é indesejavel.

A estabilidade das proteinas € um factor determinante nas suas funcionalidades em
sistemas alimentares, pois, uma determinada propriedade funcional € governada por
um estado conformacional especifico da proteina e qualquer alteracao de estado afecta

a sua funcionalidade e, por conseguinte, a estabilidade da emulséo.

Vérios estudos anteriores demonstraram que o aquecimento do leite de coco diluido
promove o0 aumento da taxa de floculacdo e coalescéncia (Onsaard et al., 2005;
Tangsuphoom & Coupland, 2005) a temperaturas inferiores ao ponto de desnaturacao
da principal proteina (globulina). Muito pouco foi relatado na literatura a respeito do
potencial emulsificante das proteinas parcialmente desnaturadas do leite de coco néao
diluido.

Estudos realizados por Dickinson (2012) evidenciam o poténcial que a desnaturacdo de
proteinas globulares (como € o caso das globulinas do coco) tem na estabilizacédo
cinética de emulsbes através da formacdo de um gel particulado e fraco (floculacéo

controlada).

Portanto, o presente trabalho € de extrema relevancia para o campo cientifico e
industrial, pois, propde-se a investigar o papel que as proteinas termicamente e
parcialmente desnaturadas podem desempenhar no melhoramento da estabilidade
fisica da emulsdo do leite de coco néo diluido explorando, também, as mudancgas

microestruturais da emulséo e conformacionais da proteina.




1.4. Metodologia

Para a materializacdo do presente relatério, recorreu-se aos seguintes meétodos:
pesquisa bibliografica, analise laboratorial, colecta de dados, tratamento estatistico,

analise e interpretacdo dos dados e elaboracgéo do relatorio final.

1.4.1. Pesquisa bibliografica

Para a fundamentacao tedrica do tema, recorreu-se a artigos cientificos, livros e sites

que abordam assuntos relacionados ao tema em questéo.

1.4.2. Andlise laboratorial

e Aquisicdo da matéria-prima: o coco usado para a producdo do leite é
proveniente da provincia de Inhambane, distrito de Zavala;

e Local de realizacdo: os ensaios foram realizados nos Laboratérios do
Departamento de Engenharia Quimica, da Faculdade de Engenharia da
Universidade Eduardo Mondlane — UEM;

e Etapas: a analise laboratorial consistiu nas seguintes etapas: extraccdo do leite
de coco, -caracterizacdo fisico-quimica do leite, tratamento térmico e

subsequentes ensaios para a analise da estabilidade da emulséo.




2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Cultura do coqueiro
2.1.1. Origem e distribuicdo geografica

A hipotese mais aceite é a do coqueiro ser originario das regides costeiras do sudeste
asiatico (Malasia, Indonésia e Filipinas) e Melanésia (Lima et al., 2015). Acredita-se
gue em tempos pré-historicos, variedades selvagens (niu kafa) tenham sido arrastadas
do leste, pelas correntes do oceano, para as ilhas tropicais do pacifico (Melanésia,
Polinésia, e Micronésia) e do oeste para as regifes costeiras da India, Sri Lanka, este
africano e ilhas tropicais (Seicheles, Andaman e Mauricias) do Oceano indico (Chan e
Elevitch, 2006).

Pela accdo humana, o coqueiro propagou-se para 0 interior dos continentes e
actualmente esté presente em mais de 200" paises das regifes tropicais e subtropicais,

entre os paralelos 23° ao norte e 23° ao sul (Foale e Harris, 2009).

2.1.2. Classificacéo taxonémica

Segundo Dransfield et al. (2008), o coqueiro apresenta a seguinte classificacdo
taxonémica:

¢ Reino: Plantae;

e Classe: Monocotyledoneae;

e Familia: Arecaceae/Palmae;

e Género: Cocos (um dos doze géneros);

e Espécie: nucifera (uma Unica espécie);

e Nome cientifico: Cocos nucifera.

2.1.3. Variedades

Segundo Warwick et al. (2006) e, Martins e de Jesus Junior (2014), existem trés
variedades distintas de coqueiros, nomeadamente:
e Coqueiro-gigante: é uma variedade rustica, de crescimento rapido e fase

vegetativa longa e cujo florescimento tem inicio entre 5 e 7 anos. Essa variedade

' As Nagbes Unidas reconhecem 251 paises e territérios. Os Estados Unidos, no entanto, oficialmente
reconhece menos de 200 nag¢des. Em (ltima analise, a melhor resposta é a de que existem 196 paises
no mundo (The Number of Countries in the World (thoughtco.com))



https://www.thoughtco.com/number-of-countries-in-the-world-1433445#:~:text=The%20United%20Nations%2C%20for%20example%2C%20recognizes%20251%20countries,that%20there%20are%20196%20countries%20in%20the%20world.

tem vida util econébmica de 60 a 70 anos e pode produzir até 60
frutos/planta/ano, com tamanho variando de médio a grande;

e Coqueiro-ando (verde, vermelho e amarelo): apresenta desenvolvimento
vegetativo lento, é precoce e inicia a producdo, em média, entre 2 e 3 anos apoés
o plantio, tendo uma vida util de 30 a 40 anos. Produz um grande namero de
frutos (de 150 a 200 frutos/planta/ano);

e Coqueiro hibrido intervarietal (gigante/ando): possui uma série de vantagens
em relacdo ao coqueiro-gigante e ao coqueiro-ando ( Tabela 1), porém sua
maior dificuldade esta na propagacdo, ou seja, na obtencdo das sementes
hibridas capazes de abastecer o mercado consumidor, além de apresentar
problemas de segregacéo genética quando utilizadas as sementes oriundas dos

préprios hibridos.

Tabela 1: Principais caracteristicas agronémicas dos grupos varietais do coqueiro.
Variedades de coqueiros

Caracteristicas

Anao Hibrido Gigante
Pequeno  Intermediario Grande
Lento Intermediario Répido
(fruto/planta/ano)
900 1200 1400
550 700 800
250 400 350
25,41 66,01 67,02
Teor médio de acido laurico (%) 50,16 50,65 52,04
200 a 300 400 a 550 500 ou mais
. ~ In natura In natura
Destino da producéao In natura

Agro-industria Agro-indl]stria

Fonte: Martins e de Jesus Junior (2014).

2.1.4. Morfologia do coco

O fruto do coqueiro, coco, é caracterizado como uma drupa fibrosa, formada por uma
epiderme lisa (epicarpo ou exocarpo), além de possuir como camadas subjacentes o
mesocarpo (fibroso) e o endocarpo, casca que recobre o endosperma (Warwick et al.,
2006), conforme ilustrado na Figura 1. O endocarpo possui trés “olhos”, proximo ao
embrido, um dos olhos é pouco resistente quando comparado aos outros dois. Entre o
endocarpo e o endosperma sélido encontra-se uma camada fina e castanha
denominada tegumento (Lédo et al., 2018). O endosperma solido é uma camada
carnosa, branca, muito oleosa, principalmente no fruto seco e maduro (entre 11 e 12




meses de maturagdo). O endosperma liquido, ou 4gua de coco, € armazenado na
cavidade central do fruto e passa por modificacdes ao longo do processo de maturacao
(da Silva et al, 2020; de Aragéo et al., 2002).

Endocarpo

Endosperma solido

Embrido

Epicarpo Cavidade central

Mesocarpo

Figura 1: Composi¢éo morfologica do coco.
Fonte: adaptado de Lédo et al., 2018.

2.1.5. Producao mundial do coco

A area mundial colhida € de 11,8 milhGes de hectares, produzindo 62,9 milhdes de
toneladas de coco. Como ilustrado na Figura 2, os maiores produtores mundiais de
coco sdo, em primeiro lugar a Indonésia seguida de Filipinas e India, nesta
classificacdo, Mogambique ocupa a décima sétima posi¢cdo com 0,40% da producéo
mundial (FAOSTAT, 2021).

30%

25%
20%
15%
10%
5%
0% - . . .

Indonésia Outros Filipinas india Mogambique
paises

Figura 2: Distribuicdo da produc¢éo mundial de cocos por paises.
Fonte: adaptado de FAOSTAT (2021)

Em Mocambique, uma fabrica com capacidade de processar 20 mil cocos por dia esta
em instalacdo na provincia da Zambézia, para a producdo de 6leo de cozinha, leite,
agua, fibra e copra. O projecto estd avaliado em 4,8 milhdes de dodlares norte-




americanos e sera implantado numa area de 50 mil metros quadrados, no povoado de

Guruai, distrito de Mocubela, a norte da provincia (jornal Noticias, 2023).

2.2.Leite de Coco

O leite de coco € uma emulsédo branca e opaca (Figura 7), extraida do endosperma
sélido do coco pela sua trituracdo e subsequente prensagem, com ou sem adicao de
agua potavel (Hamad, 2011). Birossel et al. (1963) sustentam a definicdo anterior,
enfatizando que esta é uma emulsdo de 6leo-em-agua (O/A) estabilizada pelas suas

proteinas (globulina, albumina, glutelina e prolamina) e fosfolipidos naturais.

Embora a extracgcdo de 6leo seja o maior foco da indastria do coco, observa-se uma
crescente demanda pelo extracto aquoso do endosperma solido, o leite de coco, para o
uso doméstico e industrial (Seow e Gwee, 1997). Isto é, o mercado mundial de leite de
coco foi avaliado em 1,1 bilhdo de dolares em 2019 e deve chegar a 2,9 bilhdes de
doélares, em 2027, com o crescimento anual de 7,1% (Brainer, 2021).

A tendéncia recente mostra que embora o 6leo da copra (processamento a seco)
continue a dominar os derivados da industria do coco, porém, a forma pouco higiénica
como a copra € normalmente obtida, torna o 6leo e os subprodutos deste processo
improprios para o0 consumo humano. Isto justifica o interesse actual pelo
desenvolvimento da tecnologia a humido, higiénica, que permite obter simultaneamente
o 6leo e o leite de coco, ao contrario da copra que s6 conduz apenas ao 0leo, de grau

alimentar inferior (Chambal, 2015).

2.2.1. Propriedades quimicas do leite de coco e sua comparagdo com o0

leite de vaca

A composicdo do leite de coco varia com a variedade, idade, ambiente de cultivo do
coqueiro, praticas culturais, método de preparo e com as condicdes do processo de
extracgdo, por exemplo, a quantidade de agua adicionada e a temperatura usada para

a extraccdo (Cancel et al., 1971).

Na tabela abaixo, estd presente a composicdo do leite, reportada por diferentes

autores.




Tabela 2: Composicdo quimica do leite de coco reportada por alguns autores.

Leite de coco Leite de vaca
Componente

(%) USDA Chambal Walstra et al.

(2014) (2015) (2006)
Humidade 54,0 50 87,2

35 36 4,0

3,6 3,7 3,35

6 6.7

. % Raghavendra e Raghavarao, (2010).

Tanto o leite de vaca assim como o leite de coco, apresentam praticamente a mesma
composi¢cdo qualitativa, diferindo de forma significativa apenas no teor de lipidos, os
quais sao aproximadamente 10 vezes maior no leite de coco (Hagenmaier et al., 1974).

O leite da vaca constitui a emulsdo mais estavel de que h& conhecimento no campo
alimentar, facto associado a elevada qualidade e capacidade emulsificante da a-
caseina, que ndo tem termo de comparacdo. Encontrar uma alternativa tecnoldgica a
emulsdo do leite de vaca € um objectivo perseguido por varios especialistas de
alimentos, na tentativa de responder a inimeros desafios de actualidade, como sejam,
por exemplo, a satisfacdo do segmento de mercado que n&do pode consumir produtos

ou derivados de origem animal (Chambal, 2015).

O leite de coco é de origem vegetal e tem potencial para se tornar candidato de
eleicdo. Entretanto, ha diferencas fundamentais e limitacbes sérias quanto ao seu
desempenho face a certas propriedades que a emulsdo deve observar, a comecar pelo
gosto, estabilidade e propriedades funcionais.




2.3.Proteinas

Proteinas sédo polimeros de aminoacidos, nos quais aminoacidos individuais, chamados
de mondmeros, estdo unidos por ligacdes peptidicas. Um grupo amino pertencente a
um mondmero forma uma ligacdo peptidica com o grupo carboxilo de um segundo
mondmero (reacc¢ao abaixo); e o grupo amino do segundo forma uma ligacao peptidica
com o grupo carboxilo de um terceiro aminoacido e assim sucessivamente (McMurry,
2008).

—NH—(l'JH—COOH NHo—CH—COOH

Ligacao peptidica
2.3.1. Classificacéo de Osborne

De acordo com a solubilidade, Osborne (1909) classificou as proteinas do seguinte
modo:
e Albuminas: proteinas solUveis em agua e que coagulam (desnaturam) quando
submetidas ao aquecimento;
e Globulinas: proteinas soltveis em solugfes salinas neutras;
e Glutelinas: sdo insolaveis em solugdes aquosas neutras, salinas e alcoois. Patil
e Benjakul (2018) sustentam o posicionamento de Osborne (1909) destacando
que estas proteinas sao soluveis em solucbes acidas (glutelina-1) e basicas
(glutelina-2);

e Prolaminas: sdo soluveis em alcoois (70 — 90%);

De acordo com a solubilidade, cerca de 80% das proteinas do endosperma sélido do
coco séo classificadas como albuminas e globulinas. Estas sdo também as proteinas
gue estdo presentes em maior quantidade no leite e, em quantidades relativamente

menores encontram-se as glutelinas e prolaminas (Patil e Benjakul, 2018).
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2.3.2. Estrutura das proteinas

Segundo Damodaran (2008), Solomons e Fryhle (2011), existem quatro niveis
estruturais das proteinas, apresentados na tabela abaixo.

Tabela 3: Descricdo das estruturas primarias, secundarias, terciarias e quaternarias das
proteinas.

Estrutura Descricao Representacao

Refere-se a sequéncia linear na qual as

- moléculas de aminoacidos constituintes _ _
Primaria Lo 5 N Veja a Figura 3
estao ligadas através de ligacdes

peptidicas.
Arranjo  espacial e periddico dos Do a®
. o Ao e
monomeros de  aminoacidos  num v A RNy
\ o o)
B determinado  segmento da cadeia o ¢ o e
Secundéria . .
polipeptidica. Podemos encontrar as d o3 o B
O-0 42}: ¢ o © 0o
estruturas secundarias em a-hélice (a) e e © R . R
gﬂ\n 8o "O(O,' o/(o o/o“(:_.oo
© Q o

configuracao- (b). b)
Arranjo espacial observado quando uma
cadeia linear proteica, com os segmentos
da estrutura secundaria  dobra-se,
originando uma estrutura compacta
tridimensional. As proteinas dobram-se de

modo a expor 0 maior numero possivel de

Terciaria

grupos hidrofilos num ambiente aquoso e

encobrir 0o maior numero possivel de

grupos hidréfobos no seu interior.
Podemos encontrar as proteinas fibrosas
insoluveis em agua e globulares que séo
soltveis em solucdes aquosas.

Arranjo espacial da proteina quando esta

Quaternaria ] _ . _ . Veja a Figura 3
contém mais de uma cadeia polipeptidica.

. Fonte: Damodaran (2008); Solomons e Fryhle (2011);
. Asimagens a), b), ¢) foram obtidas de Solomons e Fryhle (2011).




2.4.Desnaturacgao das proteinas

E a mudanca nas estruturas, secundarias, terciarias ou quaternarias das proteinas,
sem quebrar as ligacbes peptidicas, Figura 3. Neste processo ndao sao envolvidas

reaccOes quimicas (Damodaran, 2008).

Estrutura
terciaria

Agente
desnaturante
D —a —_—
—- —

Pequena
expanséo

Estrutura
auaternaria

11

Configuracéo-

a-hélice

Estrutura priméria Estrutura secundaria

Figura 3: Processo da deshaturagao proteica.
Fonte: Chu e Robledo (2022).

Devido a estabilidade relativamente menor apresentada pelas proteinas globulares,
estas podem ser induzidas ao desdobramento da sua estrutura pela variacdo da

temperatura, pH, qualidade do solvente e pressao (Walstra, 2003).

2.4.1. Desnaturacdo térmica

Segundo Mulvihill e Donovan (1987), a semelhangca das outras formas de
desnaturacdo, a desnaturacdo térmica ocorre quando as ligacbes por ponte de
hidrogénio, hidrofébicas e outras nédo covalentes sdo quebradas pelo aguecimento, isto
é:
e 0 primeiro estagio envolve a alteracdo nao covalente das proteinas, estagio da
desnaturacao;
e 0 segundo envolve a agregacdo nao reversivel, que pode ser seguida da

precipitacao.
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2.4.1.1. Modelo de Transicdo de Dois Estados

A estrutura de uma proteina ndo € um parametro facil de quantificar, medi¢des directas
das fraccdes de proteinas nos estados nativos e desnaturado em uma solucédo é
praticamente impossivel. Porém, mudancas na conformacdo das proteinas afectam
varias propriedades quimicas e fisicas como a absorvancia, fluorescéncia, coeficiente
de sedimentacdo, rotacdo Optica, reactividade de grupos sulfidricos e a actividade
enzimatica. Portanto, a desnaturacdo pode ser estudada monitorando-se a mudanca

dessas propriedades (Damodaran, 2008).

A Figura 4 mostra que a transi¢cdo do estado nativo (yyn) para o desnaturado (yp) ocorre
num intervalo muito pequeno da variavel aplicada (desnaturante). Esta é uma
caracteristica de processos cooperativos, onde varias ligacbes sdo quebradas ou
formadas simultaneamente, isto €, a molécula pode apenas existir no estado nativo ou

desnaturado, dois estados (Walstra, 2003).

y A 1
50 | i B
+ +
] +  aby
b asdy
40 + -
‘ L
© I N Ve
© + a4 8 ."'-.’&
S 30 8 a a " s B
@ ‘ﬁ‘ o A,
.
S ot et
. A
2 0l ‘#_A'A. L
Taggn
10 A 1 A 1 3 ] 7 —
20 40 60 80 100
Desnaturante Temperatura (°C)

Figura 4: Transi¢cdo do estado nativo para o desnaturado em funcéo do stress aplicado. Fontes:
A (Demodaran, 2008) e B (Jackson e Fersht, 1991).

Para este modelo de dois estados, o equilibrio entre o estado nativo e desnaturado, na

regido de transicdo cooperativa pode ser expressa como apresentado na equacgao (1):
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onde K, € a constante de equilibrio; ay e ap sdo as actividades das proteinas nos

estados nativos e desnaturados, respectivamente (Poklar e Vesnaver, 2000).

Segundo Privalov (1979), o processo de desnaturacdo das proteinas globulares

envolve trés estagios (Figura 4B):

« No primeiro estagio do processo de deshaturacdo as proteinas sofrem
mudancas pré-desnaturacionais entre dois estados nativos, evidenciado pelo
decréscimo linear inicial na curva sigmoidal,

. Seguida da desnaturacéo propriamente dita (elevacédo); e

. Por fim, temos novamente um decréscimo causado pela agregacao de proteinas

desnaturadas.

2.5.Emulsao

Emulsdo € uma mistura de dois liquidos imisciveis, com um deles, a fase dispersa,
presente em forma de goticulas esféricas no outro liquido, fase continua (Dickinson,
20009).

Para de Lima (2014) os dois principais tipos de emulsdes sdo: 6leo-em-agua (O/A) e
agua-em-oleo (A/O). As emulsbes alimentares do tipo O/A incluem leite, cremes,

molhos de saladas; exemplos do tipo de A/O sédo manteiga e margarina.

2.5.1. Estabilidade de emulsdes

Estabilidade de uma emulsdo € a sua capacidade de resistir a mudancas de suas
propriedades ao longo do tempo: quanto mais estavel € a emulsédo, mais lentas sdo as

mudancas das suas propriedades (McClements, 2016).

Quando tomamos em conta a estabilidade de uma emulsao, € importante estabelecer a
diferenca entre as estabilidades termodinamica e cinética, como ilustra Figura 5. A
estabilidade termodinamica indica-nos quando um dado processo vai ou nao ocorrer,
enquanto a estabilidade cinética da-nos a velocidade do processo, se este ocorrer
(Atkins e de Paula, 2006).
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Cineticamente
estavel

AG*

Cinetica
-mente
instavel

Gt
Emulséo
Termodinamicamente
instavel

AG

Gi
Fases separadas
Termodinamicamente estavel

Figura 5: Diagrama de estabilidade termodinamica e cinética de uma emulsédo genérica. Onde,
G' é a energia livre no estado estavel, G' é a energia livre no estado instavel, AG representa a
diferenca da energia livre entre os dois estados, e AG™ da-nos a barreira da energia livre.

Fonte: McClements, 2016.

Quando a barreira da energia livre é suficientemente elevada, o sistema permanece no
seu estado termodinamico instavel, por um longo intervalo de tempo, o qual é

designado de estado cineticamente estavel ou meta-estavel (McClements, 2016).

2.5.1.1. Emulsificantes

E toda substancia superficialmente activa que pode ser adsorvida na interface 6leo-
agua e proteger as goticulas da emulséo da floculacédo e/ou coalescéncia, como ilustra
a Figura 6 (Hamad, 2011).

Figura 6: Estabilizacdo de uma emulséo pela ac¢cao de um emulsificante.
Fonte: McClements et al., 2017.
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Para McClements (2007), um bom emulsificante deve ter as seguintes caracteristicas
gerais:
e deve ser capaz de rapidamente adsorver-se na superficie das goticulas
recentemente formadas pela homogeneizacéo;
e deve ser capar de reduzir significativamente a tenséo superficial;
e ser capaz de formar uma camada interfacial resistente a ruptura e/ou

providenciar suficientes interaccdes electrostaticas repulsivas entre as goticulas.

Podemos encontrar alguns exemplos de emulsificantes, nomeadamente: fosfolipidos e

biopolimeros anfifilicos (McClements, 2016).

2.5.1.2. Biopolimeros anfifilicos

As proteinas e polissacarideos sdo polimeros que ocorrem naturalmente e, que
possuem a capacidade de estabilizar as emulsfes alimentares. Para Damodaran
(2008) as proteinas superficialmente activas devem ter as seguintes propriedades:
e Habilidade de rapidamente adsorver-se na interface;
e Habilidade de rapidamente desdobrar-se e reorientar-se na interface;
e Uma vez na interface, a habilidade de interagir com as moléculas vizinhas e
formar um filme resistente e viscoelastico, que possa resistir ao stress térmico e

mecanico.

2.5.2. Distribuicdo do tamanho das goticulas de 6leo de emulsfes

Grande parte das propriedades de emulsdes alimentares é determinada pelo tamanho
de suas goticulas, como por exemplo, a textura, aparéncia e sabor (Friberg et al.,
2004).

Informacdes a respeito do tamanho das particulas de uma emulsdo podem ser obtidas
por meio de varios métodos analiticos incluindo a microscopia, dispersdo de luz,
sedimentacao, etc. Diferentes métodos fornecem diferentes tipos de médias (Tabela 4),
isto €, medi¢des microscopicas dao o diametro numérico (d10) e a dispersao de luz da-

nos o didmetro ponderado pelo volume (d4 3) (McClements, 2016).
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Tabela 4: Diferentes formas de expressar a média do didmetro das goticulas de emulses.
Nome da média Simbolo Formula Proporcionalidade

Média numérica

Média ponderada
pela area
Média ponderada

pelo volume

Fonte: McClementes (2016).
Onde:
e L, AeVrepresentam o comprimento, area e volume das goticulas, respectivamente;

e d;: didmetro individual de cada goticula da classe i; e
e n;: numero de goticulas na classe .

2.5.3. Mecanismos de instabilidade
A emulséo do leite de coco € termodinamicamente instavel e, por isso, ap6s 5 a 10

horas da extraccdo separa-se em duas fases distintas (Figura 7), uma camada

cremosa e outra aquosa relativamente densa (Tangsuphoom e Coupland, 2005).

Figura 7: Separacdo da emulséo do leite de coco em creme e soro.
Fonte: https://tocomendo.com.br/creme-de-coco/

Emulsbes, como é o caso do leite de coco, sdo termodinamicamente instaveis devido a
fobia que as moléculas de 6leo e agua tém, uma para com a outra, € como
consequéncia as suas estruturas tendem a alterar-se com o tempo por via de varios
mecanismos — floculagéo, coalescéncia e sedimentacéo, veja a figura 8 — podendo

levar a separacdo completa de fases (Hamad, 2011).
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Emulsao
cineticamente
estavel

Separagao Coalescéncia Separagéo de
gravitacional fases

Floculacéo

Figura 8: Mecanismos de instabilidade de emulsdes do tipo O/A.
Fonte: McClements et al. (2004)

2.5.3.1. Floculacéo
A floculacdo é o processo no qual as goticulas formam um agregado (Figura 8), sendo

que cada uma das goticulas iniciais mantém a sua integridade individual formando
floculos (de Lima, 2014).

A floculacdo tende a aumentar a velocidade de sedimentagcdo porque os fléculos tém
grandes diametros que as goticulas (0 que compensa o facto do contraste de

densidades entre os fléculos e o liquido circundante ser reduzido) (McClements, 2007).

A floculacdo pode ser vantajosa ou néo, dependendo da natureza da emulsado (Hamad,
2011), pois em emulsBes nao diluidas e na presenca de polimeros dispersos na fase
continua, a floculacdo ou agregacdo (controlada) pode levar ao melhoramento da
estabilidade cinética da emulsdo pela formacdo de uma rede de goticulas e floculos
interconectados, também chamada de emulsédo-gel particulado (Farjami e Madadlou,
2019) que sera abordado na seccao 2.5.5.

2.5.3.2. Coalescéncia
A coalescéncia é um processo irreversivel que envolve a ruptura do filme interfacial, ou

seja, as goticulas tendem a se aproximar umas das outras para formarem uma Unica
goticula maior (Figura 8), podendo eventualmente levar formagcédo de uma camada de

0leo em cima da emulsao, oiling off (de Lima, 2014).
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E o principal mecanismo pelo qual uma emulsdo move-se em direccdo ao seu estado
termodindmico mais estavel, porque envolve a diminuigdo da area de contacto entre as

fases de 6leo e agua (Walstra, 2003).

A coalescéncia causa a mudanca dos didmetros primarios e efectivos® das goticulas
enquanto a floculagdo provoca o aumento do didmetro efectivo, mas o diametro

primério permanece inalterado (Tangsuphoom e Coupland, 2008a).

2.5.3.3. Sedimentacéao (creaming)
E o processo no qual ha um movimento ascendente das goticulas da fase dispersa,

porque estas tém uma densidade menor que a do liquido circundante (de Lima, 2014).

Durante o processo forma-se uma camada de soro deficiente em gotas, no fundo do
recipiente, e uma camada de creme com excesso de gotas, no topo do recipiente
(Figura 8). A concentracdo das gotas na camada intermédia que separa 0 Soro e a
camada de natas € inicialmente similar a da emulsao original, sendo referida como a
camada emulsdo, que tém uma aparéncia similar a emulsédo original (McClements,
2016).

Por vezes é dificil distinguir o limite entre a camada emulsdo e a camada de natas
porque sdo ambas opticamente opacas, e a opacidade de uma emulsdo concentrada
ndo se altera grandemente com o0 aumento da concentracdo de goticulas
(Chantrapornchai et al., 2008).

A lei de Stokes diz-nos que a velocidade de sedimentacao, Vkes, de uma esfera rigida

isolada de densidade p e raio a é dada pela equacéo (2):

_ 2a*(po—p)g
Vstokes = T ong (2)

onde p, e n, sdo respectivamente a densidade e a viscosidade Newtoniana da fase
continua, g a aceleracdo de gravidade e p a densidade da fase dispersa. A equacéao (2)
€ estritamente aplicavel a emulsdes diluidas, monodispersas e nao-floculadas
(Dickinson, 2009).

> Na medicdo do diametro efectivo sdo consideradas as goticulas isoladas e os fléculos, enquanto no
diametro primario toma-se em conta apenas as goticulas isoladas (Tangsuphoom & Coupland, 2005).
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Portanto, para emuls6es ndo-diluidas, polidispersas e/ou floculadas, a equacédo de
Stokes serve apenas para avaliar qualitativamente os factores que controlam a
formacéo de creme (Walstra e van Vliet, 2008), isto é:
e A sedimentacdo é mais rapida a medida que o tamanho das goticulas da
emulsdo aumenta (Vgrokes X a°);
¢ Nao ocorre formacado de creme se a densidade da fase dispersa e continua da
emulsdo forem iguais, Vgtokes & (po - p);

e Com o aumento da viscosidade da fase continua, a velocidade de sedimentacao

1
reduz (Vstokes 4 n_)'
0

2.5.4. Transicao de fases em sistemas coloidais: interacgdes atractivas

Dispersdes coloidais exibem uma transicdo de um liquido ergddico para um semi-solido
nao ergodico de caracter estérico puro (Figura 9), pelo aumento da fraccdo das
particulas e/ou devido a uma origem entalpica, pelo aumento da forca de atraccéo
(Dawson, 2002), isto €, para suspensdes concentradas (maior que 58% em volume):
e O aumento da forca de atraccao entre as particulas causa a mudanca para um
outro estado néo ergodico — attrative glass — onde a mobilidade em larga escala
€ suprimida devido a interac¢do e agrupamento entre as particulas (Petekidis e
Wagner, 2021);
e Com adiminuicao da fraccdo do volume das goticulas, mantendo-se constante a
forca de interaccéo entre elas, ocorre a mudanca do estado attrative glass para
um gel particulado (Mewis e Wagner, 2012).

Repulsive glass

Glass lines
Pocket of liquid states
Liquid

polymer
Temperature

Gel line BRI ;L__,_

= \ ’
! Glass—glass transition
|
. O

|
i
Gel )

Volume fraction

Figura 9: Diagrama de fases da temperatura em funcéo da frac¢éo volumétrica da fase
dispersa.
Fonte: Sciortino, 2002.




Aumentar a concentragdo de polimeros equivale a diminuir a temperatura (Sciortino,
2002).

2.5.5. Géis

Gel € uma rede continua e tridimensional de moléculas ou particulas interconectadas
(como cristais, goticulas de emulsfes e agregados moleculares) que prendem um
grande volume da fase continua liquida, a semelhancga de uma esponja (Walstra e van
Vliet, 2008), Figura 9. O gel formado pela rede de goticulas de 6leo designado de

emulsao-gel particulado.

Portanto, o gel € um semi-solido viscoelastico, isto €, o comportamento do gel em
resposta a um stress aplicado é parcialmente a de um sdlido elastico e parcialmente a
de um liquido viscoso (Dickinson, 2012). A floculagdo controlada (desnaturacéo) pode
melhorar a estabilidade cinética da emulsdo através da formacdo do gel-particulado
que é mais estavel a separacdo de fases que a emulsdo normal (Farjami e Madadlou,
2019)

2.6. Tratamento térmico

O tratamento térmico é uma etapa essencial no processamento do leite de coco. Este
tratamento tenciona prolongar o tempo de prateleira pela reducdo da carga microbiana
e, por conseguinte, a minimizacao do risco de degradagédo e consequente intoxicacéo
do consumidor (Raikos, 2009; Qian et al., 2017).

As condicBes do tratamento térmico variam com os diferentes tipos de leite vegetal.
Deve-se ter em conta que as variagbes de temperaturas e tempo dos tratamentos
térmicos podem ocorrer devido a diferenca nas plantas de extraccdo e na sua
composicdo (Romulo, 2022). A tabela 1 sumariza as condi¢cdes de aplicagcdo do

tratamento térmico em diferentes tipos de leite.
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Tabela 5: Condigbes operacionais do tratamento térmico de diferentes variedades de leite

vegetal.

Tipo de leite

Leite de coco
diluido

(Tangsuphoom e
Coupland, 2005)

Leite de soja

(Kwok et al., 2002)

Leite de almondega

(Devnani et al., 2020)

Leite de amendoim

(Zaaboul et al., 2019)

Temperatura (°C)

40-90°C

143 °C

45 -95°C

90 °C

121 °C

Duracao (minutos)

60 min.

1 min.

30 min.

10 min.

15 min.

Resultados

O aumento da
temperatura causa
a floculacédo e
coalescéncia.

Aumento do tempo
de prateleira; maior
digestibilidade das
proteinas; e ligeira
alteracado na cor e
sabor.

A desnaturacao
inicia aos 55 °C,
onde pode levar a
formacdo de um
gel.

Desnaturacao;
agregacao das
goticulas e
coalescéncia.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

Como referiu-se anteriormente, no presente trabalho pretende-se estudar o efeito da
desnaturacao térmica e parcial das proteinas na estabilidade fisica da emulsdo do leite
de coco deste modo, neste capitulo sdo apresentados os principais materiais e

métodos usados para a obtencao dos resultados.

3.1. Matéria-prima

Os cocos maduros usados para a extraccao de leite foram obtidos de coqueiros
gigantes, oriundos da provincia de Inhambane, distrito de Zavala. Logo que recebidos,
0S cocos (sem o0 mesocarpo) foram:

e Conservados a temperatura ambiente (30 + 4 °C) e distante da luz solar; e

e Usados, no maximo, duas semanas apos a sua extracgao.

3.2. Substancias, equipamentos e instrumentos usados

Os equipamentos, instrumentos, materiais e substancias usadas para a realizagdo dos

ensaios laboratoriais encontram-se na Tabela 6, apresentada abaixo.

Tabela 6: Substancias, materiais, equipamentos, instrumentos usados durante a realizacdo dos ensaios.

Substéancias Equipamentos/Instrumentos
CBB G-250 Baldo volumétrico (100, 1000 mL)
Acido fosforico (95%) Tubos de ensaio de vidro | Provetas (100mL)
Agua destilada Papel Whatman (#1) Dessecador
Catalisador de Selénio Bloco de digestao (Selecta, Bloc Digest 6-Rat 2)
Acido sulftrico (97%) Destilador (Selecta, Pro-Nitro M)
NaOH (40%) Tubos de ensaios plasticos (14, 45 mL)
H3BO3 Centrifugadora (Thermo Scientific, Megafuge 8R)
Vermelho de metil Banho-maria (Boeco, PWB-8) | Sacos plasticos
HCI (0,1N) Estufa (Labotec, EcoTherm) | Mufla (Carbolite)
Areia calcinada Sistema Soxhlet | Viscosimetro (Visco 88)
Eter etilico Prensa hidraulica Raspadeira de vegetais
NacCl (0,15M) Balanca analitica (Denver instrument, M-310)
Espectrofotometro (Agilent, 60 UV-vis)
Microscopio optico (Olympus, SC20, U-CMAD3)
Agitador (Rotamixer) | Multimetro (Hach, HQ40d)
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3.3. Métodos

Para a obtencdo dos resultados experimentais, recorreu-se aos metodos e sequéncia
apresentadas na Figura 10. Em primeiro lugar, o leite de coco foi extraido seguindo-se
0 método exposto na Figura 11, de imediato, realizaram-se a caracterizacéo fisico-
quimica inicial, o tratamento térmico e subsequentes ensaios da andlise da variacdo da
estabilidade da emulsdo com o aquecimento (desnaturacdo). As linhas a tracejado
representam o percurso pelo qual estimou-se o intervalo de desnaturacdo com base

nas proteinas do soro.

Todos os ensaios experimentais descritos abaixo foram realizados com amostras em

triplicatas, de acordo com a sequéncia apresentada abaixo na Figura 10.

- T Acompanhamento da estabilidade
Caracterizacao quimica: fisica:

1. %Hamidade [70 °C; 24 horas] 1. Floculac&o (Obs. Microscopica)

2. Z/oLl’pidqs [met. Soxhlet] 2. Coalescéncia (Software IC Measure)
j‘ /oHProtemas [met. Kjeldahl] 3. Creaming (Vsoro/Vtotal)
. -1
P Viscosidade aparente [1194 s |
Extraccdo Banho-maria/Estufa
doleitede [ = Leite [40a120°C; AT=10 | _____ 1
COCO OC; 30 mln.] :
|
A :
I I
I
Centrifugacdo [3790 F——------ Soro :
rpom; 30 min.] < — -

l

precipitado Acompanhamento da variagao
proteico conformacional das proteinas: método
CBB binding
e >{ 1. Medi¢do da absorvancia [595 nm]:
a) 10 pl de soro
b) 10 ml da sol. de NaOH [0.15M]
¢) 2.5 ml de reagente de Bradford
2. Analise pelo modelo de Dois Estados

i
i
1
Creme e ; Y
1
i
i
i

Figura 10: Fluxograma das actividades laboratoriais e analise dos dados.




3.3.1. Extraccao do leite

A extracgéo do leite de coco foi realizada de acordo com o procedimento apresentado
na Figura 11 adaptado do Philippine Coconut Authority (2014), primeiramente, retirou-se a
agua pela perfuracdo do olho fragil e de seguida realizaram-se a retirada manual do
endocarpo, separacdo da polpa do tegumento com o auxilio de um descascador de
vegetais, lavagem da polpa em agua corrente, trituracdo usando-se uma raspadeira de
vegetais, tendo como modificacdo o aquecimento da polpa, previamente colocada em
sacos plasticos, na estufa a 50 °C por 10 minutos para maximizar o rendimento e,
prensagem da polpa envolvida por um pano de modo a impossibilitar a passagem da
fibra (filtragc&o).

A prensagem foi feita com o auxilio de uma prensa hidraulica construida pelo autor com

base em material totalmente reciclado (Figura A1 — 1).

Base de

calculo:

(1000 g) 5 .

; Perfurag:f\o_do (146,5 g) > Agua de Coco
olho fragil
Coco sem o
mesocarpo A (853,59
. (3419 g) S
Retirada do endocarpo : Endocarpo
Despeliculagem 70,6 Tegumento
J (441 g)
Lavagem da polpa
\
Trituracao
v
Aguecimento (50 °C;10 min.)
\ (441 g)
(163 ) Prensagem e (278 g)
| Filtrac&o I
Fibra
Leite (residuo)

Figura 11: Fluxograma da operacdo de extraccdo do leite de coco.

Fonte: adaptado de Philippine Coconut Authority, 2014. oc




O leite foi colectado em um frasco de vidro (Figura 13) e, de imediato, submetido aos
ensaios experimentais apresentados na secg¢ao seguinte. Importa referir que todo o

leite extraido foi descartado apos 24 horas da sua extracgao.

3.3.2. Determinacao das propriedades fisico-quimicas iniciais do leite
de coco

3.3.2.1. Teor de humidade

O teor de humidade representa a quantidade de agua contida no alimento (Instituto
Adolfo Lutz, 2008). Foi determinado de acordo com o método n® 934.01 da AOAC
(1990), onde as amostras de leite foram mantidas a 70°C, durante 24 horas na estufa
(Labotec, EcoTherm) com a modificacdo de a secagem nao ter sido realizada no

vacuo. A massa perdida foi reportada como humidade, isto é:

o%humidade (2) — _massaperdida 440, 3)

massa da amostra humida

3.3.2.2. Determinacéao do pH

Define-se pH como a medida da acidez ou alcalinidade (AOAC, 1990). Foi determinado
com o auxilio de um multimetro (Hach, HQ40d), seguindo-se o método n°® 973.41 da
AOAC (1990).

3.3.2.3. Determinacdo do teor de proteina

O teor de proteina do leite foi determinado seguindo-se o método de Kjeldhal.

Os conteudos de nitrogénio e proteina foram determinados de acordo com as seguintes

equacoes:
(V-B)x0,14
LN = 27
YoN W (4)
%P = %N X 6,25 (5)
Onde:

%N: teor percentual de nitrogénio;

V: volume de acido cloridrico gasto na titulacdo da amostra (ml);

e B:volume de &cido cloridrico gasto na titulagdo em branco (ml);

W: massa da amostra (g);
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e %P: teor percentual de proteinas.

3.3.2.4. Determinacao do teor de lipidos

Lipidos sdo compostos de origem bioldgica, que sé séo soluveis em solventes apolares
como cloroférmio, éter etilico, hexano, etc. (Morrison e Boyd, 2008). Para a
determinacao do teor de lipidos recorreu-se ao método de extraccao directa no sistema
Soxhlet, Figura 12. Com a modificacdo de que antes da extraccéo de lipidos, realizou-
se a secagem do leite, previamente doseado nos cartuchos e misturado com areia

calcinada, na estufa a 70°C durante 6 horas.

Figura 12: Sistema Soxhlet usado para a extraccao de lipidos.

Para a determinacéo do teor de lipidos, recorreu-se a seguinte equacao:

;. massaiipid id
%hp]dos — 1ptaos extraido X 100% (6)
massagmeostra

3.3.3. Determinacéo da variacao absorvancia da proteina do soro com a
temperatura de aquecimento: adaptacdo do método CBB-G250
binding

O método de CBB G-250 binding foi desenvolvido por Cao et al. (2015) com o intuito de
analisar o processo de desnaturacdo proteica explorando a capacidade que o CBB-250
possui de adsorver-se em pontos hidrofébicos e idnicos expostos durante o processo

de desdobramento ou desnaturacdo da proteina.

Em primeiro lugar, foram centrifugados 30 ml de leite fresco por cada tubo de ensaio
(Thermo Scientific, Megafuge 8R) a 3790 rpm durante 30 minutos. O soro foi retirado

do tubo com o auxilio de uma pipeta Pasteur.
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Para o tratamento térmico do soro usou-se o banho-maria (Boeco, PWB-8) no qual a
adgua em quantidade suficiente estava ajustada a temperatura de 40 a 90 °C, com
incrementos de 10 °C por cada ensaio, e as amostras foram mantidas no banho por 30
minutos. Para as temperaturas mais altas de 100 °C, 110 ou 120 °C, o tratamento

térmico foi feito na estufa (Labotec, EcoTherm).

O aquecimento foi interrompido pelo arrefecimento subito da amostra em outro banho-

maria a temperatura ambiente (~30 °C), por 30 minutos.

Antes mesmo da medicdo da absorvancia, uma parte do soro foi centrifugada.

Figura 13: Tratamento térmico do leite de coco em banho-maria.

Para a medicdo da absorvancia, um espectrofotdmetro (Agilent, 60 UV-vis) foi usado.
10 ul de soro do leite de coco foram diluidos em 10 ml de uma solucédo de NacCl (0.15
M) e 2,5 ml do reagente de Bradford (preparado seguindo-se o procedimento
apresentado no anexo 6). Depois, a mistura resultante foi agitada no Rotamixer e
incubada por 5 minutos. Terminados os 5 minutos, depositou-se gentilmente a solucéo

na cuveta e de seguida mediu-se a absorvancia.

3.3.4. Observacao da microestrutura das emulsdes

A observacdo da microestrutura das emulsdes do leite de coco sujeito a diferentes
temperaturas (mesmo meétodo seguido para o aquecimento do soro) foi feita num
microscopio optico (Olympus SC20), equipado com uma camara de video (U-CMAD3)
para a captacdo de imagens. As amostras de leite foram diluidas com agua destilada,
numa razdo de 1:9 de modo a possibilitar a visualizagdo de goticulas e fléculos
(Tangsuphoom e Coupland, 2005) e depositou-se 25 ul da amostra diluida na lamina,

seguida de cobertura por uma lamela. As observacdes foram feitas com as ampliacdes
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totais de 100x, 400x e 1000x, e as imagens foram captadas em trés pontos distintos da

lamina.
3.3.5. Determinagé&o da distribuicdo do tamanho das goticulas de 6leo

Para a realizacdo da presente actividade, recorreu-se ao método desenvolvido pelo

autor, pela andalise das imagens obtidas do ensaio da observacdo microscoépica.

De entre os varios softwares disponiveis para a andlise de imagens como o ImageJ o
autor optou pelo IC Measure, pois este apresenta uma interface simples (Figura 14) e

resultados compativeis aos dos outros softwares.

AR IR | I i “« ~ ICMeasure 2.0.0.286

Device Capture View Drawing  AViCapture  Microscope [N

171 % [ Load Objects A Appearance 7] Show Overla,
w / > b I:I .T. @ O O > /(‘. / Q % / Esaveobj]e\:ts EMZZsurchalues z:wz:el:ar

Select | Line | Multiine Polygon Rectangle Line-foint ~Circle 2-PointCircle 3-PointCircle Angle  3-Point-Arc Armow Amnotation Eraser | gy MagicWand oo o oo o oo 7] Show Text Annotations
&=y L

Length:

50 um
| DADocumentos'\FENG\FENG_5ano\TL\Leite de coco\lmagens\Segunda via 30 min\Edson Matsimbe\Aquecimento a 70\40X\getiT_391jpg | 1360x1024 X, Y = 965, 881 | RGB = (6, 186, 0) 5% = 1 +

Figura 14: Interface do software IC Measure. A mancha indicada pela seta é um defeito do
microscopio usado, presente em todas as imagens obtidas pela objectiva 400x.

Para a determinacdo do tamanho representativo das goticulas de 6leo, com base nos
dados obtidos do IC Measure, recorreu-se a moda numérica, no lugar dos diametros

médios numéricos (equacédo 7) e ponderados pelo volume (equacao 8).

Y nidj

dio = S (7)
Znidl4

dyz = Sd;? (8)

Onde:

e di0: média numérica do didmetro das goticulas (um)
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e ds3: didmetro médio das goticulas ponderado pelo volume (pm)
e di: didmetro individual da classe i (um)

e n;: nUmero de goticulas na classe i.

3.3.6. Determinacéo do indice de sedimentacéo

O indice de sedimentac&do € um indicador da extens&o de separacdo de fases, obtido

pela raz&o entre o volume da camada de soro e o da emulsao (Chambal, 2015).

Figura 15: Tubos de ensaio contendo amostras de leite submetidas a diferentes niveis de aquecimento, 24 horas
depois do aguecimento.

10 ml das emulsdes foram colocados em tubos de ensaio graduados (15 mm de
didmetro interno e capacidade de 14 ml) sujeitas a diversos tratamentos térmicos
anteriormente descritos. Uma agitacdo suave foi seguida de repouso hum banho-maria,
ajustado a temperatura de 30 °C (Tangsuphoom e Coupland, 2005). Comecgou-se o
registo dos volumes do soro separado da emulsdo do leite em instantes pré-
determinados (0, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 20 e 24 horas), contados a partir do momento da
agitacdo e repouso. O indice de sedimentacdo foi obtido recorrendo-se a seguinte

expressao:
%CI = 25 x 100% ©)
Vg

Onde:
e %CI: indice de sedimentacédo percentual;
e Vs: Volume da camada de soro (ml);

e Vg Volume total da emulséo (ml).

3.3.7. Determinacao da viscosidade aparente

Para a determinacao da viscosidade aparente recorreu-se ao viscosimetro Visco 88, no
gual usou-se o sistema 3 (C30 DIN53019: 30 mm de diametro interno e 33 mm do

externo), de cilindros coaxiais. Para cada medigao, inseriu-se no sistema 17 ml de leite
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previamente aquecido e fez-se a leitura da viscosidade a uma taxa de cisalhamento de

aproximadamente 1194 s™.

3.3.8. Analise de dados

3.3.8.1. Modelacao do processo de desnaturacéo

Para a modelacdo da desnaturacdo das proteinas do coco teve-se como base o
Modelo de Transicéo de Dois Estados, no qual considera-se que durante o processo de
desnaturacdo estdo envolvidos apenas dois estados conformacionais, nativo (N) e
desnaturado (D). Isto é:

NI<<—D>D

Em primeiro lugar, tracou-se a curva da absorvancia em funcdo da temperatura de
aquecimento, através da regressao nao-linear dos dados experimentais no software
GraphPad Prism.

Para a obtencdo dos valores dos parametros envolvidos, recorreu-se ao seguinte
procedimento (Figura 16):

e Calculo das fracgcbes das proteinas no estado nativo e desnaturado, pela regra

da alavanca:
_ Ap(D-A(T)
i (T) = Ap(T)—AN(T) (10)
D Ap(T)-AN(T)
onde:

o fy e fp: fracgbes das proteinas nos estados, nativo e desnaturado,
respectivamente;

o A(T), An(T), Ap(T): absorbancia dos raios UV, absorbancia no estado
nativo e desnaturados obtidos a uma determinada temperatura,
respectivamente. Para a obtenc&o das linhas de absorbancia nos estados

nativos e desnaturados, recorreu-se a extrapolacao linear.
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_____

Ap(T) - A(T) I

A(T) - An(T)

Variavel observavel

Desnaturante

Figura 16: Processo cooperativo da desnaturacao proteica.
Fonte: adaptado de Cooper, 1999.

e determinacdo da constante cinética da desnaturacao:

fp(T
Kpap(T) = 23 (11)

esta € a constante de equilibrio aparente, pois, para a sua obtencéo recorreu-se
as concentracfes das proteinas e ndo as suas actividades (Poklar e Vesnaver,
2000).

e determinacédo da energia livre de Gibbs:
AG®,p(T) = —RTIN[Kp 5 (T)] (12)

Onde: AG°,, € a energia livre padréo aparente (kj/mol); R é a constante dos gases

ideais (8,3145 j/mol.K) e T a temperatura de medicéo (K).

3.3.8.2. Anélise estatistica

Os ensaios foram conduzidos em triplicatas com leite de coco fresco, isto €, analisado

imediatamente apds a sua extracgao.

Os dados experimentais obtidos foram analisados com o auxilio dos seguintes
programas: XLSTAT e GrandPad Prism 9 para Windows. E apresentados na forma de

média e desvio-padrao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extraccao do leite de coco

Na operacao de extraccao do leite de coco obteve-se um rendimento de 37 g de leite

para cada 100 gramas de polpa prensada.

Chambal (2015) extraiu o leite de coco e obteve como rendimento 40 g de leite para
cada 100 g de polpa prensada. Depois da extrac¢do, Cancel et al. (1971) obtiveram um

rendimento de 55 g de leite para cada 100 g de polpa prensada.

Observa-se que o rendimento obtido no presente trabalho é proximo ao obtido por
Chambal (2015) e menor ao rendimento reportado Cancel et al. (1971). Dentre os
possiveis factores operacionais por de trds das diferencas no rendimento, estdo: a
eficiéncia da prensa, pressao aplicada durante a prensagem, reducdo do tamanho da

polpa e temperatura da extracgao.

Portanto, a prensa construida durante a realizacdo do presente estudo apresenta uma
eficiéncia comparavel a das prensas comerciais, podendo ser usada para fins
domésticos e laboratoriais. Para uma melhor avaliacdo e comparacao da sua eficiéncia,

€ necessario que se adicione um medidor de pressao.

4.2. Caracterizacao fisico-quimica do leite de coco fresco

A Tabela 7 mostra os teores de humidade, pH, proteinas e lipidos do leite de coco,
obtidos como resultado dos ensaios experimentais realizados durante a materializacao
do presente trabalho. Na mesma tabela constam os resultados obtidos por outros
autores.

Os resultados obtidos no presente trabalho sdo proximos aos obtidos pelo USDA
(2015) e Anon. (1984), embora com um valor ligeiramente superior em relagéo ao teor
de proteina. Esta diferenca esta associada ao facto da composicédo do leite de coco
variar com a variedade, idade, ambiente de cultivo do coqueiro, praticas culturais,
método de preparo e com as condi¢gBes do processo de extrac¢cdo como, a temperatura

da extraccéo.
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Tabela 7: Caracteristicas fisico-quimicas do leite de coco.
Humidade Lipidos Proteinas

(Yom/m) (Y%om/m) (Yom/m)

53,36 34,73 4,62
(+ 0,40) 0,52)  (£0,28)  (+0,01)

Chambal
50,0 39,8 28
(2015)
6a
USDA 54 35 3,6
(2014)

Anon.
(1984)

53,9 34,7 3,60

a

Raghavendra e Raghavarao, (2010); Philippine Coconut Authority (2014);
Tangsuphoom e Coupland, (2005).

O pH obtido, 6,22 compara-se com o reportado por Raghavendra e Raghavarao (2010),
e pela Philippine Coconut Authority (2014) e pode afirmar-se que o leite de coco é

levemente acido.

4.2.1. Distribuicdo do tamanho de goticulas de 6leo do leite de coco

A distribuicdo do tamanho de goticulas apresentado na Figura 17 possui um formato
log-normal. E, pode-se constatar que o leite de coco é uma emulsao polidispersa, que
possui maior representatividade de didametros numéricos no intervalo de 1,86 um — 2,48

um e didmetro ponderado pelo volume (d43) em torno de 15 - 20 pum.

Tangsuphoom e Coupland (2005) relataram didmetros médios ponderados pelo volume

de aproximadamente 18 um.
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Figura 17: Distribuicdo do diametro primério das goticulas de 6leo da emulséo do leite de coco
fresco.

Os diametros apresentados pelas goticulas de o6leo do leite de coco séo
consideravelmente maiores em relacdo aos didmetros apresentados pelo leite de vaca
homogeneizado (Figura 18) que se estimam em 0,1 — 0,5 um quando tratado em
homogeneizadores de alta presséo e, a volta de 5 um quando fresco, saido da ordenha
da vaca (Walstra et al., 2006). Estas diferencas explicam claramente porque o leite de
vaca permanece estavel por meses, enquanto o leite de coco s6 dura algumas horas
antes de se separar espontaneamente em soro e creme. Chambal (2015) aponta a
diferenca entre as capacidades emulsificantes da a-caseina e das globulinas (fraccao

mais representativa) do leite de coco.

Figura 18: Imagens microscoépicas das emulsdes do leite de coco (A) e de vaca (B), obtidas
pela objectiva 10x.




4.3. Determinagdo da variacdo da absorvéancia da proteina do soro com a
temperatura de aquecimento: método de CBB-G250 binding

A instabilidade do leite de coco pode ser avaliada pela desintegracdo espontanea da
emulsao, resultando na separacdo de fases do soro e creme, por sedimentacdo. A
separacdo pode ocorrer também de forma forcada, pela centrifugacdo a altas
velocidades de rotagdo. O soro é a fase que detém a maior fraccdo das proteinas do
leite de coco. Entretanto, notou-se que a separacdo da emulsdo do leite por
centrifugacéo nao so6 origina a separacado do soro e creme, como também o surgimento
de um precipitado proteico (Figura 19) que Chambal (2015) e outros autores ja o

reportaram em seus trabalhos.

Figura 19: Leite de coco depois da centrifugacéo, separado nas camadas de creme (A), soro
(B) e proteina precipitada (C).

Para a determinacdo da extensdo de separacdo de fases resultante da centrifugacéo
do leite de coco, recorreu-se ao indice de sedimentacdo e teve-se como resultado

30,78% da camada de soro.

Portanto, recorreu-se ao soro devido a sua baixa opacidade, baixa concentracdo de
goticulas de 0leo e baixa concentracdo de proteinas causada pela sua precipitacdo
parcial, para a medi¢cao da variacdo da absorvancia da radiacao visivel (595 nm) com a
temperatura de aquecimento (Figura 20), das proteinas do coco na presenca do

reagente de Bradford.

Inicialmente, o0 aquecimento n&o causa uma variagao consideravel da absorvancia das
proteinas presentes no soro (40-60 °C e 40-70 °C, soro centrifugado e néo
centrifugado, respectivamente). Porém, quando caminhamos em direccdo ao aumento

da temperatura, observa-se que as curvas adoptam um perfil sigmoidal, que é
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caracteristico de processos cooperativos onde coexistem apenas dois estados

conformacionais, nomeadamente: o estado nativo e desnaturado das proteinas.

A observacdo presente no paragrafo anterior, pode ser explicada pelo facto de a
temperaturas baixas o0 aquecimento causar a pré-desnaturacdo reversivel, porém, a
altas temperaturas ocorrem mudancas irreversiveis na conformacdo molecular da
proteina que dificultam o seu retorno ao estado nativo (Walstra, 2003) pelo

arrefecimento subito do soro contendo proteinas desnaturadas.
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Figura 20: Variacdo da absorbancia das proteinas do soro com o aumento da temperatura de
aquecimento e pela centrifugacdo a 3790 rpm.

De acordo com o grafico acima, a desnaturacéo das proteinas do soro nao centrifugado
tem inicio entre 70 e 80 °C e término entre 110 e 120 °C, enquanto as proteinas do

soro centrifugado apresentam um inicio tardio da desnaturagéo, isto €, proximo a 85
°C

Muito pouco foi relatado a respeito das transformacgfes pré-desnaturacionais. Portanto,
o decréscimo observado nessa regido € causado pela mudanca de conformacéo entre
dois estados nativos.

O aumento da absorbéancia na regido sigmoidal deve-se ao aumento de pontos de

complexacdo com o reagente de Bradford, causado pelo desdobramento e destruicao
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das estruturas quaternarias e terciarias, como ilustrado na Figura 20, pois a estrutura

secundéria permanece, geralmente, inalterada (Chambal, 2015).

O decréscimo observado na regido pos-desnaturacional deveu-se a agregacao das

proteinas.

4.3.1. Efeito da centrifugacdo na absorbancia das amostras submetidas ao
tratamento térmico

De acordo com a Figura 20, antes do processo de desnaturacdo, a centrifugacao e
agitagcdo promovem o aumento dos valores da absorvancia, devido a fibrilagdo das
proteinas que aumenta o numero de pontos de ligacdo com o complexante (Krzek et
al., 2022; Arosio, et al., 2016; Png et al., 2016).

Ao longo e depois do processo de desnaturacédo (temperaturas superiores a 90 °C), a
centrifugagéo causa a diminuigdo dos valores da absorvancia, devido a sedimentagéo
pela centrifugagcdo de agregados suficiente e relativamente maiores de proteinas
termicamente desnaturadas. Pois, todas as proteinas globulares passam pelo
desdobramento, desnaturacdo e subsequente agregacdo quando aquecidas acima dos
70 °C (Liang, 2017).

4.3.2. Modelacéo da desnaturacdo das proteinas do leite pelo modelo de
dois estados

Para a modelacao da desnaturacao das proteinas do soro, deu-se atencdo ao soro ndo
centrifugado, pois contém a maior fraccao de proteinas do leite de coco, o0 que garante

maior representatividade.

Este método € geralmente aplicado a proteinas especificas e o leite de coco possui
mais de uma proteina: albumina, globulina e outras proteinas em menores quantidades
(Kwon et al., 1996). Contudo, a fraccdo da globulina 11S compreende mais de 70% do
total de proteinas presentes no soro (Patil e Bejankul, 2018).

Na Figura 21 encontra-se o grafico da variacdo da energia livre de Gibbs com a

temperatura de aguecimento.
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Figura 21: Variagdo da energia livre de Gibbs com a temperatura de aquecimento do soro.

Observa-se que a regido de desnaturagdo térmica coincidiu com a regido onde a curva

da energia livre € linear, tal como foi sugerido por Hammarstrom e Jonsson (2013).

De acordo com o significado fisico da energia livre de Gibbs® e analisando o grafico
acima, para temperaturas inferiores a 94 °C, o processo de desnaturacao global néo é

espontaneo e a temperaturas superiores, 0 processo € espontaneo.

Para uma andlise quantitativa da desnaturacdo, como sugerido por Privalov (1979) fez-
se a extrapolacdo das regides de pré- e pos-desnaturacdo (Figura 22). O que implica

alguns erros, no entanto, obteve-se um intervalo de desnaturagéao de 77 — 113 °C.

A variagdo da energia livre de Gibbs é uma medida da variagdo na entropia total do sistema e suas
vizinhancgas, a temperaturas e pressdes constantes; 0os processos espontaneos sdo acompanhados por
uma diminuicdo da energia livre (Atkins e de Paula, 2006).
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Figura 22: Variagdo das frac¢des de proteinas desnaturadas com a temperatura de
aguecimento.

O gréfico acima apresenta a variacdo da concentracdo das proteinas nos estados,
nativo e desnaturado. A temperaturas anteriores ao intervalo de desnaturagéo (77 —
113 °C), ndo observam-se variacfes das concentracdes das proteinas com o aumento

da temperatura, pois, ndo ocorrem mudancas conformacionais consideraveis.

No intervalo de desnaturacdo, observa-se o aumento da fraccdo de proteinas
desnaturadas e consequentemente, a diminuicdo da fraccdo das proteinas nao
desnaturadas, pois a soma destas duas fraccoes € sempre igual a 1 (Poklar e
Vesnaver, 2000).

A temperaturas posteriores ao intervalo de desnaturacéo, ndo observa-se a variagéo
das fraccdes, pois toda proteina encontra-se desnaturada e, por isso, 0 aumento da

temperatura apenas causa a formacao de agregados das proteinas desnaturadas.
4.4. Mecanismos de instabilidade da emulséo

4.4.1. Floculagéo

Na Figura 23 encontram-se as imagens microscopicas das amostras de leite de coco

submetidas a diferentes temperaturas de aquecimento.
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Figura 23: Imagens microscopicas do leite de coco fresco e aqueudo a70°C,80°C,90°Ce
100 °C.

Onde, néo foi possivel obter-se as imagens microscopicas do leite aquecido a 110 e
120 °C, devido a floculacao.

Da figura anterior, pode-se observar que para temperaturas inferiores e iguais a 70 °C,
0 aumento da temperatura tem um efeito quase nulo na floculagdo da emulsdo. Mas,
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para temperaturas superiores, 0 aumento da temperatura causa 0 aumento da

floculacéo.

As mesmas observacdes foram reportadas nas pesquisas realizadas por Tangsuphoom
e Coupland (2005). Pois, as emulsdes estabilizadas por proteinas, ao serem tratadas
termicamente, floculam pela formacdo de pontes de floculacdo, de proteinas
adsorvidas em mais de uma goticula (Dickinson, 2009), como ilustrado na Figura 24.

Por outro lado, a desnaturacdo causa o aumento do nimero de pontos hidrofobicos e
sulfidricos expostos a fase aquosa. Esta exposicéo leva ao aumento da atraccao entre
os grupos hidrofébicos e formacao de ligacGes dissulfidicas entre proteinas adsorvidas

em goticulas diferentes (McClements, 2004).

Figura 24: Pontes de floculagé@o entre as goticulas de 6leo. A imagem foi obtida pela objectiva
de 100x.

Tendo em conta que o intervalo de desnaturacdo € também representado por
temperaturas superiores a 70 °C, pode-se concluir que a floculagdo deve-se a
agregacdo de goticulas cobertas por proteinas termicamente desnaturadas. E, quanto
maior é o grau do desdobramento, maior é a extensao da floculacao.

4.4.2. Coalescéncia

A Figura 25 mostra o efeito do aumento da temperatura de aguecimento na distribuicdo
do didmetro primario (d1,0) das goticulas de 6leo da emulsdo do leite de coco. Onde,
nao foi possivel determinar o tamanho das amostras aquecidas a temperaturas iguais e

superiores a 100 °C, devido a floculagdo excessiva.

bY

Observa-se que para temperaturas inferiores e iguais a 70 °C, a semelhanca da
floculacdo, o aumento da temperatura tem um efeito quase nulo na variagdo do
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diametro das goticulas. Mas, para temperaturas superiores a 70 °C, o aumento da
temperatura de aquecimento causa um ligeiro aumento no didmetro primério das
goticulas (coalescéncia), evidenciada pelo ligeiro deslocamento das modas para a
direita. Isto é, registou-se um aumento de diametro de aproximadamente 2,17 um (para

o leite ndo aquecido) até 3,68 um (leite aquecido a 90 °C).
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Figura 25: Distribuicdo do didametro das goticulas de 6leo de amostras de leite de coco
submetidas a diferentes temperaturas de aquecimento.

A coalescéncia estd também evidenciada pelas elevagbes A e B (Figura 25) e pelo
aumento dos diametros médios das goticulas observado na Tabela 8, que indicam que
a fraccdo de goticulas maiores aumenta com a elevacdo da temperatura de
aguecimento. As imagens microscopicas presentes na Figura 23, suportam a presente
constatagcdo. Embora este aumento ndo tenha sido suficiente para causar um
deslocamento significativo da moda.
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Tabela 8: Variacéo do tamanho médio das goticulas com o0 aumento da temperatura de
aguecimento.

Temperatura dio
(°C) (M)
Leite fresco 4,59
40 4,92

60 4,76

70 4,35

80 6,76

90 7,97

Geralmente, a coalescéncia e a floculagdo ocorrem em simultaneo, podendo um ser
mais expressivo que o outro (Tangsuphoom e Coupland, 2009). No presente estudo,

constata-se que a floculagéo é mais expressiva que a coalescéncia.

Se as goticulas de 6leo mantiverem contacto prolongado devido a floculacdo ou
sedimentacdo, estas estardo mais susceptiveis a coalescéncia (McClements, 2004).
Portanto, com o aumento do tamanho dos fléculos resultante do aumento da
temperatura, na regido de desnaturacdo, aumenta o nimero de pontos de contacto
entre as goticulas, o que aumenta a probabilidade de ruptura do filme interfacial.
Associa-se a esta observacdo, a reducdo da resisténcia do filme durante o

aguecimento.

4.4.3. Indice de sedimentacio

A variacdo do indice de sedimentacdo das amostras de leite de coco em func¢éo da
temperatura e tempo de banho esta ilustrada na Figura 26. Onde, para temperaturas
inferiores ou iguais a 70 °C, o aumento da temperatura possui pouca influéncia na
variacdo do indice de sedimentagdo. Mas, para temperaturas superiores a 70 °C, o

aumento da temperatura causa o aumento da estabilidade cinética da emulsao.

A floculagdo, promovida pela desnaturacdo térmica, retarda a sedimentacdo pela
formacdo de uma rede tridimensional de floculos interconectados (Figura 23), o que
impede a movimentacdo individual de fléculos e goticulas (McClements, 2016), e
também pela reducdo da diferenca de densidades entre as fases, pois os floculos

prendem uma quantidade de agua no seu interior (Tangsuphoom e Coupland, 2005).

Para temperaturas inferiores ao intervalo de desnaturagcdo, a emulsdo separa-se

rapidamente devido aos grandes diametros de suas goticulas (1,86 um — 2,48 um), isto
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€, quanto maior for o tamanho das goticulas, maior é a influéncia da gravidade sobre a

estabilidade da emulsao.

30%

25% H

20% H

X 100%

15% -+

Vsoro
Vemulséo

10% -+

%CI =

.oooo.o
oooo......

B <

5% - > . ~\"‘rl+. .i P
. -

0% . = =
20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130

Temperatura de aquecimento (°C)
—@®—24horas A 20horas e+ 5horas =e=A==4horas =X =3 horas

== =2horas =® +« lhora == - 0,5horas 0 horas

Figura 26: Variacdo do indice de sedimentacé@o da emulsao do leite de coco com o0 aumento da
temperatura aguecimento e tempo de incubacéo.

Embora uma emulsdo que contenha pequenas goticulas de 6leo possua elevada
estabilidade a sedimentacdo em relacdo as emulsdes constituidas por goticulas
relativamente maiores (Hamad, 2011). Pode se observar que com o aumento da taxa
coalescéncia (80 e 90 °C), observada na Figura 25, ocorre a diminuicdo do indice de
sedimentacao. Pois, a rede continua de floculos formada prende as goticulas de 6leo,
inibindo a sua sedimentacgéo e, contrabalancando o efeito da coalescéncia (diferenca

de densidades).

O leite aquecido a 120 °C apresentou uma aparéncia diferente das outras amostras,
isto é, formaram-se grandes coagulos brancos, provavelmente de goticulas de 6leo e
proteinas, dispersos na fase continua, o que indica a completa desestabilizacdo da
emulsdo e sustenta o comportamento da desnaturacdo observado no grafico da Figura

20. Pois, 0 aquecimento de dispersdes com alto teor de proteinas aumenta a taxa de
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agregacdo das proteinas e, portanto, a formacdo de grandes agregados é favorecida
(Raikos, 2009).

Pode se constatar que apesar da emulséo ter se separado em duas fases distintas, a
fase aquosa obtida é levemente turbida e sem qualquer indicio da precipitacdo proteica
(Figura 15). Esta situacdo é comumente encontrada emulsfes floculadas onde a
fraccdo das goticulas maiores formam floculos e as menores formam uma camada de

soro turbida no fundo (McClements, 2007).

A observagédo anterior sugere que as proteinas permaneceram no creme, 0 que é uma
indicacao da alta afinidade existente entre as proteinas do leite e as goticulas de 6leo
(Birosel et al.,1963). Isto &, as proteinas agem como agentes nucleantes na formacéo
dos fléculos (Tangsuphoom e Coupland, 2008b).

4.5. Efeito do aguecimento na viscosidade da emulséao

A figura abaixo mostra a variacdo da viscosidade com o aumento da temperatura de
aguecimento. Observa-se que para temperaturas inferiores e iguais a 70 °C (50 e 60
°C), o aumento da temperatura ndo leva a variacdo da viscosidade, porém, quando

aguecido a 80, 90 e 100 °C, observa-se uma significativa elevacdo da viscosidade.
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Figura 27: Efeito do aquecimento na viscosidade do leite de coco, a uma taxa de cisalhamento
de 1194 s™.

Pela analise dos graficos da Figura 26 e Figura 27, pode se constatar que com o0
aumento da viscosidade ocorre a diminuigdo da velocidade de sedimentacao, ou seja,
do indice de sedimentacdo. A observacdo anterior esta relacionada ao facto de a

46



floculacdo (Figura 23) poder levar ao aumento da viscosidade da emulsdo, pelo
aumento numero de goticulas unidas por interac¢des hidrofébicas, o que implica maior

forca ou energia necessaria para quebrar as unioes.
4.6. Mudancas na microestrutura da emulsao do leite de coco

A mudanca na microestrutura da emulséo pode ser explicada pela teoria de transicao

de fases de sistemas coloidais, apresentado na secc¢éo 2.5.4.

O leite de coco possui um teor de lipidos relativamente baixo em relacdo a

concentracéo critica (~60%) de transicao para o estado vitreo (Chambal, 2015).

Portanto, para temperaturas inferiores ao intervalo de desnaturagdo, observou-se uma
grande variacdo do indice de sedimentacdo com o tempo, que a nivel microscépico
pode ser explicado pela liberdade que as goticulas possuem de movimentar-se ao
longo da fase aquosa (estado ergodico), porém, com a deshaturagcdo ocorreu a
diminuicdo da velocidade de movimentacdo das goticulas (passagem para o estado
nao-ergodico), evidenciada pela diminuicdo da variagdo do indice de sedimentacao
com o tempo (Figura 26) e pela formacéo da rede tridimensional de goticulas floculadas
(Figura 23), embora a preparacdo das amostras para a observagao microscopica possa

ter comprometido a integridade da rede.

Convém também ressaltar que, com a desnaturacdo ocorre destruicdo da estrutura
quaternaria, isto €, a quebra das proteinas do coco em suas subunidades (evidenciado
pelo aumento da absorvancia) e, consequentemente, o aumento da concentracao de
biopolimeros existentes na emulsdo. Do diagrama de fases apresentado por Sciortino
(2002) na Figura 9, observa-se que quanto maior for a quantidade de polimeros ou
proteinas ndo adsorvidas associado ao arrefecimento, maiores serdo as interaccoes
atractivas, o que levou a formacédo de floculos e consequentemente de uma emulséo-
gel particulado, promovida pelas interac¢fes hidrofébicas atractivas de proteinas

adsorvidas nas goticulas de oleo.
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5.

CONCLUSOES

Terminado o estudo do efeito da desnaturacdo térmica e parcial das proteinas na

estabilidade fisica da emulsdo do leite de coco (53,36% de humidade e 34,73% de

lipidos), constatou-se que:

A prensa construida para a extraccao do leite de coco pode ser utilizada para
fins domésticos e laboratoriais, pois obteve-se um rendimento satisfatorio de 37
g/100 g de polpa prensada.

A desnaturacdo térmica e parcial das proteinas promove 0 aumento da
estabilidade cinética da emulsdo do leite de coco em 19,83% para o leite
aquecido a 100 °C. Evidenciando o potencial das proteinas parcialmente
desnaturadas para a estabilizacdo cinética da emulsdo, em substituicdo dos
aditivos actualmente usados;

As proteinas do leite de coco apresentam um intervalo global de desnaturacao
térmica com inicio entre 70 e 80 °C, e termino entre 110 e 120 °C;

A desnaturacao parcial causa a floculagdo das goticulas de 6leo presentes na
emulsao e, consequentemente, 0 aumento da viscosidade da emulséo;

A desnaturacgdo parcial causa um ligeiro aumento do tamanho das goticulas de
Oleo (coalescéncia de 1,5 um para o leite aquecido a 90 °C);

O aquecimento do leite de coco acima do intervalo de temperatura de

desnaturacdo pode causar a desestabilizacdo completa da emulsdo pela

formacao de coagulos visiveis a olho nu.

48



6.

RECOMENDACOES

Com os resultados obtidos e limitagdes observadas durante a realizacdo do trabalho,

recomenda-se para os estudos futuros que se facam:

Andlises do efeito da desnaturacdo térmica seguida da homogeneizacao a altas
pressbes na estabilidade fisica da emulsdo do leite de coco, de modo a
minimizar-se os efeitos dos tamanhos das goticulas na estabilidade da emulsao;
Ensaios calorimétricos da desnaturacdo das proteinas do leite de coco (pelo
Diffential Scanning Calorimeter - DSC), por forma a ter-se mais informagdes
sobre como a desnaturacao influencia a estabilidade da emulsdo do leite de
COCo;

Caracterizacao das proteinas do coco pelo método de SDS-PAGE, para que se
possa fazer a associacdo da composicdo das proteinas do leite de coco com as
suas propriedades emulsificantes.

Estudos do efeito do aquecimento do leite na variagdo dos parametros
reoldgicos (viscosidade, modulo de elasticidade, taxa e tenséo de cisalhamento),
pois estd intimamente ligado as alteracdes na textura do leite da emulséo.
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Anexo 1: Prensa hidraulica

Figura Al1-1: Prensa hidraulica usada para a extraccao do leite de coco.
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Anexo 2: Extraccao do leite de coco

Tabela A2 - 1: Balanco massico da operacao de extrac¢do do leite de coco.

Caracteristicas do Réplicas Média Desvio
coco analisado 1 2 3 (%) Padréao
Diametro maior (cm) 86,61 - 82,77 - 83,45 - 84,28 2,05
Diametro menor (cm) 82,33 - 79,96 - 79,08 - 80,46 1,68
Agua (g) 3359 | 1051% | 51,45 | 16,35% | 56,98 | 17,10% | 14,65 3,61
Endocarpo (g) 106,84 | 3342% | 90,39 | 28.73% | 134,73 | 40,43% | 34,19 5,89
Pelicula (q) 2214 | 6,92% 28,65 9,10% | 17.15 | 5,15% 7,06 1,08
49.15% | 144,16 | 45.82% 37.33% | 44,10 6,10
Endosperma (g) 157,16 | 100,00%) (100,00%) | 1243 | (100,00%) | (100,00) | (0.00)
. , 18,68% | 50,46 | 16,04% 14,18% | 16,30 2,26
Leite extraido (g) 59.72 | (38.00%) 35.00%) | 27?7 | (38.00%) | (37.00) | (1.73)
| 30,48% | 93,70 | 29,78% 23.14% | 27,80 4,05
Fibra (g) 9744 | (62.00%) 6500%) | ‘1% | (62.00%) | (63.00) | (1.73)
Coco sem mesocarpo
(total) 319,73 | 100,00% | 314,65 | 100,00% | 333,25 | 100,00% | 100,00 0,00
(9)

e Valores entre parenteses referem-se as quantidades de fibra e leite em relacdo & massa do endosperma sélido.




Anexo 3: Caracterizagao fisico-quimica do leite de coco fresco.

Tabela A3 - 1: Determinacdo do teor de humidade do leite de coco.

Massa Massa Massa Humidade
T do (cadinho+amostra | (cadinho+Amostra | %Humidade ‘1 Desvio
Réplicas . - média ~
cadinho humida) seca) (m/m) 0 Padréao
(%)
(9) (9) (9)
1 38,373 44,337 41,128 53,81
2 38,638 43,791 41,051 53,17 53,36 0,40
3 39,400 43,541 41,3428 53,08
Tabela A3 - 2: Determinacdo do teor de cinzas do leite de coco.
Massa Teor
Réplicas do Massa Massa Teor de | médio Desvio
P . (cadinho+amostra | (cadinho+cinzas) | cinzas de ~
cadinho hami 0 : Padréo
©) umida (g) (@) (%) cinzas
(%)
1 39,419 44,342 39,455 0,007
2 38,641 44,377 38,679 0,007 0,74 0,09
3 38,379 42,425 38,412 0,008
Tabela A3 - 3: Determinacéo do pH do leite de coco.
Réplicas pH Média | Desvio
Padrao
1 6,23
2 6,21 6,22 0.01
3 6,22
Tabela A3 - 4: Determinacgéo do teor de proteinas do leite de coco.
Volume de Teor de
Peso da Volume de , Teor de proteinas
T , HCI titulado . b
Réplica| amostra HCI titulado nitrogénio (%)
em branco
(9) (ml) (ml) (%) base
humida
1 1,007 6,5 0,9 0,77 4,82
2 1,009 2 1,1 0,15 0,91*
3 1,040 6,2 0,8 0,71 4,42
Média 0,95 0,74 4,62
Desvio padrao 0,15 0,05 0,28
* Quitliar.

A3-1




Tabela A3 - 5: Determinacéo do teor de lipidos do leite de coco.

Teor
Massa Massa Massa Massa Massa Massa Massa de
Réplica | (dedal) | (dedal+areia) (dedal+areia+amostra | (dedal+areiatamostra | (dedal+areia+tamostra | (baldo (balo+ipido) lipidos
P ) @) hamida) htumida+l4) seca+la) vazio) ) P (%)
9) 9) (9) 9) base
humida
1 4,253 33,785 41,149 41,543 37,934 115,752 118,273 34,24
2 4,393 24,273 28,985 29,371 26,996 162,411 164,045 34,68
3 4,336 32,156 39,287 39,818 36,491 162,442 164,957 35,27
Média 34,73
Desvio padrao 0,52
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Anexo 4: Distribuicdo do tamanho das goticulas de 6leo.

Tabela A4 - 1: Distribuicdo do didmetro das goticulas de éleo do leite de coco fresco.

Lower | Upper .
bound bc?l?nd Mean Frequency fReIatlve
(um) (um) (um) requency
0,000 | 0,620 | 0,310 0 0,000
0,620 | 1,241 | 0,930 18 0,013
1,241 | 1,861 | 1,551 186 0,131
1,861 | 2,481 | 2,171 249 0,175
2,481 | 3,101 | 2,791 214 0,151
3,101 | 3,722 | 3,411 148 0,104
3,722 | 4,342 | 4,032 108 0,076
4,342 | 4,962 | 4,652 98 0,069
4,962 | 5,582 | 5,272 67 0,047
5,582 | 6,203 | 5,892 56 0,039
6,203 | 6,823 | 6,513 32 0,023
6,823 | 7,443 | 7,133 35 0,025
7,443 | 8,063 | 7,753 28 0,020
8,063 | 8,684 | 8,373 31 0,022
8,684 | 9,304 | 8,994 13 0,009
9,304 | 9,924 | 9,614 6 0,004
9,924 | 10,544 | 10,234 20 0,014
10,544 | 11,165 | 10,855 15 0,011
11,165 | 11,785 | 11,475 12 0,008
11,785 | 12,405 | 12,095 7 0,005
12,405 | 13,025 | 12,715 8 0,006
13,025 | 13,646 | 13,336 5 0,004
13,646 | 14,266 | 13,956 3 0,002
14,266 | 14,886 | 14,576 7 0,005
14,886 | 15,506 | 15,196 10 0,007
15,506 | 16,127 | 15,817 5 0,004
16,127 | 16,747 | 16,437 5 0,004
16,747 | 17,367 | 17,057 7 0,005
17,367 | 17,987 | 17,677 5 0,004
17,987 | 18,608 | 18,298 3 0,002
18,608 | 19,228 | 18,918 3 0,002
19,228 | 19,848 | 19,538 2 0,001
19,848 | 20,469 | 20,158 2 0,001
20,469 | 21,089 | 20,779 1 0,001
21,089 | 21,709 | 21,399 1 0,001
21,709 | 22,329 | 22,019 1 0,001
22,329 | 22,950 | 22,639 1 0,001
22,950 | 23,570 | 23,260 0 0,000
23,570 | 24,190 | 23,880 0 0,000
24,190 | 24,810 | 24,500 2 0,001
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24,810 | 25,431 | 25,120 1 0,001
25,431 | 26,051 | 25,741 2 0,001
26,051 | 26,671 | 26,361 0 0,000
26,671 | 27,291 | 26,981 0 0,000
27,291 | 27,912 | 27,601 0 0,000
27,912 | 28,532 | 28,222 0 0,000
28,532 | 29,152 | 28,842 1 0,001
29,152 | 29,772 | 29,462 0 0,000
29,772 | 30,393 | 30,083 0 0,000
30,393 | 31,013 | 30,703 0 0,000
31,013 | 31,633 | 31,323 0 0,000
31,633 | 32,253 | 31,943 0 0,000
32,253 | 32,874 | 32,564 0 0,000
32,874 | 33,494 | 33,184 0 0,000
33,494 | 34,114 | 33,804 0 0,000
34,114 | 34,734 | 34,424 0 0,000
34,734 | 35,355 | 35,045 0 0,000
35,355 | 35,975 | 35,665 0 0,000
35,975 | 36,595 | 36,285 1 0,001
36,595 | 37,215 | 36,905 0 0,000

Tabela A4 - 2: Distribuicdo do didmetro das goticulas de 6leo do leite aquecido a 40 °C.

Lower | Upper :
bound bc?lf)nd Mean Frequency fReIatlve
(um) (um) (um) requency
0,000 | 0,696 | 0,348 0 0,000
0,696 | 1,393 | 1,045 9 0,011
1,393 | 2,089 | 1,741 100 0,127
2,089 | 2,785 | 2,437 146 0,186
2,785 | 3,482 | 3,134 114 0,145
3,482 | 4,178 | 3,830 72 0,091
4,178 | 4,874 | 4,526 74 0,094
4,874 | 5571 | 5,223 54 0,069
5571 | 6,267 | 5,919 33 0,042
6,267 | 6,963 | 6,615 35 0,044
6,963 | 7,660 | 7,312 23 0,029
7,660 | 8,356 | 8,008 13 0,017
8,356 | 9,052 | 8,704 14 0,018
9,052 | 9,749 | 9,401 15 0,019
9,749 | 10,445 | 10,097 9 0,011
10,445 | 11,142 | 10,793 20 0,025
11,142 | 11,838 | 11,490 10 0,013
11,838 | 12,534 | 12,186 7 0,009
12,534 | 13,231 | 12,882 11 0,014
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13,231 | 13,927 | 13,579 5 0,006
13,927 | 14,623 | 14,275 2 0,003
14,623 | 15,320 | 14,971 5 0,006
15,320 | 16,016 | 15,668 2 0,003
16,016 | 16,712 | 16,364 4 0,005
16,712 | 17,409 | 17,060 2 0,003
17,409 | 18,105 | 17,757 1 0,001
18,105 | 18,801 | 18,453 1 0,001
18,801 | 19,498 | 19,150 0 0,000
19,498 | 20,194 | 19,846 1 0,001
20,194 | 20,890 | 20,542 1 0,001
20,890 | 21,587 | 21,239 0 0,000
21,587 | 22,283 | 21,935 0 0,000
22,283 | 22,979 | 22,631 0 0,000
22,979 | 23,676 | 23,328 1 0,001
23,676 | 24,372 | 24,024 1 0,001
24,372 | 25,068 | 24,720 1 0,001
25,068 | 25,765 | 25,417 0 0,000
25,765 | 26,461 | 26,113 0 0,000
26,461 | 27,157 | 26,809 1 0,001
27,157 | 27,854 | 27,506 0 0,000

Tabela A4 - 3: Distribuicdo do didmetro das goticulas de 6leo do leite aquecido a 60 °C.

Lower | Upper :
bound bc?lf)nd Mean Frequency fReIatlve
(um) (um) (um) requency
0,000 | 0,729 | 0,364 0 0,000
0,729 | 1,457 | 1,093 18 0,046
1,457 | 2,186 | 1,822 89 0,227
2,186 | 2,915 | 2,550 72 0,184
2,915 | 3,643 | 3,279 47 0,120
3,643 | 4,372 | 4,008 29 0,074
4,372 | 5,101 | 4,736 24 0,061
5,101 | 5,829 | 5,465 17 0,043
5,829 | 6,558 | 6,194 15 0,038
6,558 | 7,287 | 6,922 14 0,036
7,287 | 8,015 | 7,651 6 0,015
8,015 | 8,744 | 8,380 9 0,023
8,744 | 9,473 | 9,108 8 0,020
9,473 | 10,201 | 9,837 7 0,018
10,201 | 10,930 | 10,565 7 0,018
10,930 | 11,658 | 11,294 7 0,018
11,658 | 12,387 | 12,023 3 0,008
12,387 | 13,116 | 12,751 4 0,010
13,116 | 13,844 | 13,480 1 0,003
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13,844 | 14,573 | 14,209 1 0,003
14,573 | 15,302 | 14,937 3 0,008
15,302 | 16,030 | 15,666 0 0,000
16,030 | 16,759 | 16,395 1 0,003
16,759 | 17,488 | 17,123 2 0,005
17,488 | 18,216 | 17,852 1 0,003
18,216 | 18,945 | 18,581 0 0,000
18,945 | 19,674 | 19,309 2 0,005
19,674 | 20,402 | 20,038 1 0,003
20,402 | 21,131 | 20,767 0 0,000
21,131 | 21,860 | 21,495 0 0,000
21,860 | 22,588 | 22,224 1 0,003
22,588 | 23,317 | 22,953 0 0,000
23,317 | 24,046 | 23,681 0 0,000
24,046 | 24,774 | 24,410 0 0,000
24,774 | 25,503 | 25,139 0 0,000
25,503 | 26,232 | 25,867 1 0,003
26,232 | 26,960 | 26,596 0 0,000
26,960 | 27,689 | 27,325 0 0,000
27,689 | 28,418 | 28,053 0 0,000
28,418 | 29,146 | 28,782 0 0,000
29,146 | 29,875 | 29,511 0 0,000
29,875 | 30,604 | 30,239 1 0,003
30,604 | 31,332 | 30,968 0 0,000
31,332 | 32,061 | 31,696 0 0,000
32,061 | 32,789 | 32,425 0 0,000
32,789 | 33,518 | 33,154 0 0,000
33,518 | 34,247 | 33,882 0 0,000
34,247 | 34,975 | 34,611 0 0,000
34,975 | 35,704 | 35,340 0 0,000
35,704 | 36,433 | 36,068 0 0,000
36,433 | 37,161 | 36,797 0 0,000
37,161 | 37,890 | 37,526 0 0,000
37,890 | 38,619 | 38,254 0 0,000
38,619 | 39,347 | 38,983 0 0,000
39,347 | 40,076 | 39,712 0 0,000
40,076 | 40,805 | 40,440 0 0,000
40,805 | 41,533 | 41,169 0 0,000
41,533 | 42,262 | 41,898 0 0,000
42,262 | 42,991 | 42,626 1 0,003
42,991 | 43,719 | 43,355 0 0,000
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Tabela A4 - 4: Distribuicdo do didmetro das goticulas de éleo do leite aquecido a 70 °C.

Lower | Upper :
bound bcIJOlE)nd Mean Frequency fReIat|ve
(um) (um) (um) requency
0,000 | 0,546 | 0,273 0 0,000
0,546 | 1,093 | 0,820 1 0,001
1,093 | 1,639 | 1,366 28 0,032
1,639 | 2,186 | 1,913 154 0,178
2,186 | 2,732 | 2,459 167 0,193
2,732 | 3,279 | 3,006 124 0,143
3,279 | 3,825 | 3,552 63 0,073
3,825 | 4,372 | 4,098 50 0,058
4,372 | 4,918 | 4,645 32 0,037
4,918 | 5,465 | 5,191 40 0,046
5,465 | 6,011 | 5,738 31 0,036
6,011 | 6,558 | 6,284 22 0,025
6,558 | 7,104 | 6,831 28 0,032
7,104 | 7,650 | 7,377 21 0,024
7,650 | 8,197 | 7,924 9 0,010
8,197 | 8,743 | 8,470 17 0,020
8,743 | 9,290 | 9,017 12 0,014
9,290 | 9,836 | 9,563 10 0,012
9,836 | 10,383 | 10,109 9 0,010
10,383 | 10,929 | 10,656 2 0,002
10,929 | 11,476 | 11,202 7 0,008
11,476 | 12,022 | 11,749 9 0,010
12,022 | 12,569 | 12,295 3 0,003
12,569 | 13,115 | 12,842 6 0,007
13,115 | 13,661 | 13,388 5 0,006
13,661 | 14,208 | 13,935 3 0,003
14,208 | 14,754 | 14,481 0 0,000
14,754 | 15,301 | 15,028 3 0,003
15,301 | 15,847 | 15,574 2 0,002
15,847 | 16,394 | 16,121 1 0,001
16,394 | 16,940 | 16,667 1 0,001
16,940 | 17,487 | 17,213 1 0,001
17,487 | 18,033 | 17,760 0 0,000
18,033 | 18,580 | 18,306 0 0,000
18,580 | 19,126 | 18,853 1 0,001
19,126 | 19,673 | 19,399 1 0,001
19,673 | 20,219 | 19,946 0 0,000
20,219 | 20,765 | 20,492 0 0,000
20,765 | 21,312 | 21,039 0 0,000
21,312 | 21,858 | 21,585 0 0,000
21,858 | 22,405 | 22,132 0 0,000
22,405 | 22,951 | 22,678 2 0,002
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22,951 | 23,498 | 23,225 0 0,000
23,498 | 24,044 | 23,771 1 0,001
24,044 | 24,591 | 24,317 0 0,000
24,591 | 25,137 | 24,864 0 0,000
25,137 | 25,684 | 25,410 0 0,000
25,684 | 26,230 | 25,957 0 0,000
26,230 | 26,777 | 26,503 0 0,000
26,777 | 27,323 | 27,050 0 0,000
27,323 | 27,869 | 27,596 0 0,000
27,869 | 28,416 | 28,143 0 0,000
28,416 | 28,962 | 28,689 0 0,000
28,962 | 29,509 | 29,236 0 0,000
29,509 | 30,055 | 29,782 0 0,000
30,055 | 30,602 | 30,328 0 0,000
30,602 | 31,148 | 30,875 0 0,000
31,148 | 31,695 | 31,421 0 0,000
31,695 | 32,241 | 31,968 1 0,001
32,241 | 32,788 | 32,514 0 0,000

Tabela A4 - 5: Distribuicdo do didmetro das goticulas de éleo do leite aquecido a 80 °C.

Lower | Upper :
bound bc?lf)nd Mean Frequency fReIatlve
(um) (um) (um) requency
0,000 | 1,120 | 0,560 2 0,002
1,120 | 2,239 | 1,679 123 0,094
2,239 | 3,359 | 2,799 235 0,180
3,359 | 4,479 | 3,919 167 0,128
4,479 | 5,598 | 5,038 146 0,112
5,598 | 6,718 | 6,158 120 0,092
6,718 | 7,838 | 7,278 96 0,073
7,838 | 8,957 | 8,397 81 0,062
8,957 | 10,077 | 9,517 51 0,039
10,077 | 11,197 | 10,637 60 0,046
11,197 | 12,316 | 11,756 54 0,041
12,316 | 13,436 | 12,876 43 0,033
13,436 | 14,556 | 13,996 42 0,032
14,556 | 15,675 | 15,115 21 0,016
15,675 | 16,795 | 16,235 18 0,014
16,795 | 17,915 | 17,355 12 0,009
17,915 | 19,034 | 18,474 11 0,008
19,034 | 20,154 | 19,594 9 0,007
20,154 | 21,274 | 20,714 4 0,003
21,274 | 22,393 | 21,833 4 0,003
22,393 | 23,513 | 22,953 3 0,002
23,513 | 24,633 | 24,073 1 0,001
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24,633 | 25,752 | 25,192 1 0,001
25,752 | 26,872 | 26,312 2 0,002
26,872 | 27,992 | 27,432 1 0,001

Tabela A4 - 6: Distribuicdo do diametro das goticulas de 6leo do leite aquecido a 90 °C.

Lower | Upper :
bound bcIJOlE)nd Mean Frequency fReIatlve
(um) (um) (um) requency
0,000 | 1,470 | 0,735 2 0,003
1,470 | 2,939 | 2,204 81 0,130
2,939 | 4,409 | 3,674 103 0,166
4,409 | 5,878 | 5,144 79 0,127
5878 | 7,348 | 6,613 78 0,125
7,348 | 8,818 | 8,083 69 0,111
8,818 | 10,287 | 9,552 53 0,085
10,287 | 11,757 | 11,022 35 0,056
11,757 | 13,227 | 12,492 32 0,051
13,227 | 14,696 | 13,961 17 0,027
14,696 | 16,166 | 15,431 25 0,040
16,166 | 17,635 | 16,901 15 0,024
17,635 | 19,105 | 18,370 10 0,016
19,105 | 20,575 | 19,840 7 0,011
20,575 | 22,044 | 21,309 4 0,006
22,044 | 23,514 | 22,779 2 0,003
23,514 | 24,983 | 24,249 5 0,008
24,983 | 26,453 | 25,718 0 0,000
26,453 | 27,923 | 27,188 0 0,000
27,923 | 29,392 | 28,657 0 0,000
29,392 | 30,862 | 30,127 0 0,000
30,862 | 32,332 | 31,597 0 0,000
32,332 | 33,801 | 33,066 0 0,000
33,801 | 35,271 | 34,536 1 0,002
35,271 | 36,740 | 36,006 1 0,002
36,740 | 38,210 | 37,475 2 0,003
38,210 | 39,680 | 38,945 0 0,000
39,680 | 41,149 | 40,414 0 0,000
41,149 | 42,619 | 41,884 0 0,000
42,619 | 44,088 | 43,354 1 0,002
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Anexo 5: Determinacgéo do indice de sedimentacéo do leite de coco.

Tabela A5 - 1: Determinacao do indice de sedimentacao do leite centrifugado.

volume |y, 1ime do indice de indice de .
Réplica total d~a soro sedimentagcdo | sedimentacéo Desv~|o
emulsao 0 im0 padrao
(ml) (ml) (%) meédio (%)
1 30 9,2 30,67
2 30 9,2 30,67 30,78 0,19
3 30 9,3 31,00
Tabela A5 - 2: Determinacdo do indice de sedimentacgéo do leite fresco.
Volume Volume . .
_ Tempo~ de Réplica total dNa do soro | Cl (%) Cl médio Desv~|o
incubacéao (h) P emulséao | (%) Padrao
1 10,00 0,00 0,00
0 2 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 9,80 0,00 0,00
1 10,00 0,00 0,00
0,5 2 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 9,80 0,00 0,00
1 10,00 0,50 5,00
1 2 10,00 0,20 2,00 2,02 0,03
3 9,80 0,20 2,04
1 10,00 0,50 5,00
2 2 10,00 0,25 2,50 2,53 0,04
3 9,80 0,25 2,55
1 10,00 0,70 7,00
3 2 10,00 0,50 5,00 5,05 0,07
3 9,80 0,50 5,10
1 10,00 0,80 8,00
4 2 10,00 0,70 7,00 7,07 0,10
3 9,80 0,70 7,14
1 10,00 1,00 | 10,00
5 2 10,00 0,80 8,00 8,08 0,12
3 9,80 0,80 8,16
20 1 10,00 2,80 | 28,00
e 2 10,00 2,30 23,00 22,21 1,11
24 3 9,80 2,10 21,43

* Quitliar.




Tabela A5 - 3: Determinacao do indice de sedimentacao do leite de coco aquecido a 50 °C.

Volume | Volume
Tempo de T total da do Cl médio Desvio
incuballogéo (h) Replica emulsdo | soro Cl (%) (%) Padrao
(ml) (ml)

1 10,00 0,00 0,00

0 2 10,20 0,00 0,00 0,00 0,00
3 10,00 0,00 0,00
1 10,00 0,00 0,00

0,5 2 10,20 0,00 0,00 0,00 0,00
3 10,00 0,00 0,00
1 10,00 0,10 1,00

1 2 10,20 0,10 0,98 1,16 1,47
3 10,00 0,15 1,50
1 10,00 0,20 2,00

2 2 10,20 0,20 1,96 2,22 2,92
3 10,00 0,27 2,70
1 10,00 0,25 2,50

3 2 10,20 0,25 2,45 2,72 3,65
3 10,00 0,32 3,20
1 10,00 0,45 4,50

4 2 10,20 0,40 3,92 4,64 0,80
3 10,00 0,55 5,50
1 10,00 0,75 7,50

5 2 10,20 0,75 7,35 7,62 0,34
3 10,00 0,80 8,00

20 1 10,00 2,50 25,00

e 2 10,20 2,30 22,55 23,85 1,23

24 3 10,00 2,40 24,00




Tabela A5 - 4: Determinacao do indice de sedimentacao do leite aquecido a 60 °C.

Volume | Volume
Tempo de L total da do Cl médio Desvio
incubaﬁ;éo (h) Replica emulsdo | soro C1 (%) (%) Padrao
(ml) (ml)

1 10,20 0,00 0,00

0 2 10,40 0,00 0,00 0,00 0,00
3 10,40 0,00 0,00
1 10,20 0,10 0,98

0,5 2 10,40 0,10 0,96 0,97 0,01
3 10,40 0,10 0,96
1 10,20 0,20 1,96

1 2 10,40 0,20 1,92 1,94 0,02
3 10,40 0,20 1,92
1 10,20 0,25 2,45

2 2 10,40 0,25 2,40 2,26 0,29
3 10,40 0,20 1,92
1 10,20 0,30 2,94

3 2 10,40 0,30 2,88 2,74 0,30
3 10,40 0,25 2,40
1 10,20 0,35 3,43

4 2 10,40 0,40 3,85 3,39 0,48
3 10,40 0,30 2,88
1 10,20 0,60 5,88

5 2 10,40 0,70 6,73 5,81 0,96
3 10,40 0,50 4,81
20 1 10,20 2,50 24,51

e 2 10,40 2,70 25,96 23,23 3,54
24 3 10,40 2,00 19,23
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Tabela A5 - 5: Determinacao do indice de sedimentacao do leite de coco aquecido a 70 °C.

Volume Volume L .
_ Tempo de Répli total da d Cl (9 Cl médio Desvio
~ plica ~ 0 soro (%) ~
incubacéo (h) emulséo (ml) (%) Padréao
(ml)

1 10,10 0,00 0,00

0 2 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 10,00 0,00 0,00
1 10,10 0,10 0,99

0,5 2 10,00 0,10 1,00 1,00 0,01
3 10,00 0,10 1,00
1 10,10 0,20 1,98

1 2 10,00 0,15 1,50 1,66 0,28
3 10,00 0,15 1,50
1 10,10 0,25 2,48

2 2 10,00 0,20 2,00 2,16 0,27
3 10,00 0,20 2,00
1 10,10 0,40 3,96

3 2 10,00 0,25 2,50 3,15 0,74
3 10,00 0,30 3,00
1 10,10 0,70 6,93

4 2 10,00 0,40 4,00 4,98 1,69
3 10,00 0,40 4,00
1 10,10 0,80 7,92

5 2 10,00 0,50 5,00 5,97 1,69
3 10,00 0,50 5,00
20 1 10,10 2,30 22,77

e 2 10,00 2,10 21,00 20,92 1,89
24 3 10,00 1,90 19,00
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Tabela A5 - 6: Determinacado do indice de sedimentacado do leite de coco aquecido a 80 °C.

Volume | Volume
Tempo de L total da do Cl médio Desvio
incuballogéo (h) Replica emulsdo | soro C1 (%) (%) Padrao
(ml) (ml)
1 10,40 0,00 0,00
0 2 10,20 0,00 0,00 0,00 0,00
3 10,40 0,00 0,00
1 10,33 0,25 2,42
0,5 2 10,33 0,01 0,10 0,10 0,00
3 10,33 0,01 0,10
1 10,33 0,28 2,71
1 2 10,33 0,05 0,48 0,48 0,00
3 10,33 0,05 0,48
1 10,33 0,40 3,87
2 2 10,33 0,15 1,45 1,45 0,00
3 10,33 0,15 1,45
1 10,33 0,50 4,84
3 2 10,33 0,20 1,94 1,94 0,00
3 10,33 0,20 1,94
1 10,33 0,50 4,84
4 2 10,33 0,28 2,71 2,56 0,21
3 10,33 0,25 2,42
1 10,33 0,60 5,81
5 2 10,33 0,35 3,39 3,15 0,34
3 10,33 0,30 2,90
20 1 10,33 2,00 | 19,35
e 2 10,33 2,00 19,35 18,87 0,68
24 3 10,33 1,90 18,39
* Qutliar.
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Tabela A5 - 7: Determinacao do indice de sedimentacao do leite de coco aquecido a 90 °C.

Volume | Volume
Tempo de T total da do Cl médio Desvio
incuballogéo (h) Replica emulsdo | soro Cl (%) (%) Padrao
(ml) (ml)

1 10,00 0,00 0,00

0 2 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 9,80 0,00 0,00
1 10,00 0,01 0,10

0,5 2 10,00 0,01 0,10 0,07 0,06
3 9,80 0,00 0,00
1 10,00 0,10 1,00

1 2 10,00 0,10 1,00 1,01 0,01
3 9,80 0,10 1,02
1 10,00 0,15 1,50

2 2 10,00 0,15 1,50 1,51 0,02
3 9,80 0,15 1,53
1 10,00 0,20 2,00

3 2 10,00 0,20 2,00 1,84 0,27
3 9,80 0,15 1,53
1 10,00 0,25 2,50

4 2 10,00 0,25 2,50 2,18 0,56
3 9,80 0,15 1,53
1 10,00 0,25 2,50

5 2 10,00 0,25 2,50 2,52 0,03
3 9,80 0,25 2,55

20 1 10,00 1,20 12,00

e 2 10,00 1,20 12,00 11,74 0,45

24 3 9,80 1,10 11,22
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Tabela A5 - 8: Determinacado do indice de sedimenta

ao do leite de coco aquecido a 100 °C.

Volume | Volume
Tempo de L total da do Cl médio Desvio
incuballogéo (h) Replica emulsdo | soro C1 (%) (%) Padrao
(ml) (ml)

1 8,80 0,00 0,00

0 2 8,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 8,40 0,00 0,00
1 8,80 0,00 0,00

0,5 2 8,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 8,40 0,00 0,00
1 8,80 0,01 0,11

1 2 8,00 0,01 0,13 0,12 0,01
3 8,40 0,01 0,12
1 8,80 0,01 0,11

2 2 8,00 0,01 0,13 0,12 0,01
3 8,40 0,01 0,12
1 8,80 0,01 0,11

3 2 8,00 0,01 0,13 0,12 0,01
3 8,40 0,01 0,12
1 8,80 0,01 0,11

4 2 8,00 0,01 0,13 0,12 0,01
3 8,40 0,01 0,12
1 8,80 0,01 0,11

5 2 8,00 0,01 0,13 0,12 0,01
3 8,40 0,01 0,12

20 1 8,80 0,20 2,27

e 2 8,00 0,20 2,50 2,38 0,11

24 3 8,40 0,20 2,38
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Tabela A5 - 9: Determinacado do indice de sedimentacado do leite de coco aquecido a 120 °C.

T Volume Volume Ly .
_ Tempo de Réplic | total da do soro | CI (%) Cl médio Desvio
incubacéao (h) a emulsa (ml) (%) Padrao
0 (ml)

1 9,90 0,00 0,00

0 2 9,90 0,00 0,00 0,00 0,00
3 10,00 0,00 0,00
1 9,90 0,00 0,00

0,5 2 9,90 0,00 0,00 0,00 0,00
3 10,00 0,00 0,00
1 9,90 0,00 0,00

1 2 9,90 0,00 0,00 0,00 0,00
3 10,00 0,00 0,00
1 9,90 0,00 0,00

2 2 9,90 0,00 0,00 0,00 0,00
3 10,00 0,00 0,00
1 9,90 0,00 0,00

3 2 9,90 0,00 0,00 0,00 0,00
3 10,00 0,00 0,00
1 9,90 0,00 0,00

4 2 9,90 0,00 0,00 0,00 0,00
3 10,00 0,00 0,00
1 9,90 0,00 0,00

5 2 9,90 0,00 0,00 0,00 0,00
3 10,00 0,00 0,00
20 1 9,90 0,05 0,51

e 2 9,90 0,05 0,51 0,50 0,00
24 3 10,00 0,05 0,50




Anexo 6: Absorbéancia de raios UV pelas proteinas do soro.

Tabela A6 - 1: Determinacdo da absorbancia das proteinas do soro em funcéo a temperatura
de aguecimento.

T Temperatura | Absor. (@ L Desv. | Absor. (d L Desv.
Replica 0) (595nrr(1)) Media | o4, (595nrr(1)) Media | o4,
1 0,7137 0,7643
2 40 0,7089 0,711 | 0,003 0,7719 0,764 | 0,007
3 0,7096 0,7570
1 0,6993 0,7765
2 50 0,6926 0,696 | 0,003 0,7743 0,778 | 0,004
3 0,6969 0,7826
1 0,6921 0,7824
2 60 0,7178 0,706 | 0,013 0,7926 0,790 | 0,005
3 0,7095 0,7865
1 0,6761 0,6462
2 70 0,7227 0,708 | 0,027 0,6652 0,654 | 0,010
3 0,7237 0,6496
1 0,5042 0,6111
2 80 0,5507 0,539 | 0,031 0,5910 0,606 | 0,013
3 0,5618 0,6148
1 0,6053 0,6055
2 90 0,574 0,610 | 0,039 0,6112 0,607 | 0,003
3 0,6506 0,6054
1 0,7154 0,6637
2 100 0,6521 0,695 | 0,037 0,6629 0,664 | 0,001
3 0,716 0,6644
1 0,7794 0,7345
2 110 0,7154 0,763 | 0,042 0,7299 0,732 | 0,002
3 0,794 0,7308
1 0,6473 0,5764
2 120 0,6455 0,651 | 0,007 0,5682 0,573 | 0,004
3 0,6592 0,5734

Absor.(a): absorbancia antes da centrifugacao do soro;
Absor.(d): absorbancia depois da centrifugacéo do soro;
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Figura A6 - 1: Modelag&o da desnaturagdo pelo mecanismo de dois estados.

Figura A6 - 2: Andlise estatistica da regressao do dados da absorbancia em funcao a
temperatura de aquecimento.

Third order polynomial (cubic)
Best-fit values
BO 17,39
Bl -0,5474
B2 0,005836
B3 -2,03E-05
95% CI (profile likelihood)
BO 13.351t0 21.44
Bl -0.6795 to -0.4154
B2 0.004424 to 0.007247
B3 -2.525e-005 to -1.536e-005
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 14
R squared 0,8644
Sum of Squares 0,01448
Sy.x 0,03216
Number of points
# of X values 18
# Y values analyzed 18




Procedimento experimental da preparacéo do reagente de Bradford:

Dissolver 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 em 50 mL de etanol (95%);
Adicionar 100 mL de &cido fosférico (85%);

Diluir até perfazer 1 L de solucéo até o CBB G-250 ficar completamente dissolvido;

A

Filtrar no papel Whatman antes de usar a solucéao. O reagente de Bradford deve ser

castanho, por isso a filtracdo deve ser repetida para livra-lo dos cristais azuis.
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