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RESUMO

O acido lactobiénico (LBA) é um derivado da lactose considerado interessante para a
aplicacdo em alimentos devido propriedades tecnolégicas como realcador de sabor,
complexante de minerais, conservador, antioxidantes e prebioticas. Entretanto, o
efeito de sua utilizacdo € ainda pouco conhecido devido ter sido pouco estudado
cientificamente. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar as propriedades do
acido lactobibnico em géis lacteos a fim de elucidar o efeito da sua adicdo na
microestrutura, propriedades mecéanicas, estabilidade e na interacdo com
componentes de sabor (sal e aromas), em comparacdo com um acidificante
amplamente utilizado na industria de produtos lacteos, a glucono-é-lactona (GDL).
Para isso, foram desenvolvidas cinco formulacfes de géis lacteos: uma amostra
controle sem acidificante, duas amostras utilizando LBA como agente de acidificagao
e valores de pH 6,2 e 55 (HLBA e LLBA, respectivamente) e duas amostras
acidificadas com GDL, também com pH 6,2 ou 5,5 (HGDL e LGDL, respectivamente).
A estrutura dos géis lacteos foi investigada por meio de microscopia eletronica de
varredura (MEV), enquanto que suas propriedades mecanicas foram verificadas pelo
teste de perfil de textura instrumental (TPA). Os testes de estabilidade envolveram
analises de atividade de agua (aw), capacidade de retencao de agua (CRA) e andlise
térmica por DSC. O efeito da utilizagcdo do acido lactobibnico na interacdo com
componentes de sabor foi dividida em andlises referentes a mobilidade de sédio e
liberacdo de sal in vitro e andlise de liberacdo de aromas por CG-FID da composic¢ao
gasosa de headspace. As principais diferencas encontradas entre os géis lacteos
foram para as amostras com pH 6,2, onde a amostra HLBA apresentou diferencas na
estrutura, diferenciando-a da amostra com GDL em relacdo a microestrutura, atividade
e capacidade de retencdo de agua, estabilidade térmica e liberacdo de aromas. A
amostra HGDL apresentou maior liberacdo de sal in vitro em relacdo a HLBA em
funcao da facilidade de mobilidade de agua na sua estrutura. As amostras com pH 5,5
apresentaram diferencas na microestrutura e nas propriedades mecéanicas dos géis
lacteos, porém tais modificagbes ndo foram suficientes para alterar as demais
propriedades estudadas. Para a microscopia, propriedades mecanicas, quantificacao
e mobilidade de sddio ligado e liberacdo de aromas, houve ainda o efeito do pH. Os
resultados obtidos mostram que o &cido lactobi6nico pode ser satisfatoriamente
utilizado com semelhancas a glucono-é-lactona e que pode ser utilizado com o objetivo
de melhorar a CRA e diminuir a atividade de agua em amostras com alto teor de
umidade. Estudos posteriores devem ser realizados para compreender o efeito do
LBA na percepgao sensorial em alimentos.

Palavras-chave: geéis lacteos; microestrutura; mobilidade de sdédio, liberacdo de

aromas; agente quelante.



ABSTRACT

Lactobionic acid (LBA) is a lactose derivative that shows an interesting growth potential
in food application due technological properties like flavor enhancer, mineral
complexing agent, conservative, antioxidant and prebiotic. However, the effect of
lactobionic acid in foods is still little known due a lack of scientific studies. In this way,
the present study was aimed at evaluating lactobionic acid characteristics in
microstructure, mechanical properties, stability and salt and aroma interaction in dairy
gels, in comparison with glucono-6-lactone (GDL). In this regard, five formulations of
dairy gels were made: a control sample without acid, two gels made with LBA as
acidifying agent in pH 6.2 or 5.5 (HLBA and LLBA, respectively) and two samples with
GDL in pH 6.2 or 5.5, named HGDL and LGDL, respectively. Dairy gels structure was
investigated by scanning electronic microscopy, while mechanical properties were
verified by instrumental textural profile analysis. Stability tests were made by water
activity test, water holding capacity and by DSC thermal analysis. The effect of
lactobionic acid in flavor interaction was divided into sodium mobility and in vitro salt
release and aroma release by headspace GC-FID. The main differences in dairy gels
are related to the samples with pH 6.2, where the use of lactobionic acid changed
protein structure, being different of HGDL sample in microstructure, water activity and
water holding capacity, thermal stability and aroma release properties. HGDL gel
showed higher salt release than others samples due to easy water mobility within the
structure. Samples with pH 5.5 showed microstructural and mechanical differences,
but these changes have not been sufficient to alter the other properties. A pH effect
was also observed for the microscopy, mechanical properties, mobility and
quantification of sodium bounded and aroma release analysis. The results obtained
show that lactobionic acid can be satisfactorily used in a similar manner to glucono-6-
lactone and that can be used in order to improve the water holding capacity or reduce
water activity in high moisture dairy gels. Additional studies must be performed to
understand the LBA effect in food sensorial perception.

Key words: dairy gels; microstructure; sodium mobility; aroma release; chelating agent.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que a producdo mundial de queijos atinja a marca de 25 milhdes
de toneladas até 2020 (MIKKELSEN, 2014). Consequentemente, a quantidade de
soro descartado também cresce, pois para cada quilo de queijo produzido, cerca de
nove quilos de soro sao gerados (SCHUCK, 2011). O soro de leite, contudo, apesar
de apresentar rica composi¢cado nutricional, é muitas vezes encaminhado para a
alimentacdo animal, utilizado como fertilizante ou ainda descartado irregularmente
devido as dificuldades na sua industrializagéo.

A subutilizacdo do soro de leite gera prejuizos financeiros e ambientais,
porém, atualmente, o mercado de produtos lacteos vem descobrindo nesta matéria-
prima um nicho comercial ainda pouco explorado: a transformacé&o da lactose contida
no soro em novos produtos com aplicagdes industriais e maior valor de mercado.

Entre os inovadores derivados da lactose destaca-se o acido lactobidnico
(LBA). Obtido pela oxidac&o da lactose, o LBA vem sendo considerado com interesse
por grandes industrias do setor de insumos e aditivos alimentares por suas possiveis
aplicagbes como acidificante, umectante, quelante de minerais, melhorador de sabor,
antioxidante e prebiético.

As pesquisas desenvolvidas na atualidade em relacdo ao acido lactobidnico
tém como objetivo a otimizacdo de sua obtencdo ou estdo relacionados as areas
médica e farmacéutica, e, sendo assim, os reais efeitos da utilizacdo do LBA em
alimentos permanecem desconhecidos, visto que poucos estudos foram realizados
neste sentido para comprovar suas alegacdes funcionais. Devido a ainda pouca
literatura sobre o LBA, a comparacéo a glucono-d-lactona (GDL), agente acidificante
amplamente utilizado na industria lactea, pode auxiliar o estudo do novo aditivo.

Acidos, como LBA e GDL, s&do capazes de alterar a conformac&o da rede de
caseina dos derivados lacteos e, assim, suas estruturas. Por sua vez, a microestrutura
dos alimentos esté diretamente relacionada as suas caracteristicas sensoriais e de
estabilidade dos produtos, com destaque para questbes ligadas a mobilidade e
liberacdo de sal e aromas em alimentos.

Atualmente a aplicacdo do LBA em testes sensoriais ndo esta totalmente
regulamentada no Brasil ou na Franca, onde os experimentos desta tese foram
realizados. Desta forma, o presente trabalho buscou compreender como a adi¢céo do

acido lactobidnico pode modificar as propriedades estruturais de géis lacteos e como
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estas alteracées podem influenciar a estabilidade e a liberagédo de sal e aromas in vitro

nos géis.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

- Comparar o efeito da adicdo do acido lactobiénico ao da glucono-6-lactona

em geéis lacteos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver géis lacteos acidificados com é&cido lactobiénico ou glucono-6-

lactona em diferentes valores de pH;

- Verificar as alteragcdes microestruturais na rede proteica dos géis através de

microscopia eletronica de varredura;

- Avaliar e efeito da acidificacdo com &cido lactobidénico na atividade de agua

e na capacidade de retencdo de agua dos géis lacteos;

- Analisar o efeito da adicdo de &cido lactobibnico nas caracteristicas

mecanicas dos géis lacteos;

- Verificar a estabilidade térmica dos géis lacteos acidificados com &cido

lactobibénico ou glucono-6-lactona;

- Comparar o efeito do acido lactobiénico na mobilidade e liberagéo de sal in

vitro em relagdo aos géis lacteos acidificados com glucono-b-lactona;

- Comparar qualitativamente a liberacdo de aromas nas matrizes acidificadas

com &cido lactobibénico ou glucono-6-lactona;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 LACTOSE E SEUS DERIVADOS

A lactose (4-o-B-galactopiranosil-D-glicopiranose) € um dissacarideo redutor
constituido por uma molécula de D-glicose unida a outra de D-galactose por uma
ligacdo glicosidica B1 — 4, podendo ser encontrada nas formas estruturais
anomericas a e B (FIGURA 1). A anica fonte significativa de lactose é o leite, onde
podem ser encontradas concentragfes distintas de acordo com a espécie de
mamifero. Nos leites bovino, bubalino, ovino e caprino a lactose encontra-se em
guantidades em torno de 4,8; 4,8; 4,6 e 4,1% (m/m), respectivamente (FUQUAY, FOX
e MCSWEENEY, 2011).

Ligacgao glicosidica
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FIGURA 1. ESTRUTURA MOLECULAR DA a- E B-LACTOSE.
FONTE: ADAPTADO DE FOX (2011).

A lactose € um coproduto da producdo de queijo e caseina, onde 0 soro
extraido destas produgfes apresenta, em média, cerca de 6,5% de sdlidos, dos quais
aproximadamente 4,5% é lactose (BYLUND, 2015). Na producédo de queijos, quando
nao ocorre a fermentacédo da lactose (conversdo da lactose em &acido lactico por
bactérias lacticas), a maior parte deste carboidrato € eliminada com o soro devido
estar dispersa na fracdo aguosa como uma solucédo verdadeira, ndo podendo ser
separada por filtragdo ou decantacdo (SEKI e SAITO, 2012; BYLUND, 2015).

Industrialmente, a lactose € produzida através de tecnologias complexas de
purificacdo, utilizando processos de ultrafiltracdo por membranas, cristalizacdo e

secagem (SCHUCK, 2011). Porém, devido a lactose apresentar uma estrutura hemi-
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acetalica que permite mutarrotacdo entre anémeros a e [ (FIGURA 1), que
apresentam caracteristicas distintas entre si, é dificil predizer a funcionalidade da
lactose produzida, exigindo que a composicao do soro, sua concentracao e pH sejam
estreitamente controlados (CHANDRAPALA, WIJAYASINGHE e VASILJEVIC, 2016).

A lactose purificada € o principal produto industrial derivado do soro de leite,
porém, mesmo assim, apenas cerca de 14% de toda a lactose que poderia ser
extraida do soro € obtida atualmente (PATERSON, 2011). Este produto tem como
destino principal no setor alimenticio a aplicagcdo como ingrediente em bebidas,
produtos de panificacdo e confeitaria e alimentos infantis, proporcionando
caracteristicas de textura e coloracdo aos produtos, seja de forma direta ou por meio
da participacdo em reacdes como a de Maillard para a formacdo de coloracéo
caramelo (BEMILLER e HUBER, 2010). A lactose pode, ainda, participar de processos
fermentativos para formacéo de diversos derivados como &cido latico e etanol (SILVA
et al., 2015a).

Mesmo com importante aplicacdo na industria de alimentos, a utilizacdo da
lactose como aditivo alimentar apresenta algumas limitagbes devido suas
caracteristicas (SEKI e SAITO, 2012; BYLUND, 2015). Entre elas, a dogura da lactose,
considerada baixa por corresponder a apenas 16% da docura da sacarose, é um
limitante quanto a sua utilizacdo como agente edulcorante (FOX, 2011). Além disso,
a lactose apresenta reduzida solubilidade, o que leva a producdo de cristais com
tamanho entre 10 e 16 um em produtos como o leite condensado. Os cristais formados
sao suficientemente grandes para serem percebidos sensorialmente e conferir aos
alimentos a sensacgido “arenosa’, pouco apreciada pelos consumidores (GANZLE,
HAASE e JELEN, 2008; FUQUAY, FOX e MCSWEENEY, 2011). O tamanho dos
cristais de lactose pode também interferir em processos tecnologicos por influenciar
as propriedades fisicas da matéria-prima como coloragdo, densidade, fluidez e
escoamento; e ainda nas propriedades de reidratagdo, dispersdo, umectacao e
instantizacdo da lactose em p6 (SCHUCK, 2011).

Além dos motivos tecnologicos e sensoriais, ha ainda a limitagdo do consumo
de produtos contendo lactose devido problemas de intolerancia digestiva a este
carboidrato. Cerca de 75% da populacdo mundial adulta apresenta distarbios
intestinais devido a auséncia da enzima B-galactosidade, que é responsavel pela
hidrolise da lactose no intestino delgado (DEKKER e DAAMEN, 2011).
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Na atualidade, apenas uma pequena quantidade da lactose produzida é
convertida em seus derivados (AFFERTSHOLT, 2010), entretanto, devido ao maior
retorno financeiro que estes produtos representam, € grande o numero de
pesquisadores e industrias engajados no estudo de novas técnicas de obtencédo e
purificacdo para os produtos que provém da lactose como nos estudos relatados por
Ganzle (2012), Alonso, Rendueles e Diaz (2013), Rentschler et al., (2015) e Silvério
et al. (2015).

A lactose pode ser convertida em diversos derivados pela aplicagdo de
diferentes processos, como a reducéo para a geragao de lactitol, a transgalactosilacao
para formar galacto-oligossacarideos, a transfrutosilacdo que resulta em lactosucrose,
a isomerizacdo para producdo de lactulose e a oxidacdo para obtencdo do acido
lactobiénico (GANZLE, HAASE e JELEN, 2008), como ilustrado na FIGURA 2.
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FIGURA 2. PROCESSOS UTILIZADOS NA CONVERSAO DA LACTOSE EM SEUS DERIVADOS.
FONTE: GANZLE, HAASE e JELEN (2008).
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Alguns dos derivados da lactose ja estdo estabelecidos industrialmente, com
producao regular e aplicacfes definidas, como é o caso da lactulose e dos galacto-
oligossacarideos (GOS), reconhecidos como produtos prebidticos utilizados
amplamente em formulagdes de alimentos infantis ou com apelos funcionais (SEKI e
SAITO, 2012). Embora o lactitol, a lactosucrose e o acido lactobiénico também tenham
sido reportados como prebidticos e benéficos a saude intestinal, as pesquisas para
estes derivados ainda estdo sendo desenvolvidas para maior compreensao sobre
suas propriedades (SAARELA et al., 2003; VENEMA, 2012; GARCIA-CAYUELA et al.,
2014; Ll et al., 2015).

Propriedades tecnolégicas e sensoriais também podem ser atribuidas aos
derivados da lactose, como a capacidade crioprotetora e edulcorante do lactitol
(HERRERA e MACKIE, 2004; BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015). Entretanto, entre
os derivados citados, o &cido lactobiénico é o que possui mais atribuicdes tecnoldgicas
com possibilidade de utilizacdo na industria de alimentos, como propriedades
umectantes, de melhorador de sabor, antioxidante e quelante (GUTIERREZ,
HAMOUDI e BELKACEMI, 2012).

3.2 ACIDO LACTOBIONICO

O acido lactobibnico (4-O-B-D-galactopiranosil-D-acido glucénico) € um acido
organico obtido através da oxidacdo da molécula de glicose que compde a lactose
(FIGURA 3) (SEKI e SAITO, 2012).
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FIGURA 3. CONVERSAO DA LACTOSE EM ACIDO LACTOBIONICO.
FONTE: GUTIERREZ, HAMOUDI e BELKACEMI (2012).
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A conversao da lactose em &cido lactobiénico (LBA) pode ser realizada por
vias quimicas, eletroquimica e biocatalitica de oxidacdo (FOX, 2011). As primeiras
producdes de LBA foram feitas pela via quimica, porém este método era inviabilizado
pelos altos custos de producao e pela geracéo de residuos téxicos de dificil purificacao
(QUITMANN, FAN e CZERMAK, 2014).

Nas ultimas décadas, com as descobertas sobre as possibilidades de
aplicacdes do LBA nas industrias farmacéutica e de alimentos, os métodos de
bioconverséo, utilizando microrganismos e/ou suas enzimas foram impulsionados, por
serem mais econdmicos e eficientes (GUTIERREZ, HAMOUDI e BELKACEMI, 2012).
Neste sentido, a maior parte das pesquisas cientificas realizadas atualmente sobre o
acido lactobibnico esta voltada para sua obtencéo de forma a aumentar o rendimento
produtivo, a fim de possibilitar maior disponibilidade do produto no mercado com
menores custos industriais (DHARIWAL, MAVROV e SCHROEDER, 2006;
PEDRUZZI, SILVA e RODRIGUES, 2008; ALONSO, RENDUELES e DIAZ, 2011;
PEDRUZZI, SILVA e RODRIGUES, 2011; KIRYU et al, 2012; ALONSO,
RENDUELES e DIAZ, 2013; GUTIERREZ et al., 2013; ALONSO, RENDUELES e
DIAZ, 2015).

Por apresentar a estrutura de um carboidrato ligado a um acido aldénico, o
acido lactobiénico (LBA) é classificado como um &cido aldobiénico. Os acidos
aldobidnicos, por sua vez, sdo caracterizados por apresentarem duas ou mais
hidroxilas ligadas aos carbonos em suas moléculas, sendo considerados, desta forma,
como poli-hidroxiacidos, o que confere diversas funcionalidades aos compostos como
caracteristicas higroscopicas, de retengéo de agua e de formacao de gel (GREEN, YU
e VAN SCOTT, 2009).

A estrutura de poli-hidroxiacido concede ao acido lactobibnico a capacidade
antioxidante e de sequestrante de ions divalentes, reagindo por meio dos oxigénios
dos grupos carboxilico e das a-hidroxilas (MENABUE, SALADINI e UGOLETTI, 1998).
O LBA foi relatado em estudos como forte quelante de ions, com estabilidade, para
cromo (ROLDAN et al., 2004), cobre (BOUHSINA et al., 1991), célcio (ABBADI et al.,
1999), niquel (MENABUE, SALADINI e UGOLETTI, 1998) e ferro (ISAACSON et al.,
1993), formando complexos soluveis como os mostrados nas FIGURAS 4 e 5 com
ions cromo e calcio, respectivamente.

A utilizacdo do LBA como quelante apresenta diversos objetivos. Para o

cromo, Roldan et al. (2004) concluiram que o acido lactobiénico pode atuar como
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sequestrante de ions reativos do metal cromo, que sé@o considerados carcinogénicos
e mutagénicos. No caso do calcio, o LBA é utilizado como carreador do mineral até
este ser absorvido no intestino, melhorando sua a suplementacdo no organismo
(QUITMANN, FAN e CZERMAK, 2014).

A capacidade antioxidante conferida ao &acido lactobiénico também é
considerada funcédo da capacidade quelante, pois € atribuida ao sequestro dos ions
ferro que participam da producéo de radicais livres (PLAYNE e CRITTENDEN, 2009).
Além disso, a formacédo de complexos minerais altera o tamanho dos sistemas onde
0o LBA estad incluido, contribuindo para mudancas nas interacdes com outras
moléculas (ROLDAN et al., 2004).
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FIGURA 4. COMPLEXOS FORMADOS PELO ACIDO LACTOBIONICO COM CROMO EM TRES
CONFORMAGOES ESTRUTURAIS.
FONTE: ROLDAN et al. (2004).
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FIGURA 5. COMPLEXO FORMADO ENTRE [ONS CALCIO E O ACIDO LACTOBIONICO
(LACTOBIONATO DE CALCIO).
FONTE: ABBADI et al. (1999).
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Apesar do LBA ainda ser pouco estudado cientificamente, ha diversas
propriedades ja estabelecidas para este acido organico e muitos pesquisadores
engajados em estudos para novas descobertas. Muito se tem desenvolvido na area
farmacéutica, onde pesquisas vem apontando o eficiente uso de LBA em formulac¢des
medicamentosas de antitromboticos (RAAKE et al., 1989; KIJOWSKI et al., 1994),
como carreador de drogas para tratamentos de doencas hepaticas, entre elas o
cancer de figado (CHEN et al., 2015; FU et al., 2015; DU et al., 2016; LV et al., 2016),
no tratamento de dermatites (JANG et al., 2016; SAKAI et al., 2016), na supressao de
substancias conhecidas como promotoras de progressao de tumores e de obesidade
(MUKHERJEE e YUN, 2015), e também na area cosmeética em tratamentos anti-idade
(GREEN, YU e VAN SCOTT, 2009).

Na area de alimentos, os estudos ainda sdo limitados a poucos testes e
alegacoes, principalmente devido ao acido lactobidnico ainda ndo ser totalmente
regulamentado como aditivo alimentar em grande parte do mundo, como nos paises
da Europa e na América Latina, impossibilitando testes sensoriais em humanos.
Entretanto, a FDA (Food and Drug Administration), agéncia reguladora de alimentos
nos Estados Unidos, permite a utilizagdo de LBA na forma de lactobionato de célcio
(FIGURA 5) em alimentos para consumo humano (CFR, 2015). Mesmo assim, ha
diversas aplicacbes e patentes registradas para o uso de acido lactobibnico em

alimentos, que serdo detalhados na sec¢éo a seguir (3.2.1).

3.2.1 Acido lactobiénico em alimentos

A Unica fonte natural de acido lactobiénico relatada em alimentos é o logurte
do Mar Caspio ou logurte Caucasiano, produto amplamente consumido no Japéo ha
muitas décadas, semelhante ao Kefir. Estudos apontam que, dentre os diversos
microrganismos envolvidos na obtencdo deste iogurte, o Acetobacter orientalis é o
responsavel pela producédo de LBA no produto, por sua atividade de lactose-oxidase
(KIRYU et al., 2009; KIRYU et al., 2012).

A maior parte dos trabalhos realizados visando a aplicacbes do &cido
lactobibnico em alimentos é encontrada na forma de patentes. InUmeros projetos ja
foram patenteados em diversas areas, como a de produtos lacteos, carneos, de
panificacdo, confeitaria e complementacdo mineral. Ha patentes utilizando o acido

lactobibnico na industria de alimentos desde 1960, quando Broquist, Alvin e
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Winterbottom (1960) registraram a utilizacdo do LBA como melhorador da solubilidade
de antibioticos na solu¢cdo aquosa aplicada no tratamento de frangos eviscerados, a
fim de promover o aumento da vida de prateleira da carne de aves.

Em 2004, Akashe et al. (2007) criaram um complexo mineral para fins de
fortificagdo mineral de alimentos utilizando o 4cido lactobiénico como carreador de
calcio e/ou outros minerais como ferro, zinco e selénio, sem afetar as propriedades
sensoriais de bebidas e alimentos.

Um dos primeiros projetos utilizando o LBA na tecnologia de alimentos foi
realizado por Nielsen (2005), que registrou patentes sobre a utilizacdo de acido
lactobibnico em carnes. O autor relatou beneficios da utilizacdo do LBA na
preservacao da umidade em produtos carneos, onde houve menor perda de agua nas
operacOes de congelamento, descongelamento e cozimento destes produtos. Em
2006, o mesmo autor depositou patente de uma bebida ndo-lactea com utilizacao de
lactobionato de calcio, sal obtido a partir de acido lactobiénico, com a finalidade de
enriguecimento de calcio na dieta por meio de um produto agradavel ao paladar,
podendo ser utilizado em sucos de frutas, chas, refrigerantes, café e bebidas
alcodlicas como vinho e cerveja (NIELSEN, 2006).

A fim de diminuir a acidez perceptivel e melhorar a firmeza de produtos lacteos
fermentados, como iogurtes e queijos, Lynglev et al. (2007), em patente depositada
pela Novozymes S.A. (Dinamarca), utilizaram uma enzima oxidase produzida pelo
fungo Microdochium nivale para obter acido lactobibnico nos produtos estudados,
atingindo o objetivo de melhoramento de caracteristicas de firmeza e sabor.

Ainda em relag&o a produtos lacteos, a Kraft Foods R&D, por meio do invento
de Bradbury et al. (2002), realizou registro de patente sobre o processo de fabricacéo
de queijos de coagulacdo acida ou enzimatica, moles, semi-duros e duros, entre
outros produtos lacteos, com a adicao de acido lactobidnico ou com a geracao in situ
deste &cido por meio de enzima desenvolvida por Chr. Hansen S/A.

Em 2009, Nielsen e Hoeier (2009) propuseram a injecao através de agulhas
ou jatos como um novo mecanismo de introducdo de acido lactobiénico em queijos.
Segundo os autores, este método permite menor perda de acido lactobiénico no
processo e pode este ser aplicado em queijos de massa filada como a mucgarela, sem
prejuizo as propriedades de elasticidade e derretimento e com notavel aumento de
rendimento na producdo. Nielsen e Hoeier (2009) também utilizaram a técnica de

injecdo de acido lactobidnico em massas de paes e biscoitos.



26

Walter e Begli (2011) patentearam a aplicacdo do acido lactobiénico como
realcador de sabor para utilizacdo em alimentos ou bebidas, destacando os
sabores/gostos acido, frutado, doce, umami e salgado. Por outro lado, neste trabalho,
0 acido lactobiénico ndo aumentou a percep¢do do gosto amargo, mas foi capaz de
mascarar este gosto em adocantes a base de estévia.

Em outro trabalho sobre a capacidade de melhoramento do sabor em
alimentos, Kurihara et al. (1995) utilizaram o &cido lactobiénico apenas como
estabilizador das propriedades de modificacdo de sabor da curculina, proteina
extraida da planta Curculigo latifélia.

Além das propriedades tecnolégicas, o acido lactobiénico é apontado como
um potencial prebidtico. Diversos estudos neste sentido foram realizados. No trabalho
realizado por Saarela et al. (2003), o acido lactobiénico ndo apresentou capacidade
de melhorar as propriedades funcionais de cepas de Lactobacillus salivarius, contudo,
foi eficiente para L. paracasei e L. rhamnosus. Para Kontula et al. (1999), LBA n&o
apresentou capacidade prebidtica pois ndo desenvolveu cepas de L. acidophilus.
Entretanto, no estudo de Adebola, Corcoran e Morgan (2014), o &cido lactobidnico,
assim como a lactulose e ao contrario da inulina, protegeu significativamente L.
acidophilus NCFM de acido biliares (2 mM).

Com base nas amplas possibilidades de aplicacbes do acido lactobiénico
expostas nesta revisdo, como acidulante, quelante, realcador de sabor, retentor de
agua e prebidtico, bem como no ainda superficial estudo de suas propriedades em
alimentos, destaca-se a importancia das pesquisas em torno deste carboidrato.

Novos estudos para poder sugerir outras utilizagdes do acido lactobiénico no
setor alimenticio devem ser realizadas, abordando principalmente questfes ligadas a
seguranca alimentar e o efeito que a utilizagdo do LBA produz a componentes de

alimentos.

3.2.2 Acido lactobiénico vs. glucono-d-lactona

Glucono-d-lactona (GDL) € um carboidrato derivado da oxidacao da glicose
via pentoses-fosfato que apresenta um grupo ciclico, chamado lactona, em sua
estrutura. Este acido se hidrolisa gradualmente em agua, formando acido glucénico e
promovendo lento abaixamento do pH (LUCEY et al., 1998).
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A GDL é amplamente utilizada para acidificagéo direta (sem fermentacao) na
producao de derivados de leite e produtos de soja, para que o pH possa ser regulado
mais facilmente (HERR, 2011). Além disso, apresenta diversas aplicacdes na area
cosmetoldgica como umectante em produtos anti-idade (BERNSTEIN et al., 2004).

Grande parte dos estudos sobre o efeito do pH na estrutura proteica e nas
propriedades de produtos lacteos utilizam a glucono-6-lactona como agente de
acidificacdo, justamente por ser um método simples de padronizacdo do pH das
amostras, sendo utilizado em importantes trabalhos como os realizados por Lucey et
al. (1997), Schwertfeger e Buchheim, (1998), Feeney, Guinee e Fox (2002), Martin et
al., (2009) E Chen et al. (2016).

Estruturalmente, GDL e LBA apresentam semelhancas (FIGURA 6), pois,
assim como o 4cido lactobidnico, a GDL também é classificada como poli-hidroxiacido
devido as hidroxilas ligadas aos carbonos de sua estrutura. Contudo, por ter origem
de um dissacarideo, o LBA apresenta massa molecular de 358,3 Da, enquanto a
glucono-6-lactona, oriundo da glicose, possui 178,14 Da (BURDOCK, 1997,
GUTIERREZ, HAMOUDI e BELKACEMI, 2012).
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FIGURA 6. ESTRUTURAS QUIMICAS DA GLUCONO-5-LACTONA E DO ACIDO LACTOBIONICO,
RESPECTIVAMENTE.
FONTE: KORNHAUSER, COELHO e HEARING (2010).

Mesmo que ambos os acidos (GDL e LBA) sejam poli-hidroxiacidos, ou seja,
moléculas que possuem dois ou mais grupamentos hidroxila ligados ao carbono,
essas hidroxilas sdo neutras e a caracteristica acida é provida apenas pelo grupo
carboxila, que ambos os acidos apresentam apenas um (GREEN, YU e VAN SCOTT,
2009). Desta forma, o pKa dos dois acidos é muito proximo, 3,8 para o LBA e 3,7 para
a GDL (GUTIERREZ, HAMOUDI e BELKACEMI, 2012).



28

Tecnologicamente, a GDL, assim como o LBA, também apresenta atributos
como agente umectante, quelante e antioxidante (GREEN, YU e VAN SCOTT, 2009),
porém nao ha relatos de capacidade prebiotica para o GDL.

Devido as caracteristicas proximas entre o acido lactobidnico e a glucono-o-
lactona, a comparacao entre os dois acidos pode auxiliar o melhor entendimento das
propriedades do LBA, bem como, propor utilizacdes industriais para este novo aditivo,
em substituicdo a GDL quando houver o objetivo de enriquecer 0os produtos com

agentes prebioticos.

3.3 MODELOS LACTEOS

Nos queijos reais, diversos fatores levam a formacéo de sistemas complexos,
qgue criam dificuldades na interpretacdo de resultados de estudos cientificos. As
respostas podem ser influenciadas pela composicao do leite, pelo tipo de coagulante,
por enzimas autéctones do leite, bactérias laticas ou microbiota secundaria e suas
enzimas (BERESFORD e WILLIAMS, 2004). A fim de minimizar estes interferentes e
apresentar respostas com maior confiabilidade sobre as variaveis, modelos analogos
a gueijo tém sido utilizados no contexto cientifico.

Os modelos de queijos sdo uma representacao do alimento, formulado e
produzido sob condic¢des controladas. Estes modelos sdo também chamados de géis
lacteos ou matrizes lacteas dependendo da sua composicao (DE LOUBENS et al.,
2011; AYED et al., 2014).

Varios tipos de produtos lacteos podem ser representados por modelos,
sendo formulados com diferentes graus de complexidade e para diversos objetivos de
estudo, como nos trabalhos de Merabtine et al. (2010) e Ayed et al. (2014), onde foram
utilizados modelos lacteos sem a adicdo de lipidios para o estudo da liberagédo de
aromas em alimentos livres de gordura, que podem ser associados a iogurtes
desnatados. Em estudos como o de Gierczynski et al. (2007), Tarrega et al. (2008b) e
Boisard et al. (2014) foram utilizados modelos mais complexos, similares a queijos
semi-duros ou frescos para andlises sensoriais.

As formulagbes dos modelos lacteos englobam diferentes ingredientes e
formas de producdo, Entretanto, a maior parte dos modelos sdo formados
principalmente por proteinas do leite, gordura, sal, acidificante, texturizantes, aromas

e guimosina, podendo ser coagulados pelas vias enzimatica ou acida ou ainda
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estabilizados por sais fundentes (GIERCZYNSKI et al., 2007; TARREGA et al., 2008a;
LAWRENCE et al., 2012b). No QUADRO 1, é possivel comparar a formulacdo de
alguns exemplos de modelos lacteos encontrados na literatura, utilizados para
pesquisa de diversos parametros.

Cada ingrediente adicionado ao modelo lacteo apresenta uma funcéo. As
proteinas do leite sdo as principais responsaveis pela firmeza e estrutura dos modelos,
podendo ser utilizado caseinas, caseinatos ou proteinas do soro nas formulacoes.
Outras proteinas, como as de origem vegetal (ex.: soja), e/ou amidos podem ser
adicionadas para substituir parte das proteinas do leite em modelos com menor custo.

As gorduras também participam da estruturacdo dos modelos e modificam
suas caracteristicas aromaticas, podendo ser utilizadas tanto fontes de gordura animal
como manteiga, gordura anidra de leite, quanto vegetal, como 6leos de girassol ou
palma, por exemplo (GUINEE, CARIC e KALAB, 2004).

Entre as utilizacbes de modelos lacteos na pesquisa cientifica atual,
destacam-se trabalhos como o realizado por Bertrand et al. (2015) no qual foram
utilizados para o estudo da reacdo de Maillard durante a estocagem de modelos de
queijo, estudos sobre as condi¢des do crescimento microbiano para fungos (MORIN-
SARDIN et al., 2016) e para culturas starters (RUGGIRELLO, COCOLIN e DOLCI,
2016), pesquisas sobre novos aditivos (CARVALHO et al., 2015; SOBRAL et al.,
2016), sobre alteracdes no processamento (BOBBO et al.,, 2016) e acerca de
modificacdo de composicdo e analise sensorial (BOISARD et al. 2014).

Os modelos lacteos tem sido, ainda, importantes ferramentas nos estudos que
abordaram a influéncia da composicéo na liberagéo de sal e/ou aromas in vitro ou in
vivo, sendo utilizado por diversos autores como Phan et al. (2008), Lauverjat et al.
(2009), Saint-Eve et al. (2009), Boisard et al. (2013), Boisard et al. (2014) e Mosca et
al. (2015a).

As caracteristicas dos modelos lacteos, de reprodutividade e de adequacéo
as necessidades dos estudos, motivam a utilizacdo desta ferramenta na pesquisa
sobre o &cido lactobionico. Com a finalidade de minimizar os interferentes, foram
utilizados modelos lacteos simples, analogos a queijos desnatados, coagulados por

via enzimatica.
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Tipo de modelo

Principais ingredientes

Variaveis da composi¢cao

Parametros analisados

Referéncia

sais fundentes, aromas.

lipidios/proteina,
agua/proteina,
velocidade de agitacao
na producao

percepc¢éo do gosto
salgado; mastigacéo.

Gel lacteo Leite desnatado ultrafiltrado, gordura anidra Conteudo de gordura e Liberacéo de sal in vivo (DE LOUBENS et al.,
de leite, glucono-d-lactona, NaCl e coalho. proteina de leite. 2011)

Gel lacteo Leite desnatado ultrafiltrado, gordura anidra Contetdo de gordura, sal | Liberacdo de sal e aromain | (LAUVERJAT et al.,
de leite, glucono-8-lactona, NaCl, aromas e e matéria-seca. Vivo e in vitro. 2009)
coalho.

Gel lacteo Leite desnatado ultrafiltrado, gordura anidra Concentragdo de gordura | Formacéo do bolo alimentar | (DRAGO et al., 2011)
de leite, NaCl e coalho. ou de proteina do leite.

Gel lacteo Gordura anidra de leite, caseina hidrolisada, | Proporgédo sal/proteina, Liberacéo de sal e (PHAN et al., 2008)

Imitacdo de queijo

Caseina hidrolisada, 6leo de palma
hidrogenado, éleo de colza, amido de milho,
NaCl, &cido citrico, acido sorbico, sais
fundentes.

Concentracgéo e tipo de
amido (nativo, resistente,
pré-gelatinizado ou
Ceroso)

Mobilidade de &gua,
derretimento e
propriedades reologicas.

(NORONHA et al., 2008)

logurte modelo

Caseinato, leite em po, proteinas do soro,
gordura, aroma.

Proporcéo da fracdo
proteica.

Propriedades reolégicas
microestrutura, liberacdo de
aroma in vitro e percepcao.

(SAINT-EVE et al., 2006)

logurte modelo

Leite desnatado em p6, gordura anidra de
leite, aclcar, aromas.

Conteudo de gordura e
matéria-seca.

Efeito da embalagem
durante a estocagem na
viscosidade e percepcédo de
aromas.

(SAINT-EVE et al., 2008)
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Tipo de modelo

Principais ingredientes

Variaveis da composicao

Parametros analisados

Referéncia

Modelo de logurte
batido com e sem
pectina

Leite em pd@, pectina, glucono-o-lactona e
aromas.

Textura pela adicdo de
diferentes concentracdes
de pectina.

Liberacdo de aromas in
vitro.

(MERABTINE et al.,
2010; AYED et al., 2014)

Modelo de queijo
semi-duro

Caseina hidrolisada, caseina 4cida, gordura
anidra de leite, NaCl, acido citrico e sais
fundentes.

Proporcéo lipidio/proteina,
concentracao de sal

Mobilidade de sal,
liberacdo de sal e aroma
in vitro e in vivo.

(BOISARD et al., 2013;
BOISARD et al., 2014)

Modelo de queijo
semi-duro

Caseina hidrolisada, gordura de leite e sais
fundentes, NaCl, aromas, CaClz, MgClz, KClI,
acido citrico e 4cido latico.

Proporcao lipidio/proteina,
ponto de fusdo da gordura
e velocidade de agitacéo
na producao.

Propriedades
reoldgicas, liberacéo de
aroma in vivo e
mastigacéo.

(TARREGA et al., 2008b)

Queijo fresco sem
gordura

Caseina micelar, proteinas do soro, lactose,
NaCl, extrato de levedura, minerais, culturas
iniciadoras, aromas e coalho.

Textura pela adi¢do de
diferentes concentracdes
de quimosina.

Liberagcédo de aroma in
Vivo e in vitro;
Propriedades
reolégicas.

(GIERCZYNSKI et al.,
2007)

Queijo fresco sem
gordura

Proteina de leite, lactose, NaCl, cultura
iniciadora, aromas e coalho.

Textura pela adicdo de
diferentes concentracdes
de quimosina.

Percepc¢éo de aroma in
Vivo

(GIERCZYNSKI,
LABOURE e GUICHARD,
2008)

Gel lacteo

Concentrado proteico de leite, glucono-6-
lactona, sal, coalho.

pH; Concentracéo de
proteina.

Percepc¢éo de gosto
salgado. Mobilidade de
sédio e propriedades
reolégicas.

(MOSCA et al., 2015a)
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3.3.1 Modelos lacteos produzidos por coagulacdo enzimética

Como observado anteriormente, os modelos lacteos mais frequentemente
utilizados séo produzidos pela coagulacéo de proteinas do leite, que ocorre pela acao
de enzimas proteoliticas, sendo entdo, chamada coagulagdo enzimatica. Esta forma
de producdo de modelos lacteos simula o processo de producdo da maioria dos tipos
de queijos existentes (SCOTT et al., 2002).

Para a compreensdo dos efeitos que as modificaces na composicao dos
modelos lacteos podem causar as redes proteicas, € necessario compreender como
estas estdo constituidas e como ocorre sua formacdo. Desta forma, as secdes
seguintes (3.3.1.1 e 3.3.1.2), descrevem as caracteristicas das proteinas do leite e 0

mecanismo de formacao da rede proteica por meio da coagulacédo enzimética.

3.3.1.1 Proteinas do leite

O leite bovino é constituido por aproximadamente 3,6% de proteinas, divididas
em dois grupos: as caseinas, que correspondem a 80% das proteinas do leite; e as
proteinas do soro, equivalentes a 20%. No pH do leite, entre 6,6 e 6,8, ambas
possuem carga liquida negativa nas moléculas (SWAISGOOD, 2009).

O grupo das proteinas do soro € representado, majoritariamente, por duas
proteinas: B-lactoglobulina e a-lactoalbumina (FIGURA 7 e FIGURA 8). Estas
proteinas encontram-se dissolvidas na fracdo aquosa do leite (soro) e ndo formam
coloides, ndo se auto associam ou interagem com outras proteinas em solucdo
(SCOTT et al., 2002). Isso ocorre em funcéo da estrutura globular compacta dessas
proteinas, onde a distribuicdo dos residuos hidrofébicos € uniforme, possibilitando
ligagbes dissulfeto entre os residuos de cisteina, o que faz com que as areas
hidrofébicas figuem ocultas dentro das suas estruturas (SWAISGOOD, 2009).

A a-lactalbumina (ALA) (FIGURA 7) tem massa molecular de 14,2 kDa e seu
ponto isoelétrico é entre pH 4,2 e 4,5. Sua estrutura é globular e compacta, sendo
classificada como uma metaloproteina por formar um complexo com fon Ca?*
(ORTEGA-REQUENA e REBOUILLAT, 2015). Esta ligagdo com o calcio é essencial
para o dobramento da proteina, impactando na sua estrutura, estabilidade e
hidrofobicidade. Na auséncia do mineral, que pode ser removido em pH baixo ou por

agentes quelantes, a a-lactalbumina pode se ligar a compostos hidrofobicos, contudo,
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se as ligacdes dissulfeto ndo forem rompidas, esta condicéo é reversivel se o pH é
elevado (BREW, 2011).

FIGURA 7. REPRESENTACAO DA ESTRUTURA DA PROTEINA DO SORO a-LACTALBUMINA.
FONTE: BREW (2011).

A mais abundante das proteinas do soro bovino € a B-lactoglobulina (BLG) e,
assim como a a-lactalbumina, é também uma proteina globular. Com 18,3 kDa de
massa molecular, apresenta 162 residuos de aminoacidos e ponto isoelétrico em pH
5,1 (KONTOPIDIS, HOLT e SAWYER, 2004).

A BLG é uma das proteinas mais estudadas e tem estruturas secundaria e
terciaria bem definidas, com uma alfa-hélice de um lado e uma estrutura B-barril
(FIGURA 8), que a descreve como uma proteina da familia das lipocalinas, que, por
sua vez, sdo caracterizadas pela capacidade de se ligar a pequenas moléculas
hidrofébicas ou a moléculas anfifilicas. A BLG existe como dimero entre pH 3 e 7 e
possui trés variantes no leite bovino, chamadas A, B e C (SWAISGOOD, 2009).

Em pH baixo, a estrutura da BLG sofre diversas alteracbes. A volta EF
(FIGURA 8), que atua como porta de entrada para o sitio de ligacdo do B-barril, é
fechada e, entdo, a proteina ndo pode se ligar facilmente a outras moléculas e as
interacdes sao inibidas ou impossiveis. Em pH alto a entrada esté aberta e os ligantes
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tém pronto acesso a cavidade hidrofébica da molécula (KONTOPIDIS, HOLT e
SAWYER, 2004; CREAMER, LOVEDAY e SAWYER, 2011).

FIGURA 8. REPRESENTACAO DA ESTRUTURA DA PROTEINA DO SORO B-LACTOGLOBULINA
(VARIANTE A), ONDE AS FITAS COM LETRAS DE A ATE | DENOTAM A ESTRUTURA B-BARRIL,
EXEMPLIFICANDO A LIGACAO DE UMA MOLECULA ANFIFILICA (COLESTEROL) COM A BLG.
FONTE: KONTOPIDIS, HOLT E SAWYER (2004).

As proteinas do soro séo reconhecidas pela riqueza biolégica devido sua
composicdo de aminoacidos (BYLUND, 2015) e, principalmente a a-lactalbumina, por
ser rica em triptofano, esta associada a beneficios a saude (CITRARO et al., 2011).
Embora com alto valor nutricional, a B-lactoglobulina é apontada com a proteina mais
alergénica do leite, provavelmente por ndo ser encontrada no leite humano, o que faz
com que o0 sistema imunolégico seja ativado contra esta proteina (ORTEGA-
REQUENA e REBOUILLAT, 2015).

As caseinas constituem 80% do total de proteinas no leite bovino. Definidas
como fosfoproteinas, sao divididas em as1, 0s2, B € K caseinas. Estruturalmente, todas
as fracoes de caseina se encontram unidas ao fosfato de calcio em uma estrutura
esférica altamente hidratada, conhecida como micela de caseina, como é
representado na FIGURA 9 (SWAISGOOD, 2009). Ao contréario das proteinas do soro,

as caseinas sao bastante estaveis a temperatura, porém, mais sensiveis ao pH e se



35

tornam instaveis em pH proximo de 5,0 devido a aproximacao do seu ponto isoelétrico
em 4,6 (HORNE, 2011).

Um dos modelos mais aceitos para a configuracdo da micela de caseina € o
gue ela apresenta dois tipos de submicelas: uma contendo as a e B caseinas, que
constitui o nucleo hidrofébico da micela; e a outra que consiste em a e K caseinas,
que estao distribuidas na superficie da micela devido a fragéo hidrofilica da k-caseina
(FIGURA 9) (ORTEGA-REQUENA e REBOUILLAT, 2015).

Como fosfoproteinas, as diferentes fracbes de caseina possuem diferentes
graus de fosforilagdo. As caseinas a e 3 sdo altamente fosforiladas, enquanto que a
K-caseina contém apenas um ou dois residuos fosfoseril. Essa caracteristica faz com
que as caseinas a e B tenham forte caracteristica hidrofébica e de associagdo com
ions divalentes como calcio e magnésio (HORNE, 2011). Desta forma, a parte interna
da micela, composta por caseinas a e 3, se estrutura através de ligagées com o calcio
e interacOes hidrofobicas, enquanto que a k-caseina, que nao interage com o calcio
devido a falta de residuos de fosfoserina, s6 € capaz de realizar interacdes
hidrofébicas com as demais fracfes de caseina. Sendo assim, a integridade da micela
esta relacionada ao balanco entre forcas atrativas e repulsivas como atracdes
hidrof6bicas contra repulséo eletrostatica (LUCEY, 2002).

De fundamental importancia na estabilizacdo da micela de caseina, o calcio é
encontrado em equilibrio entre as fases micelar e do soro. Este equilibrio pode ser
alterado pela temperatura, pelo pH ou pela adicédo de agentes quelante (UDABAGE,
MCKINNON e AUGUSTIN, 2000). Na fase aquosa, o calcio se encontra na forma livre,
sendo chamado calcio ibnico, enquanto que na fase micelar ele esta presente como
fosfato de célcio coloidal (CCP; do inglés: colloidal calcium phosphate), ligado aos
residuos fosfoseril da caseina e, assim, mantendo a estabilidade da micela pela
neutralizacdo de grupos carregados das caseinas (KOUTINA et al., 2015). A FIGURA
9 apresenta um esquema com a configura¢céo micelar com suas submicelas e ligagdes
com o fosfato de calcio coloidal.

Entre as proteinas do leite, sdo as caseinas que estdo envolvidas diretamente
na formacdo dos géis lacteos. Quando a micela perda a sua capacidade de
estabilizacdo as interagfes entre as caseinas sdo favorecidas, formando uma rede
proteica. A desestabilizacdo da micela pode ocorrer por fatores como a adicdo de
acidos, agentes quelante e enzimas, como no caso da coagulacdo enzimatica que

utiliza a quimosina como agente desestabilizador da micela.
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FIGURA 9. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA MICELA DE CASEINA E SUAS SUBMICELAS
UNIDAS PELO FOSFATO DE CALCIO.
FONTE: ORTEGA-REQUENA e REBOUILLAT (2015).

3.3.1.2 Coagulagdo enzimética

Do ponto de vista do processamento de produtos derivados de leite, a
capacidade das caseinas de se ligarem com o célcio € uma das suas caracteristicas
mais importantes (FARRELL, 2011), pois é devido essas ligacdes que se obtém os
géis de leite (HORNE, 2011).

Para que as fragdes de caseinas a e 3 possam se ligar ao calcio e formar a
rede proteica, é necessario que haja a desestabilizacdo da micela. Esta
desestabilizac&o ocorre em duas fases. No caso da coagulacdo enzimatica, a primeira
fase consiste na ruptura da k-caseina por proteases, como a quimosina, entre 0s
aminoacidos Fenilalanina-105 e Metionina-106. Esta ruptura divide a k-caseina em
uma parte hidrofébica que se inicia no N-terminal e encerra na ligagdo entre os
aminoacidos rompidos pela enzima (Phel05-Met106), chamada paracaseina-k e em
caseinomacropeptideo, que é a fragao hidrofilica da k-caseina (SCOTT et al., 2002).

A FIGURA 10 ilustra o processo da primeira fase da coagulacéo enzimética.
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FIGURA 10. REPRESENTACAO DO PROCESSO DE HIDROLISE DA K-CASEINA EM
PARACASEINA-K E CASEINOMACROPEPTIDEO.
FONTE: ADAPTADO DE ORTEGA-REQUENA e REBOUILLAT (2015).

Quando cerca de 90% de toda a k-caseina é hidrolisada (fase 1), inicia-se a
segunda fase da coagulacdo, pois a capacidade estabilizadora da k-caseina é
perdida. Na segunda fase, as fracdes de caseina altamente fosforiladas se combinam
ao calcio livre, e assim formar um coagulo que engloba os demais constituintes do
leite (SCOTT et al., 2002).

O processo de agregacdo das micelas de caseina ainda ndo esta
completamente elucidado, contudo as forcas atrativas envolvidas incluem pontes com
o calcio, forgas de van der Waals e interagdes hidrofobicas (LUCEY, 2011).

As condi¢des nas quais se da a coagulacao enzimatica, seja de temperatura,

composicdo ou pH, estdo diretamente relacionadas a estrutura final do gel lacteo.

3.4 ESTUDOS ESTRUTURAIS NOS MODELOS LACTEOS
3.4.1 Importancia das propriedades mecéanicas em alimentos

A textura de um alimento é classificada com uma propriedade sensorial
complexa, onde muitos estimulos fisioldgicos atuam ao mesmo tempo na percepcao
do produto. Contudo, a textura tem origem na estrutura ou microestrutura do alimento,

em nivel molecular ou macroscopico, onde a sensacao textural depende de como a
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estrutura se deforma durante a mastigacdo, ou seja, como 0 material se comporta
durante a deformacédo (CHEN e ROSENTHAL, 2015).

As alteracdes nas propriedades estruturais dos alimentos sdo uma das mais
importantes formas de alterar suas caracteristicas sensoriais, funcionais e de
conservagao, pois afetam a forma como o consumidor percebe e avalia os produtos.
Recentes estudos encontraram correlacdo entre a microestrutura e a percepcao de
sal, agticar e aromas nos alimentos (TOURNIER et al., 2009; PANOUILLE et al., 2011;
MOSCA et al., 2015B).

Nos produtos lacteos, a microestrutura € afetada principalmente pela forma
como as caseinas estdo organizadas na rede proteica e pelas condicbes de
processamento utilizado, pois o gel proteico é formado quando forcas repulsivas e
atrativas sdo balanceadas, fendmeno que esté sujeito aos efeitos do pH, temperatura
e forca ibnica (HORNE e BANKS, 2004; RITZOULIS e KARAYANNAKIDIS, 2015;
SILVA et al., 2015b).

Aditivos podem ser adicionados a alimentos para modificar suas propriedades
conforme a demanda tecnoldgica (CAROCHO, MORALES e FERREIRA, 2015), como
os acidificantes, que sdo capazes de alterar a conformacdo da rede de caseina,
principalmente pela solubilizacédo do fosfato de célcio coloidal (CCP) que faz parte das
ligacbes entre as proteinas e, assim, modificar a estrutura dos derivados lacteos
(ERCILI-CURA, HUPPERTZ e KELLY, 2015).

Estudos sobre a estrutura dos alimentos sdo frequentemente realizados
utilizando analises reoldgicas ou das suas propriedades mecéanicas aliadas com
analises da microestrutura por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e
analises do perfil de textura instrumental (TPA) (FLOURY et al., 2009; ORREGO,
TRONCOSO e ZUNIGA, 2015; PANG et al., 2015; TAHMASEBI et al., 2016).

3.4.1.1 Consideracdes sobre a Andlise de Perfil de textura instrumental (TPA)

A Andlise do Perfil de Textura (TPA) consiste na medi¢cao das propriedades
mecanicas de alimentos em um ensaio de dupla compressao axial para a construcao
de uma curva forga vs. tempo, como a demonstrada na FIGURA 11, com a qual podem
ser calculados os paramentros de dureza, fraturabilidade, adesividade, coesividade,
elasticidade, gomosidade, mastigabilidade e resiliéncia dos produtos (PONS e
FISZMAN, 1996; BOURNE, 2002).
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FIGURA 11. CURVA FORCA-TEMPO DA ANALISE DO PERFIL DE TEXTURA (TPA), ONDE A =
AREA SOB A CURVA; F = FORCA.
FONTE: ADAPTADO DE SIEFARTH et al. (2014).

O principio desta técnica é simular a acdo de uma mordida por meio da
compressdo da amostra entre duas placas planas, assim como fazem os dentes. Por
iIsso, as compressdes devem, preferencialmente, ser acima de 70% da altura da
amostra, e idealmente em torno de 90% (BOURNE, 2002). Contudo, o teste pode ser
adaptado ao tipo de amostra e as respostas que se espera com compressdes entre
20-50%, quando ainda é possivel obter informacdes sobre a dureza, elasticidade,
coesividade e gomosidade e mastigabilidade das amostras (PONS e FISZMAN,
1996).

Em uma compressao uniaxial, apenas um dos lados do material recebe a
tensdo, enquanto que nas outras direcfes, onde ndo ha tenséao externa, ha o ajuste
das tensdes internas do material (VAN VLIET, 2013). Desta forma, as resposta obtidas
na andlise de TPA estdo relacionadas as tensdes internas, que dependem da
estrutura do alimentos.

Bourne (2002) define os parametros da analise de perfil de textura como:

- Dureza: forca maxima exigida para uma deformacao, relacionada com a
firmeza dos alimentos. E expressada pelo valor maximo de forca no primeiro ciclo de
compresséo (F1) (FIGURA 11).
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- Fraturabilidade: Mede a facilidade do alimento em se romper com o0 aumento
da carga. Expresso pela forca da quebra significativa da amostra na primeira
compressao.

- Coesividade: Razéo entre as areas Al e A2 da FIGURA 11. Esté relacionado
com a resisténcia a tracao e a forca das ligacdes internas da proteina. Representa a
taxa com a qual o alimento se desintegra sob acdo mecanica.

- Adesividade: Representa o trabalho necessario para ultrapassar as forcas
atrativas entre a superficie e o alimento, ou seja, € o trabalho necessario para separar
0 émbolo da amostra durante o retorno da primeira compressao. E representada pela
area negativa de forca A3 na FIGURA 11.

- Elasticidade: Fracdo da altura que a amostra recupera entre o final da
primeira compressao e o inicio da segunda, ou seja, quando a forca € removida.

- Gomosidade: Produto entre dureza x coesividade, expressando a relacéo
entre estes dois parametros nas caracteristicas de desintegracdo do alimento.
Representa uma caracteristica de alimentos semi-solidos.

- Mastigabilidade: Produto da gomosidade x elasticidade. Usado para
alimentos solidos. Esté relacionada as caracteristicas de maciez e resisténcia do
alimento.

- Resiliéncia: Razéo entre area de descompressao do primeiro ciclo e a area
de compressao de Al. Representa como a amostra se recupera da deformagéo, em
termos de velocidade e forgas derivadas.

Dependendo das caracteristicas da amostra, devem ser selecionados os
parametros da analise de TPA que melhor explicam seu comportamento mecanico ao
reportar os resultados. Gomosidade e elasticidade nunca podem ser expressos para
0 mesmo alimento, pois sao caracteristicas de materiais diferentes, respectivamente,
de semi-sélidos e sélidos. A fraturabilidade pode néo esta presente em todos os
alimentos. Desta forma, a analise dos resultados deve ser cuidadosa em relacdo a
amostra (PONS e FISZMAN, 1996).
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3.5 LIBERACAO DE COMPOSTOS DE SABOR EM MODELOS LACTEOS.

Sobre as possiveis atribuicdes do acido lactobiénico como melhorador de
sabor em alimentos quatro hipoteses podem ser propostas como possiveis
mecanismos de acéo, entre elas, que a modificacdo da percepcao aconteca pela
alteracado na textura; que haja interacdo com compostos de sabor; ou com compostos
de aroma; ou ainda que possa interagir com receptores fisiolégicos (MCCUTCHEON,
1992; BUSCH, YONG e GOH, 2013; CHABANET et al., 2013; KIM et al., 2015;
SYARIFUDDIN et al., 2016).

Enquanto testes sensoriais em humanos utilizando &cido lactobidnico ainda
nao sao totalmente regulamentados no Brasil ou na Europa, ensaios in vitro
relacionando as modificagdes estruturais com a liberacdo e mobilidade de s6dio e com
a liberagdo de aromas podem iniciar o entendimento sobre a relacdo do acido

lactobidbnico com as matrizes alimenticias, e assim auxiliar futuros estudos sensoriais.

3.5.1 Liberacéao de sal

O consumo excessivo de sal pela populacdo é uma crescente preocupacao
mundial, pois estudos apontam que grandes quantidades de sal na dieta levam a
casos de hipertensdo e a doencas cardiovasculares (WHELTON, 2014). Contudo, a
reducdo de sal em alimentos ainda é um desafio para a industria, visto que o sal, além
de conferir as caracteristicas de sabor do produto, esta relacionado também a textura,
as atividades enziméticas e a seguranca microbioldgica, fatores que determinam a
gualidade do alimento (ZANDSTRA, LION e NEWSON, 2016). Além disso, em queijos
pode induzir alteracdes fisicas nas proteinas, influenciando sua solubilidade e
conformacao, por meio da modificacédo da hidratacédo das proteinas, o que resulta em
mudancas na textura destes alimentos (GUINEE e FOX, 2004).

Os estudos sobre como o sdodio interage com os alimentos podem ajudar na
criacao de novas técnicas de producao onde seja possivel reduzir o teor de sédio com
0 minimo de prejuizos a qualidade dos produtos possivel (ZANDSTRA, LION e
NEWSON, 2016).

Alteragdes na viscosidade e da dureza podem impactar significativamente na
percepc¢do do sabor por modificar a liberagdo de sal nos alimentos. No trabalho de
(COSTELL, PEYROLON e DURAN, 2000), géis produzidos com gomas gelana e

carragena quando menos firmes foram percebidos como mais salgados do que o0s
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mais duros. Foram encontrados resultados similares em estudos conduzidos com géis
lacteos, onde o aumento da viscosidade também diminuiu a percepcédo do sabor,
mesmo que nao tenha sido encontrado significativa diferenca nos testes de liberagcéao
(TOURNIER et al., 2009).

Interacdes entre percepcao e textura foram também reportados em modelos
lacteos mais complexos, imitando um queijo semi-duro com diferentes composicfes
de proteina e gordura, onde nas amostras mais duras, analisadas tanto do ponto de
vista mecanico quanto sensorial, apresentaram menor intensidade na percepg¢éo do
gosto salgado (LAWRENCE et al., 2012a). Além disso, no estudo de Boisard et al.
(2014), mudancas na composicdo do modelo de queijo induziram alteracdes na
microestrutura das amostras e assim, na mobilidade dos ions saodio.

Consequentemente, a percepc¢éao de salinidade foi também alterada.

3.5.2 Analise molecular de mobilidade de s6édio em RMN 2Na

Na técnica de espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN), as
amostras sdo submetidas a um campo magnético, onde seus ndcleos sédo excitados
a um estado energético mais elevado e entdo o sinal emitido quando os atomos
retornam a seu estado mais estavel séo registrados. O sinal emitido (intensidade em
funcdo do tempo) é entdo transformado matematicamente pela transformacgéo de
Fourier. Dois tempos de relaxacéo caracterizam o retorno ao equilibrio dos ndcleos: o
tempo de relaxacao longitudinal (T1) e o tempo de relaxacéo transversal (T2). Estes
tempos sdo caracteristicos da mobilidade dos nucleos estudados, porque eles
determinam o tempo necessario para o retorno ao equilibrio depois da excitagao
(MOREAU e GUICHARD, 2006).

Os nucleos mais estudados nos produtos lacteos séo os nucleos de *H, 3C e
3P (BELLOQUE e RAMOS, 1999). Porém, com o aumento da preocupacédo com a
reducao de sddio em alimentos, a técnica de RMN passou a ser utilizada também para
o estudo de quantificacédo dos ions de sddio em produtos alimenticios, pois esta é uma
técnica ndo invasiva que permite inclusive o estudo do estado de ligacdo dos ions
(BOISARD et al., 2014).

Os nucleos de sodio possuem um carater quadrupolar (spin | = 3/2), que
podem interagir com o campo elétrico (interagcdes quadrupolares). Seus estados de

spin iniciais (+3/2, +1/2,-1/2,-3/2) sdo modificados e passam a ser caracterizados por



43

energias diferentes. E possivel distinguir a transicdo central ou interna (-1/2, +1/2) e
as transicbes externas ou satélites (+1/2,+3/2) e (-1/2, -3/2). A transicdo interna
contribui para 40% da area do sinal da RMN e as duas transi¢cdes externas por 60%
(30% cada uma). Devido as intera¢des quadripolares, as transi¢cdes externas relaxam
mais rapido que a transicéo interna (GOBET et al., 2010).

Em alimentos, esta técnica ja foi utilizada para estudo do so6dio em géis de
pectina (BROSIO et al., 1993) ou carragena (GOBET et al., 2009), carne de porco
salgada (RUIZ-CABRERA et al., 2004), salmdo defumado (MOUADDAB et al., 2007),
queijos (GOBET et al., 2010) e pdes (GUJONSDOTTIR, TRAORE e RENOU, 2013).

No estudo de (GOBET et al., 2010), foi validada a utilizacdo da técnica de
RMN em single quantum (SQ) para quantificacdo dos ions sodio. A fragdo de sédio
ligado, com movimento restrito, pode ser medida nas experiéncias em double quantum
(DQ). Desta forma, a técnica de RMN permite estudar as interacdes entre o sédio e

0s constituintes dos alimentos a nivel molecular.

3.5.3 Liberacéo de aromas

Apesar de representar uma pequena parte da composic¢ao dos alimentos (0,05
a 1%), os compostos organicos volateis (VOC = volatile organic compounds) séo de
fundamental importancia nas suas caracteristicas, pois estes compostos sao
pequenas moléculas volateis capazes de estimular sensac¢des olfativas e despertar o
interesse do consumidor pelo produto. No alimento, os compostos de aroma estao
distribuidos entre a fase aquosa e a fase lipidica em funcé@o de sua hidrofobicidade
(logP). Além disso, a sua volatilidade depende da sua natureza quimica e sua massa
molar (GUICHARD, 2006).

Proteinas sédo capazes fixar compostos aromaticos nos alimentos. Tais
interacdes sdo geralmente reversiveis, através de ligacdes hidrofébicas e de
hidrogénio (GUICHARD, 2006), e, geralmente, estdo relacionadas ao grau de
umidade nos produtos, sendo que em pds protéicos as interacdées com aromas Sao
devido principalmente as interacdes eletrostaticas, de van der Waals e pontes de
hidrogénio, ou ainda por capilaridade.

Em alimentos com alto teor de umidade, os aromas se ligam nos sitios
hidrofébicos das proteinas, na maior parte dos casos (FENNEMA, DAMODARAN e

PARKIN, 2010). Essas ligacfes dependem da natureza do composto de aroma e da
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estrutura da proteina em questdo (LUBBERS, 2006), que por sua vez depende do
meio em que ela esta inserida, tendo sua conformacdo modificada por pH ou
temperatura, por exemplo (GUICHARD, 2006).

Na liberacdo de aromas de uma matriz alimenticia, a taxa de transferéncia de
massa (difuséo e conveccao) é influenciada pela forga motriz, a qual € diferente entre
as fases liquidas e gasosas, e pela resisténcia de fluxo da amostra, o que reflete na
cinética de liberacdo. Na fracdo aquosa, a forca motriz é o gradiente de concentracéo
dos VOC, ja no caso de gases ou de uma fase vapor, a forca motriz é a diferenca de
presséao parcial ou da diferenca de pressao de vapor. Nos dois casos, se refere a uma
diferenca de potencial quimico. A resisténcia provém, tanto em meio liquido como em
fase gasosa, das interacGes entre os materiais e o meio (LUBBERS, 2006).

As interacdes de proteinas com aromas mais estudadas utilizaram a
B-lactoglobulina como referéncia (ANDRIOT et al., 2000; VAN RUTH e VILLENEUVE,
2002; TAVEL et al., 2008), porém ha estudos com outras proteinas como a albumina
do soro bovino (BSA), actomiosina e proteinas da soja (BOELRIJK et al., 2006;
TROMELIN, ANDRIOT e GUICHARD, 2006; VOILLEY e SOUCHON, 2006). No
estudo de (GUICHARD e LANGOURIEUX, 2000), os pesquisadores concluiram que
a B-lactoglobulina (BLG) diminuiu a volatilidade e consequente percepcéo sensorial
de compostos de aroma com caracteristicas hidrofébicas, devido as interacdes
proteina-aroma, evidenciando a importancia do conhecimento da forma de interacédo
das proteinas na producéo de alimentos e apreciacdo pelo consumidor.

Devido as interacdes citadas, o estudo da liberacdo de aromas também vem
sendo um importante aliado as estratégias de reducéo de sal e gordura em alimentos.
O trabalho de Lawrence et al. (2011) demonstrou que aromas de sardinha e queijo
podem aumentar a sensacao de gosto salgado em modelos de queijo. Além disso,
diversos estudos relataram a influéncia da textura na liberacdo de aroma e,
consequentemente, na percepcdo do sabor de alimentos. Gierczynski et al. (2008)
encontraram que o aumento na dureza foi relacionado com o aumento na liberagao
de aromas em amostras de modelos lacteos. Tournier et al. (2009) também
encontraram uma possivel interagdo cross-modal entre percep¢ao de sabor e textura.
Desta forma, os estudos sobre mecanismos para melhorar a liberagdo de aromas e,
consequentemente, a aceitacdo sensorial de alimentos vem se tornando cada vez

mais significativo.
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3.6 ESTABILIDADE DOS MODELOS LACTEOS

Muitas técnicas de conservacdo de alimentos, como a secagem, O
congelamento e o uso de aditivos, se baseiam na retirada ou na imobilizacdo do
conteldo de &gua, visando aumentar a vida de prateleira dos produtos, pois alimentos
com mais alta umidade estdo mais propensos ao crescimento de microrganismos e
reacoes quimicas (REID e FENNEMA, 2009).

As técnicas de conservacao podem afetar os processos de difusdo em uma
matriz lactea, podendo influenciar a percepcao sensorial do alimento pela forma como
0s compostos do sabor se difundem. As modificacdes das caracteristicas fisicas das
amostras ocorrem principalmente em funcdo do tamanho dos poros da matriz, da
viscosidade da fase aquosa que comporta os solutos, como 4cidos e sais, da estrutura
formada pelas proteinas, da quantidade de 4gua ligada as proteinas que aumenta o
seu diametro efetivo e da quantidade de matéria seca dos alimentos (WALSTRA e
VAN VLIET, 2009).

O conhecimento do teor de umidade dos alimentos ndo é suficiente para
determinar sua estabilidade, visto que produtos com a mesma quantidade de 4gua em
suas composicoes podem ter diferentes perecibilidades (REID e FENNEMA, 2009).
Este fenbmeno € explicado pela diferenca nas concentracdes de solutos que
interagem com a agua do alimento, diminuindo, assim, a pressao de vapor relativa
(PVR), pois o solvente tem mais dificuldade em passar para a fase vapor, e, desta
forma, a pressdo de vapor do alimento serd sempre menor que da agua pura. Esta é
uma propriedade intrinseca de cada alimento, dependente da sua composicgéo,
chamada de atividade de agua (aw) (FELLOWS, 2006).

A atividade de &gua, que pode ser calculada pela EQUACAO 1, é uma das
formas mais seguras de predicdo da estabilidade dos sistemas alimenticios com agua
como componente majoritario, pois esta estreitamente relacionada com reacgdes

guimicas e com o crescimento microbiano (REID e FENNEMA, 2009).

PVR
PVR,

(1)

CLW=

Onde PVR é a pressao relativa de vapor do alimento e PVRo, a pressao de

vapor da 4gua pura a mesma temperatura.
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Atualmente, novas técnicas para o estudo da estabilidade de alimentos estdo
disponiveis, como a técnica de calorimetria exploratéria diferencial (DSC), que vem se
destacando como uma importante ferramenta pela rapidez em obter os resultados,
reprodutibilidade e necessidade de pequenas quantidades de amostras.

Por meio da andlise de DSC podem ser obtidas informacdes sobre o
comportamento das amostras quando congeladas, quantificar a fracdo massica de
gelo e a porcdo de agua nao-congelavel (YOSHIDA, HATAKEYAMA e
HATAKEYAMA, 1992; LE DEAN et al., 2001; MATUDA et al., 2005; HATAKEYAMA et
al., 2012); obter informacdes sobre a temperatura de transi¢cao vitrea dos alimentos
(ROOS, 2003; MATUDA et al., 2008) ou ainda identificar temperaturas de
desnaturacdo proteica, desidratacdo, oxidacdo e decomposicdo (MURRAY,
ARNTFIELD e ISMOND, 1985; FITZSIMONS, MULVIHILL e MORRIS, 2007; HAUG
et al., 2009; KONG et al., 2016; QI et al., 2016). Isto é possivel devido a miscibilidade
em agua dos carboidratos e proteinas em sistemas alimenticios, que possibilita a
identificacdo de transicGes de fase de primeira ordem, como fusao e cristalizacao, e
transicdes de estado, como desnaturacdo, gelatinizacdo, transicao vitrea (ROOS,
2003).

Em modelos lacteos, os métodos mais utilizados para o estudo da estabilidade
envolvem a capacidade de retencéo de agua (CRA), que pode indicar a forca dos géis
formados (MELETHARAYIL, PATEL e HUPPERTZ 2015). Por outro lado, ndo ha
trabalhos com esta finalidade para géis lacteos utilizando DSC. A técnica calorimétrica
pode auxiliar na compreensao de fenbmenos complementares a técnica de CRA no

estudo de estabilidade dos modelos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Os géis lacteos foram preparados utilizado concentrado proteico de leite em
po ultrafiltrado PL 75P (Triballat, Franca) composto por 74,5% (m/m) de proteinas,
11% (m/m) de lactose, 8% (m/m) de cinzas e 1,5% (m/m) lipidios. Agua ultrapura tipo
1 (Milli-Q®, Millipore, EUA), cloreto de sédio (Sigma Aldrich, EUA) e coalho com
mistura de quimosina e pepsina (relagdo = 1,38) Berthelot®530 (Laboratoires Abia,
Franca). Como acidificantes foram usados acido lactobiénico (LBA) (Reliable
Biopharmaceutical, EUA) ou glucono-6-lactona (GDL) (Sigma Aldrich, EUA).

Para a aromatizacdo dos géis lacteos foram utilizados oito compostos
organicos volateis com pureza > 95%: butanoato de etila, hexanoato de etila, diacetil,
2-heptanona, 3-octanona, 2-nonanona, 3-metil butanal e octanal, todos adquiridos da
da Sigma Aldrich, EUA.

4.2 METODOS
4.2.1 Ensaios Preliminares

Formulacdes para os géis lacteos foram testadas a fim de se obter um gel
lacteo estavel com caracteristicas proximas a um gqueijo classificado como de muito
alta umidade (> 55% umidade) e desnatado (< 10% gordura) (BRASIL, 1996) que
pudesse ser acidificado com acido lactobiénico ou com glucono-d-lactona.

Para isso foram testadas formula¢cdes com concentragbes com 12 e 20% de
concentrado proteico de leite (CPL), assim como as concentracdes de LBA e GDL
necessarias para atingir os valores de pH 6,2 ou 5,5, valores escolhidos por serem

frequentemente encontrados em produtos lacteos.

4.2.2 Preparacado dos geis lacteos

A partir dos testes preliminares foram desenvolvidos cinco géis lacteos
salgados. Entre eles, uma amostra controle sem acidificacdo, duas matrizes usando
acido lactobiénico (LBA) como acidificante com pH 6,2 (HLBA) ou pH 5,5 (LLBA) e
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duas matrizes utilizando glucono-&-lactona (GDL), também em dois valores de pH: 6,2
(HGDL) e 5,5 (LGDL).

Pelos testes preliminares foi verificado que para conseguir o mesmo pH,
diferentes quantidades de GDL e LBA deveriam ser utilizados. Desta forma, a
composicdo das matrizes lacteas ajustada para valores de pH 6,2 e 5,5, acidificadas

com glucono-6-lactona ou acido lactobiénico, é apresentada na TABELA 1.

TABELA 1. COMPOSICAO DAS MATRIZES LACTEAS.

Composigédo (g.100g7) Controle HGDL HLBA LGDL LLBA
Concentrado protéico de leite 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
NaCl 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Agua deionizada 79,00 78,75 78,50 77,63 76,33
Acido lactobiénico (LBA) 0 - 0,5 - 2,7
Glucono-o-lactona (GDL) 0 0,25 - 14 -
Coalho (ul) 500 500 500 500 500

Nota: HLBA: amostra com pH 6,2 com LBA; HGDL: pH 6,2 com GDL; LGDL: pH 5,5 com GDL; LLBA: pH 5,5 com
LBA.

Os géis lacteos foram preparados conforme adaptacdo do método
desenvolvido por Mosca et al. (2015a). Para a producao de 100 gramas de gel lacteo,
a agua deionizada (Milli-Q®) aquecida a 50°C foi adicionada ao concentrado proteico
de leite em pd, e entdo a mistura foi homogeneizada e agitada durante 30 minutos em
banho-maria a 50 °C para a hidratacdo das proteinas.

Ap6s 30 minutos a mistura liquida foi removida do banho e recebeu 1% de sal
(cloreto de sddio), sendo homogeneizada por trés minutos em agitador magnético.
Entdo, a mistura foi adicionada de acidificante (LBA ou GDL) e agitado durante 1
minuto e, em seguida, foi homogeneizado em dispersor Ultra-Turrax® T25
(velocidade = 3,3 £ 0,1 (x1000) rpm) (IKA), por 30 segundos.

Para a coagulacao, 500 pl de coalho diluido (10% m/m) foram adicionados a
mistura, que foi entdo homogeneizada durante 1 min 30 s. Em seguida, as amostras
liquidas foram levadas a estufa a 32 °C por 40 minutos em frascos fechados com
Parafilm® para evitar a evaporagao da agua. Ao final dos 40 minutos na estufa, as
amostras encontram-se coaguladas.

A amostra controle foi produzida seguindo o0 mesmo protocolo, sem a adi¢ao
de qualquer agente acidificante. O pH das amostras foi medido no final do periodo na
estufa e em cerca de 15 horas apos a producao para verificar estabilidade destes
valores.

O esquema demonstrado na FIGURA 12 resume as etapas de producao das

amostras utilizadas nos ensaios.
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FIGURA 12. METODO EMPREGADO PARA A PRODUCAO DOS GEIS LACTEOS.

4.2.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

A microestrutura das matrizes lacteas foi analisada por Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV), segundo o método descrito por Pang et al. (2014).

A preparacdo das amostras seguiu os passos de fixacdo, desidratacao
etandlica e desidratacdo por ponto critico, para retirar toda a umidade das amostras.
Para isso, as amostras foram cortadas em cubos de 1 mm? e imediatamente imersas
em tampao fosfato 0,1M (pH 6,8) com 2,5% (v/v) de glutaraldeido para fixacdo, onde
permaneceram por trés horas. ApoOs este processo, as amostras foram lavadas por

duas vezes no tampéao fosfato por dez minutos cada.
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Entdo, foi iniciada a série de desidratacao etandlica em solu¢des aquosas de
50, 70, 90 e 100% (v/v) de etanol, onde as amostras permaneceram 10 min em cada
solucéo, sendo repetida trés vezes na solucdo 100%. Para completar a desidratacéo
das matrizes lacteas foi utilizada a técnica de secagem por ponto critico do COzg,
utilizando um secador Balzers CPD030 (Electron Microscopy Sciences, EUA). Depois
de secas, as amostras foram fixadas em stubs de aluminio e metalizadas com uma
fina camada de ouro (metalizador Balzers SCD030) para possibilitar a visualizagdo no
microscopio.

As anadlises da microestrutura dos géis foram realizadas em microscopio
eletrbnico de varredura de alta resolucdo FEI Quanta 450 FEG, no Centro de
Microscopia Eletrénica — UFPR, com aumento de 25000 vezes, em baixo vacuo (30

Pa) e aceleracao de voltagem de 10 kV.

4.2.4 Capacidade de Retencdo de Agua (CRA) dos géis lacteos.

Para a avaliacdo da capacidade de retencdo de agua (CRA) nas matrizes
lacteas, as amostras foram preparadas conforme descrito na sec¢édo 4.2.2. Contudo,
antes da etapa de coagulacdo, aproximadamente 20 g da amostra liquida foram
vertidos em tubos de centrifuga de 50 mL e entdo foram tampados e levados a estufa
para coagulacao por 40 min. Ap6s a coagulacdo, as amostras foram mantidas a
temperatura de refrigeracéo (~ 4 °C) durante uma noite e analisadas no dia seguinte.

Os tubos contendo as amostras foram centrifugados em ultra-centrifuga
refrigerada Himac CR21GlII (HITACHI), a 4750 rpm (3000x g) durante 15 min a 4 °C,
seguindo adaptacéo do protocolo descrito por Meletharayil, Patel e Huppertz (2015).

O soro sobrenadante dos tubos, resultante da etapa de centrifugacéo, foi
pesado em balanca analitica e, entdo, a CRA foi calculada em porcentagem (m/m) da
massa do solido restante nos tubos em relacdo a massa total da amostra, conforme a
EQUACAO 2.

CRA (%) =100. massamostra—MmMassSAsoro (2)

massQamostra
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4.2.5 Analise de atividade de agua (aw)

As amostras ainda liquidas foram colocadas nas céapsulas proprias do
higrometro Aqualab 3TE em camadas de cerca de 3 mm de espessura. As capsulas
foram tampadas e entdo seladas com Parafiim® para evitar a desidratacdo e foram
levadas a estufa a 40 °C para a coagulacdo dos géis, assim como foi descrito nos
métodos anteriores. A atividade de agua foi obtida por leitura diretamente no

higrdmetro, apos equilibrio da temperatura em 25 °C.

4.2.6 Analise do perfil de textura

Os parametros de dureza, adesividade e coesividade dos géis lacteos foram
obtidos utilizando o texturébmetro TA-XT2 plus, com célula de carga de 25 kg (Stable
Microsystems Ltda.) em um ensaio de perfil de textura (TPA) com compressao axial
dupla a 30% da altura inicial das amostras, utilizando um probe de compressao de
100 mm de diametro (P/100) e velocidade de ensaio de 0,8 mm.s, no qual dureza
expressa a forca maxima exigida para uma deformacdo determinada durante o
primeiro ciclo de compresséo, adesividade € o trabalho necesséario para separar a
amostra do equipamento que a compacta, expressando as forcas de atracdo das
amostras e coesividade é a medida da forca das ligacGes internas das proteinas
(BERTOLINO et al., 2011).

As amostras foram dimensionadas em formato cilindrico com 30 mm de
didmetro por 30 mm de altura e foram analisadas a 20 °C + 1 °C. Seis repeticbes da
analise para cada gel lacteo foram realizadas a partir de dois lotes diferentes (3
replicatas de cada lote). Os dados foram tratados pelo software Exponent (Stable

Microsystems).

4.2.7 Calorimetria exploratoria diferencial dos géis lacteos

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foi usada para obter o perfil
térmico das amostras de forma a avaliar a estabilidade térmica dos géis lacteos. O
ensaio foi realizado em um calorimetro modelo Q-200 (T.A. Instruments Ltd.),
previamente calibrado com Indio 99,99 % de pureza (p.f. = 156,6 °C; AH = 28,56 J g
1), utilizando método adaptado de Leone et al. (2014) e Yoshida, Hatakeyama e
Hatakeyama et al. (1992).
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Para a analise foram usados cadinhos de aluminio selados e com tampa
microperfurada, onde foram pesados aproximadamente 10 mg de amostra para cada
analise.

As curvas foram realizadas e calculadas pelo software Universal analysis
2000 (T.A. Instruments Ltd.), sob fluxo de ar sintético de 50 mL.mint, em ciclo de
resfriamento e aquecimento, com inicio em 20 °C e resfriamento até -60 °C. Foi
aguardado 5 minutos para estabilizacdo da amostra a -60 °C e entdo o sistema foi
aquecido até 300 °C, a uma taxa de 10 °C.min™.

As andlises do DSC foram acompanhadas por termomicroscopia, onde as
imagens foram obtidas por um microscoépio digital acoplado a célula do DSC. O
microscopio € equipado com sensor de cor CMOS e lentes de vidro com 2 megapixel
de resolucdo e aumento de 800 vezes. O software AMCAP V9.016 foi utilizado para a
captura da imagem das amostras (COLMAN et al., 2016).

4.2.8 Mobilidade e liberacdo de sal nas matrizes lacteas.

4.2.8.1 Analise de mobilidade i6nica de s6dio por RMN 23Na.

Para analisar a mobilidade dos ions de sodio nas matrizes lacteas foi
utilizando a técnica de ressonancia magnética nuclear de sédio (RMN 23Na), em sinal
single quantum (SQ) para quantificar a concentracgao total de sodio e a fragéo de sodio
ligado a matriz proteica nos géis lacteos, e em sinal double quantum filtered (DQF)
para obter informacOes sobre a mobilidade de sddio "ligado" aos géis lacteos. O
procedimento e os calculos deste ensaio foram realizados segundo protocolo descrito
por Mouaddab et al. (2007).

Os dois tempos de relaxagéo transversal, rapido e lento, sédo obtidos por meio
da gravacao de uma série de experiéncias em DQF em diferentes tempos de criacéo,
ajustados em funcéo da Equacao 3, associada a altura dos picos do sinal DQF:

k x [exp(t/Tzs) — exp(t/T,r)] (3

As amostras foram preparadas como o protocolo descrito na secédo 4.2.2,
onde, apos a adicdo do coalho, cerca de 2 ml do modelo ainda liquido foi pipetado em
um tubo de RMN de 10 mm. Em seguida, um tubo de RMN de 5 mm, preenchido com
uma solugdo externa de referéncia, NasDy(PPP)2 em D20 ([Na +] = 0,40 M), foi
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introduzido no centro do tubo de amostra, conforme ilustrado na FIGURA 13. Em
seguida, o sistema foi selado com Parafilm® para evitar a desidratagéo e colocado no

forno para a coagulacao por 40 minutos.

s Parafilm®
= Suporte de borracha
~13cm Tubo 10 mm
| I I Suporte de borracha
~9cm -
Tubo 5 mm com solugao de
referéncia (DyClz(NasP2010)2)
~4cm Amostra

N\%

FIGURA 13. REPRESENTACAO DA PREPARAGAO DA AMOSTRA E REFERENCIA UTILIZADOS
NA ANALISE MOBILIDADE DE iONS SODIO EM RMN 2Na.

As andlises em RMN 23Na foram realizadas a 25 °C em espectrometro Bruker
Avance 111 500 MHz, equipado com uma sonda de 10 mm e os dados foram registrados
a 132,29 MHz.

Neste estudo molecular, a mobilidade dos ions de sbédio é dada pela
caracterizagdo do tempo requerido para o retorno do nucleo de sédio ao equilibrio
depois da excitacdo, que é obtido através da quantificacdo transversal (T2) dos tempos
de relaxacéo da amostra.

Devido a caracteristica quadrupolar do ndcleo de sodio, o tempo de relaxagéo
transversal é dividido em transi¢des internas e externas, que tém diferentes energias.
Sendo assim, o tempo de relaxagdo transversal € expresso como T, Ty, para a
transicdo interna "lenta" e a transicdo externa "rapida”, respectivamente, onde um
maior tempo de relaxagéo sugere maior mobilidade dos ions de sodio.

O momento de maior intensidade do tempo de relaxacdo T2 representa o

tempo de criacdo otimizado 7°Pf, obtido pela Equacdo 4, que caracteriza a
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organizacdo do sistema (estrutura) em torno dos ions de sédio, onde um sinal mais

baixo representa um sistema mais organizado.

opt — In(Rz2r/R2s)
Ra2Fr—R3s

T

(4)

Onde R representa a taxa de relaxacéo spin-spin para as fracdes rapida (RzF)
e lenta (R2s).

Por comparacdo das integrais das areas dos sinais de DQF e SQ (razéo
Abpq/Asq) é possivel quantificar a fracdo de sodio "ligado” (GOBET et al., 2009;
BOISARD et al., 2013).

4.2.8.2 Liberacéao de sal in vitro.

Dez mililitros de gel lacteo antes da coagulacdo foram vertidos em uma
membrana de dialise SpectraPor® MWCO0:3500 Da (Spectrum Laboratories Inc.,
EUA) e, em seguida, colocados no forno para a coagulacdo. As amostras
apresentavam aproximadamente 10 cm de comprimento e 10 g em massa.

Apés a coagulacdo, as amostras foram colocadas em um béquer com vinte
vezes 0 Seu peso em agua e agitou-se o sistema por 90 min, conforme ilustrado na
FIGURA 14, utilizando um sensor nao-especifico para a medicdo continua da

quantidade de ions que atravessavam a membrana para o ambiente aquoso.

I————— Sensor ndo-especifico

B -17 Membrana contendo a amostra
N - Agitacdo
C 4 s

FIGURA 14. ILUSTRAGCAO DO SISTEMA UTILIZADO NA ANALISE DE LIBERACAO DE SAL IN
VITRO.
FONTE: ADAPTADO DE MOSCA et al., (2014).
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O sensor nao-especifico utilizado, desenvolvido por Emorine et al. (2012),
pode detectar a condutividade no meio aquoso de forma continua, e através de uma
curva de calibracdo pode-se calcular diretamente a quantidade de sal liberada em
relacéo ao tempo.

Sendo assim, as concentracdes de sal liberadas, em g.L?, foram calculadas
pela EQUACAO 5, obtida a partir dos dados da curva de calibracdo, construida com
solucdes da NaCl com concentracgbes de 0,02; 0,05; 0,08; 0,10; 0,20; 0,50; 0,80 e 0,90
g.L-1. Na EQUACAO 3, x é o valor de condutividade experimental obtida pelo sensor
continuo.

[Sal] = 0,0457x73322;  R? = 0,997 (5)

4.2.9 Aromatizacdo dos géis lacteos

Oito compostos volateis, cujo as caracteristicas de massa molecular,
hidrofobicidade, volatilidade e odor que correspondem sao apresentadas na TABELA
2, foram selecionados para compor a mistura de aromas utilizada nas amostras para
a analise de liberacdo de aromas. Foram escolhidos por fazerem parte dos aromas
presentes em produtos lacteos, em funcdo da compatibilidade com a técnica de
cromatografia gasosa utilizada e considerando a utilizacdo de grupos quimicos

diferentes.

TABELA 2. CARACTERISTICAS DOS COMPOSTOS VOLATEIS ADICIONADOS AS MATRIZES
LACTEAS PARA AROMATIZACAO.

Massa Y
Composto Grupo molecyllar logP (Pa.m®.mol) Odor
(g.molY)
Butanoato de etila ~ Ester 116 185 8237100  Maca bala queio, frutado,
morango, doce
Hexanoato de etila ~ Ester 144 283 1121102  DBanana brandy, frutas
passas, morango
Diacetil Cetona 86 -1,34 8,057.101 Manteiga, ranco
2-heptanona Cetona 114 1,98 3,485.10! g;lgtglgo, grama, nozes,
3-octanona Cetona 128 2,22 3,373.10% Manteiga, herbaceo, resina
2-nonanona Cetona 142 2,71 7,192.101 Fragrante, frutado, grama,

leite quente, sabao

Améndoas, coco, grama

3-metil butanal Aldeido 86 1,23 5,276.10% fresca, frutado, malte,

pungente, suor

Octanal Aldeido 128 278 646010t  Cltrico, gordura, grama, oleo,
pungente, sabdo, doce

Nota: logP representa a hidrofobicidade do composto de aroma e H (constante de Henry) sua volatilidade.

Fonte: software Episuite 4.1.
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Foram escolhidos entre os ésteres o butanoato de etila e o hexanoato de etila.
Da classe das cetonas, foram utilizados diacetil, 2-heptanona, 3-octanona e 2-
nonanona e da classe dos aldeidos, 3-metil butanal e octanal, para aromatizar as
matrizes. A pureza dos compostos foi avaliada por cromatografia em fase gasosa e
todos apresentaram pureza acima de 95%.

Para a preparacdo da mistura, uma quantidade de 2,5 102 g.L! de cada
composto de aroma foi dissolvido em propilenoglicol a temperatura ambiente (25 °C),
sob agitacdo magnética, durante duas horas. A solucdo de mistura de aroma foi
armazenada a 4 °C até ser aplicada aos géis.

Para a aromatizacdo, as matrizes lacteas foram preparadas como
anteriormente descrito na secdo 4.2.2, com algumas modificacdes, que podem ser

mais claramente visualizadas na FIGURA 15.

Homogeneizagao
em Ultra-Turrax

Adigdo de agua : = Adic3o de sal Adigao de acido
(50°C) Rantic-sarla B0~9 (1%) (GOL or LBA)
i P P
[ 1 1
<y ¢ v < v
v v v
= = =3  —
2056 CPL r =~ “>’ | ( ] ‘ \ I \
e -
M
30 minutos 3 minutos 1 minuto 30 segundos
l Colocagao nos .
Adig3o da solugdo frascos de Adig8o do coalho Estufa (32°C)
(0,05%)
de aroma headspace
&5 .- -58/vial) -
1 Goesy b 1
(] [F- (]
¢y .7 ¢
v @ v
=
2h sob Mistura em 40 minutos
agitagao Vortex (10s)

FIGURA 15. ADAPTAQ(:)ES NO METODO DE PRODUGAO DAS MATRIZES LACTEAS PARA A
ANALISE DE LIBERACAO DE AROMAS.
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Apoés a etapa de dispersdo em UltraTurrax, 0,2 g.100 g da solugdo de aroma
previamente preparada foram adicionados a solugcéo de proteinas acidificada e, em
seguida, homogeneizado em recipiente hermeticamente fechado durante duas horas,
sob agitacdo magnética.

Apbs este periodo, cinco gramas de amostra foram pipetados em frascos para
andlise de headspace de 22,8 mL (Supelco) e o coalho (25 uL em 5 g) foi adicionado.
Os frascos de headspace foram imediatamente selados com tampas magnéticas
(Supelco) com septo traspassavel em silicone e, em seguida, foram homogeneizados
em vortex e levados a estufa a 32 °C durante 40 minutos para a coagulacao. Apos

este periodo, os géis lacteos foram analisados por cromatografia em fase gasosa.

4.2.10 Liberagcao de aroma

Os géis lacteos aromatizados foram analisados por cromatografia em fase
gasosa. Cinco repeticdes foram realizadas para cada formulacdo de gel lacteo, com
apenas uma amostragem em cada frasco de headspace.

As amostras preparadas conforme descricdo na secao 4.2.9, nos frascos de
headspace, aguardaram o inicio das andlises em GC-FID em um cooler a temperatura
de 10 °C antes da incubacéo a 32 °C. Antes da inje¢cdo, as amostras foram transferidas
para o incubador do amostrador automatico do equipamento (GERSTEL MPS 2,
Gerstel Inc., Mulheim an der Ruhr, Alemanha), onde foram mantidos a 32 °C durante
120 minutos, sem agitacao. O tempo de incubacao foi definido por testes prévios como
0 tempo necessario para atingir o equilibrio termodinamico das amostras.

Para a analise do headspace, 1 mL de amostra da fase gasosa contida no
frasco foi retirada automaticamente usando uma seringa gas-tight (hermética), pre-
aguecida a 35 °C (Gerstel SGE, Victoria, Australia), e injetada em modo splitless em
um cromatografo em fase gasosa (GC TRACE Ultra, Thermo Electron, Mildo, Italia),
acoplado a uma coluna capilar DB-Wax (30 m, 0,32 milimetros d.i., 0,5 um; Agilent J
& W Scientific, Folsom, CA, EUA) e um detector de ionizacdo de chama (FID) regulado
para 250 °C. A temperatura do injetor foi fixada em 250 °C. Nitrogénio e ar sintético
foram usados como gas de arraste a uma velocidade de 37 cm.s™. A temperatura do
forno foi programada para aumentar de 40 a 200 °C a uma taxa de aguecimento de 5

°C.min! e entdo mantida a 200 °C durante 10 minutos.
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4.2.11 Anélise Estatistica

Os dados foram analisados previamente quanto a sua normalidade pelo
meétodo de Shapiro-Wilk e quanto a sua homogeneidade de variancia pelo teste de
Levene (p > 0,05).

Os dados paramétricos foram, entdo, comparados por andlise de variancia
one-way ANOVA e submetidos ao teste de diferenciacdo de médias LSD Fisher,
enguanto que para os dados ndo paramétricos foi utilizado o método ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis para comparacdo de médias. Foi utilizado o método de Spearman
para correlacdo (GRANATO, CALADO e JARVIS, 2014). O nivel de significancia foi
determinado a p < 0,05 e as analises estatisticas realizadas com o software Statistica®
(versao 10, StatSoft).

A técnica exploratoria multivariada foi aplicada para ilustrar as diferencas
entre as amostras (n = 5) de acordo com suas caracteristicas de estabilidade e
liberacdo de sal e aromas. Para isso, os dados foram escalonados para equalizar a
importancia estatistica de todas as variaveis e entdo analisados pelo software
Statistica® por meio de técnica de Analise de Componentes Principais (PCA) (NUNES
et al., 2015).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.1 Ensaios Preliminares

Os testes preliminares mostraram ser possivel os produzir géis lacteos
acidificados com acido lactobiénico com 12% ou 20% de concentrado proteico de leite.
A quantidade necessaria de acido para atingir os valores de pH 6,2 e 5,5 foi menor
nos géis com 20% de CPL, devido nesta concentracdo o pH inicial (amostra controle)
ser menor. No entanto, as diferencas entre as massas de LBA e GDL seguiram a
mesma proporgéo, conforme pode ser observado na TABELA 3.

Para atingir o mesmo valor de pH nos géis lacteos acidificados com LBA ou
GDL, foram utilizadas quantidades diferentes dos dois compostos (TABELA 3). A
guantidade de acido lactobiénico necessaria para a acidificacao foi préxima ao dobro

da massa de glucono-0-lactona.

TABELA 3. CONCENTRACAO DE AQIDO LACTOBIONICO OU GLUCONO-3-LACTONA
NECESSARIOS PARA PRODUZIR GEIS LACTEOS COM pH 6,2 OU 5,5, EM FORMULACOES COM
12 E 20% DE CPL.

Controle HGDL HLBA LGDL LLBA

Modelo com 12% CPL

Concentragéo de acido (g) - 0,35 0,60 1,50 2,80

pH 6,682+0,01 6,22°+0,02 6,24°+0,01 5,51¢+0,02 5,52¢+0,02
Modelo com 20% CPL

Concentragéo de acido (g) - 0,25 0,50 1,40 2,70

pH 6,592+0,01 6,24+0,02 6,25°+0,02 5,50¢+0,02 5,52¢+0,01

Nota: HLBA: amostra com pH 6,2 com LBA; HGDL: pH 6,2 com GDL; LGDL: pH 5,5 com GDL; LLBA: pH 5,5 com
LBA.

Com apenas um grupamento carboxila ionizavel cada (GREEN, YU e VAN
SCOTT, 2009), o pKa dos dois acidos é muito proximo: 3,8 para o LBA e 3,7 para a
GDL (GUTIERREZ, HAMOUDI e BELKACEMI, 2012), sendo assim, ambos tem a
mesma capacidade de dissociacdo. Desta forma, a diferenca nas quantidades
requeridas de acido pode ser explicado pela massa molecular dos compostos, onde o
acido lactobionico apresenta 358.3 Da e a glucono-6-lactona 178,14 Da (BURDOCK,
1997; GUTIERREZ, HAMOUDI e BELKACEMI, 2012). O pH da amostra controle, sem
acidificacao, foi em torno de 6,6, proximo ao pH do leite (SCOTT et al., 2002).

Os géis lacteos utilizando 20% de concentrado proteico de leite apresentaram,
visualmente, maior estabilidade em relacdo aos géis testados com 12% de CPL, pois

em concentragdo menor a rede proteica formada sofre rearranjos excessivos,
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resultando em perda de estabilidade e sinérese, principalmente para 0s géis
acidificados com GDL (MELLEMA et al., 2002). Lucey, Munro e Singh (1998) também
relataram problemas de sinérese em géis lacteos e iogurtes produzidos com glucono-
O-lactona, possivelmente devido a rearranjos logo apds a etapa de coagulacdo do
leite, pois, diferentemente de produtos acidificados por culturas laticas, a GDL comeca
a ser hidrolisada a acido glucénico desde o momento no qual é adicionada.

A sinérese pode influenciar os resultados de estudos comparativos por
proporcionar diferencas ndo controladas nas amostras (GUINEE et al., 2004), por isso
€ importante que 0s géis ndo apresentem, ou apresentem minimamente, este
fendbmeno. Sendo assim, em todos os experimentos que se seguiram foram utilizados
0s géis lacteos compostos por 20% de CPL (FIGURA 16). Além disso, 0os géis com
20% de CPL apresentam conteudo de matéria seca mais proxima de um queijo fresco,
que € de 50 a 20% (LOURENCO NETO, 2013), como foi proposto no presente
trabalho.

Devido aos rearranjos que os géis lacteos tendem a sofrer apés a coagulacao
todos os ensaios foram realizados ap6s periodo noturno (overnight) em geladeira, a
fim de minimizar diferencas estruturais entre as analises (MELLEMA et al., 2002).

Com o aumento no teor de extrato seco dos géis, foi necessario acrescentar
uma etapa de homogeneizacdo em dispersor Ultra-Turrax ao processo produtivo para

garantir a completa dissolucéo dos acidos.

FIGURA 16. MODELO LACTEO PRODUZIDO COM 20% DE CONCENTRADO PROTEICO DE LEITE.
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5.1.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

As micrografias obtidas com ampliacdo de 25.000x das amostras de géis
lacteos no microscopio eletronica de varredura (MEV) estao apresentadas na FIGURA
17. Nas imagens é possivel visualizar diferengas entre as amostras.

Na FIGURA 17A esta representada a amostra Controle, sem adi¢éo de acido
e com pH 6,6. A microscopia para esta amostra exibe uma estrutura fina, aberta e com
muitas ramificacbes. Esta configuracdo € tipica da rede proteica formada por
coagulacdo enzimética, onde ha muitas ligacbes cruzadas entre as micelas de
caseina por meio de interagfes com o célcio (na forma de CCP), formando pequenas
cadeias lineares que se agregam para formar aglomerados e grupos de caseinas, que
por fim originam uma rede com aparéncia fractal (VAN VLIET, LAKEMOND e
VISSCHERS, 2004; LUCEY, 2011).

Perfil similar ao da amostra Controle é apresentado na FIGURA 17B, que
representa a amostra acidificada com glucono-&-lactona com pH 6,2 (HGDL). Todavia
uma pequena diferenca na conformacédo das proteinas pode ser apontada para esta
amostra, com a formacéo de aglomerados maiores em meio a rede fina. Lucey e Singh
(1998) também encontraram uma microestrutura ramificada e com aparente
interconectividade para géis de leite acidificados com GDL que nédo estava presente
em géis acidificados por bactérias laticas, usando microscopia confocal a laser
(CLSM).

As diferengas entre as amostras Controle e HGDL acontecem em func¢édo da
ligeira alteracédo do pH de 6,6 para 6,2 entre elas. Com o abaixamento do pH ocorrem
diversos efeitos na estrutura das redes de proteina do leite (MCSWEENEY e
O'MAHONY, 2016), principalmente pela solubilizacdo do CCP, que causa a reducao
na quantidade de ligagdes cruzadas com o célcio e induz a dissociacdo das micelas
de caseina, além de modificar o balango entre as interacfes hidrofébicas e as
repulsdes eletrostaticas que estabilizam a rede proteica (PENG, HORNE e LUCEY,
2009). A protonacéo dos grupos carregados negativamente da proteina pelo acido
neutraliza as cargas expostas e favorece as atracdes hidrofébicas, que fazem com
gue as particulas de caseina se agrupem. Contudo, em pH 6,2 a solubilizacédo do CCP

é parcial e, desta forma, o agrupamento também é parcial (ESTEVES et al., 2003).
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FIGURA 17. MICROGRAFIAS DOS GEIS LACTEOS OBTIDA POR MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA, ONDE AS AMOSTRAS CORRESPONDEM A: (A) CONTROLE; (B) HGDL (C)
HLBA (D) LGDL (E) LLBA.

NOTA: HLBA: pH 6,2 COM LBA; HGDL: pH 6,2 COM GDL; LGDL: pH 5,5 COM GDL; LLBA: pH 5,5 COM LBA.
ESCALA =3 ym. AUMENTO = 25.000 VEZES.
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Importantes discrepancias podem ser visualizadas entre as FIGURAS 17B e
FIGURA 17C, correspondentes as amostras acidificadas com acidos diferentes (GDL
ou LBA) que apresentam o mesmo pH de 6,2. Na FIGURA 17C, amostra acidificada
com &cido lactobiénico (HLBA), a rede proteica apresenta menos ligacdes de calcio
entre as proteinas do que na amostra na qual foi utilizado glucono-6-lactona como
acidificante (FIGURA 17B), além de uma estrutura mais agrupada em relacdo a
amostra correspondente. Devido as diferencas entre a amostra HLBA e HGDL, que
apresentam o mesmo pH, conclui-se que o efeito do abaixamento do pH n&o foi
unicamente responsavel pelas distintas caracteristicas encontradas para o gel
acidificado com &cido lactobibnico.

A estrutura aglomerada da amostra HLBA representa um estagio médio entre
as amostras controle ou HGDL, que possuem muitas ramificagdes, e as amostras com
pH 5,5 (LGDL e LLBA), que apresentam estruturas densas, pois, apesar do maior
agrupamento, ainda apresenta algumas ramificacées.

A possivel explicacdo para o comportamento da amostra HLBA esta na
capacidade quelante de ions célcio do acido lactobidnico, pois presume-se que 0S
agentes quelantes se complexam com a calcio soluvel da fracdo aquosa do gel lacteo,
alterando o equilibrio entre o célcio na forma coloidal e o célcio soltvel, causando um
gradiente de concentracdo que leva a dissociacdo do CCP ligado as micelas e, assim,
remove parte das ligacdes entre as proteinas (UDABAGE, MCKINNON e AUGUSTIN,
2000). Entretanto, o decréscimo do CCP na micela causa a exposi¢do dos residuos
de fosfoserina negativamente carregados o que, sem acidificagdo suficiente para
neutralizar estas cargas, aumenta a repulsdo eletrostatica entre as caseinas,
resultando em menor aglomeracao entre as proteinas (PENG, HORNE e LUCEY,
2009; KALIAPPAN e LUCEY, 2011). Este resultado esta de acordo com o relatado no
trabalho de Mclintyre, O’Sullivan e O’Riordan (2016), onde os pesquisadores também
encontraram rupturas das ligacdes cruzadas com calcio em dispersdes de caseina
pela utilizacdo de agentes quelantes.

Embora a GDL em sua forma hidrolisada (acido glucénico) também seja
relatado como quelante de metais, os resultados encontrados neste trabalho podem
indicar que o LBA tem maior capacidade quelante de ions calcio do que a glucono-6-
lactona. Contudo, a quantificagdo do poder quelante dos acidos em questdo ainda

necessita ser mensurada em trabalhos futuros.
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Nas FIGURA 17D e 17E sao apresentadas as amostras LGDL e LLBA,
respectivamente, ambas com pH 5,5 e estruturas aglomeradas. Em relacdo ao efeito
do pH, era esperado que em ambiente mais acido as estruturas se mostrassem mais
aglomeradas do que em pH 6,2 para os dois tipos de &cido. Isso ocorre pois quanto
maior a adicdo de substancias acidas (H*) para a diminuicdo pH, maior € a
solubilizacdo do CCP e maior a neutralizacéo das cargas negativas das caseinas com
consequente reducdo da repulsédo eletrostatica entre elas, favorecendo as atracdes
hidrofébicas (VAN VLIET, LAKEMOND e VISSCHERS, 2004; KARLSSON, IPSEN e
ARDO, 2007). Recentemente, os trabalhos de Silva et al. (2013) e Koutina et al. (2015)
também mostraram a formacdo de uma estrutura proteica mais compacta e densa,
com muitas proteinas agregadas, devido a desmineralizacdo das micelas de caseina.

Diferentemente do cenério encontrado para as amostras com pH 6,2, o efeito
do tipo de &cido utilizado entre as duas amostras com pH 5,5 € menos evidente, pois,
tanto a amostra acidificada com &cido lactobidnico, quanto a com glucono-6-lactona
apresentam poucas ligacbes entre proteinas e estruturas agrupadas e tortuosas.
Entretanto, a amostra acidificada com glucono-d-lactona apresenta aparéncia ainda
mais agrupada do que no gel produzido com &cido lactobiénico.

Acredita-se que as caracteristicas proximas entre as amostras LGDL e LLBA,
neste caso, possam ser explicadas pelo predominio do efeito do pH sobre o efeito
quelante aparentemente mais pronunciado do LBA na microestrutura do gel lacteo
devido a extensa solubilizagdo do CCP e neutralizacdo das cargas negativas, fazendo
com que ambas as amostras formem estruturas aglomeradas. Além disso, na amostra
LLBA, as cargas negativas dos grupamentos fosfoseril que haviam sido expostos pela
ruptura das ligagbes com o calcio pelo efeito quelante sdo, entédo, protonadas pelo
acido (PENG, HORNE e LUCEY, 2009).

De forma geral, a andalise microscépica dos géis lacteos revela que a
alteracdes microestruturais nas amostras foram influenciadas tanto pelo pH, como era
esperado, mas também pelo tipo de acido utilizado, principalmente em pH 6,2. O efeito
qguelante do LBA sobre os ions calcio modificou fortemente a configuracéo da rede
proteica em relacéo as amostras com GDL em pH 6,2, porém, as diferencas entre as

amostras em pH 5,5 foram menos explicitas.
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5.1.3 Analises da atividade de agua e capacidade de retencéo de agua nos geis.

Os resultados obtidos sobre a atividade de agua (aw) e da capacidade de

retencdo de agua (CRA) dos géis lacteos podem ser visualizados na TABELA 4.

TABELA 4. CAPACIDADE DE RETENCAO DE AGUA E ATIVIDADE DE AGUA DOS GEIS LACTEOS.

Amostra pH Conteudo de agua Aw CRA (%)
(9,100g")

Controle 6,6 79,00 0,9812+0,002 97,76 +0,41

HGDL 6,2 78,75 0,9832+0,001 96,72¢ +0,16

HLBA 6,2 78,50 0,973¢+0,001 98,312+0,31

LGDL 55 77,63 0,978 +0,001 97,68° 10,13

LLBA 55 76,33 0,977 0,001 97,81° +0,28

Nota: Resultados expressos como média + desvio padrao (n = 4). Letras diferentes na mesma coluna
representam resultados estatisticamente diferentes entre si (p < 0.05). HLBA: amostra com pH 6,2 com
LBA; HGDL: pH 6,2 com GDL; LGDL: pH 5,5 com GDL; LLBA: pH 5,5 com LBA.

As principais diferengas significativas entre as amostras foram encontradas
para os géis com pH 6,2, onde HGDL apresentou a menor capacidade de retencao de
agua, enquanto que HLBA, a maior. Com apenas uma ligeira diferenca no contetudo
de agua na formulacao, este fato parece nao ter influenciado os resultados, todavia,
as diferencas podem ser relacionadas com a microestrutura das amostras.

Segundo Kruif et al. (2015), a capacidade de retencdo de agua depende da
densidade de carga e das ligacfes cruzadas nos produtos lacteos. Desta forma, dois
mecanismos podem estar envolvidos na CRA dos géis lacteos. Em pH 6,2, a rede
proteica na amostra HGDL é mais espacada do que na amostra HLBA, facilitando a
difusdo do solvente pela matriz. Mesmo que a molécula de agua seja suficientemente
pequena (0,3 nm) para se difundir por ambas as estruturas (WALSTRA e VAN VLIET,
2009), o maior tamanho dos poros na matriz proteica de HGDL pode fazer com que
moléculas maiores, como lactose e fragmentos de proteinas, sejam carregadas pela
agua. Como a analise de CRA é medida por gravimetria, moléculas de maior massa
molecular pode aumentar a massa do soro liberado pela amostra na centrifugagéao
(SILVA, LORTAL e FLOURY, 2015).

Em relacdo aos resultados encontrados para a amostra HGDL, diversos
trabalhos relataram problemas de sinérese excessiva em géis lacteos produzidos com
GDL, devido a estrutura ramificada que esta sujeita a rearranjos conforme o tempo e
a presséo (LUCEY et al., 1998; LUCEY, MUNRO e SINGH, 1998; LUCEY et al., 2000;
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MELLEMA et al.,, 2002). Embora sejam conceitos diferentes, a capacidade de
retencdo de agua pode, em alguns casos, ser relacionada com o fenbmeno de
sinérese do soro em produtos lacteos por representarem resultados referentes a forca
da rede proteica (MARTIN-DIANA et al., 2003).

No caso da amostra HLBA, além do maior tamanho dos obstdculos, que
funciona como uma peneira para a passagem de moléculas de maior tamanho, ha
ainda o efeito do acido lactobiénico, com possivel maior capacidade quelante. Pela
andlise em MEV, € possivel visualizar que o LBA reduz com maior intensidade as
ligacBes do célcio (CCP) e expfe cargas negativas dos grupamentos fosfoserina, além
de promover a dissociacdo das caseinas na micela. As cargas negativas propiciam a
hidratacdo das proteinas, fazendo com que a agua interaja mais fortemente com a
matriz proteica. Os resultados de atividade de 4gua, sendo menores para a amostra
HLBA, corroboram com esta teoria. Além disso, El-Bakry et al. (2011a) e El-Bakry et
al. (2011b), por exemplo, relataram em seus trabalhos o aumento na hidratacédo das
proteinas devido a utilizacdo de agentes quelantes em géis lacteos.

Era esperado que em pH mais baixo a CRA fosse menor devido a expulséo
do soro pela neutralizacdo das cargas e pelo aumento da afinidade das interagbes
hidrofébicas entre as proteinas (VAN VLIET, LAKEMOND e VISSCHERS, 2004).
Contudo, para os géis lacteos LGDL e LLBA foi encontrada uma CRA intermediaria
em relacdo as demais amostras, sendo maior do que a CRA da amostra HGDL com
pH 6,2. Possivelmente, esses resultados estdo relacionados a estrutura dos géis com
pH 5,5, pois é mais tortuosa e com poros menores, aumentando assim, 0s obstaculos
para a passagem do soro. Como a agua nao esta fortemente ligada a matriz, é
provavel que a agua tenha formado “bolsas” dentro do gel que ndo puderam ser
removidos pela centrifugacdo das amostras. Estes resultados estdo de acordo com os
encontrados por Meletharayil, Patel e Huppertz (2015) para géis lacteos com
diferentes concentracdes de proteina e acidificados com GDL. Contudo, o contetdo
de agua das amostras pode ter influenciado na obtencéo de valores superestimados
de CRA.

Comparando as amostras Controle e HGDL, ambas com estrutura aberta, a
amostra Controle apresentou CRA um pouco maior. ISso ocorre pois, até certo limite
dependente da composi¢édo, quando o valor de pH é alto, géis mais fortes tendem a
ser formados, capazes de reter mais agua (SIAMAND, DEETH e AL-SAADI, 2014). A

reducdo do pH de 6,6 para 6,2 foi suficiente para reduzir a forca do gel HGDL, bem
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como para produzir porosidade maior devido ao ligeiro agrupamento de uma fragao

de proteinas, como visualizado na analise de microscopia.

5.1.4 Analises das propriedades mecéanicas dos géis lacteos.

Os resultados das medidas das propriedades mecanicas dos géis lacteos
obtidas por meio do perfil de textura instrumental (TPA) para os parametros dureza,
coesividade e adesividade podem ser observados na FIGURA 18, em combinacéo
com o pH de cada amostra.
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FIGURA 18. PROPRIEDADES MECANICAS DE DUREZA, ADESIVIDADE E COESIVIDADE OBTIDAS
PELO PERFIL DE TEXTURA INSTRUMENTAL (TPA) DOS GEIS LACTEOS.

Nota: HLBA: amostra com pH 6,2 com LBA; HGDL: pH 6,2 com GDL; LGDL: pH 5,5 com GDL; LLBA:
pH 5,5 com LBA.

Os resultados demonstram um claro efeito do pH nas propriedades mecéanicas
das matrizes lacteas, onde a diminuigdo do pH causou uma significativa redugéo na
dureza dos géis lacteos. Esta relacdo também foi descrita nos trabalhos de (VAN
VLIET, LAKEMOND e VISSCHERS, 2004; LAKEMOND e VAN VLIET, 2008)
envolvendo géis lacteos.

A reducdo do pH enfraqueceu a estrutura do gel devido a perda de forcas

intermoleculares entre as particulas de caseina pela solubilizagédo do fosfato de célcio
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coloidal (LUCEY et al.,, 2000; ESTEVES et al., 2003), refletindo diretamente nos
resultados de dureza. Neste mesmo sentido, Lucey et al. (1998) reportaram que géis
lacteos com maior numero de ligacdes cruzadas apresentam maior dureza, o que esta
de acordo com os resultados encontrados nas micrografias realizadas por MEV, onde
conforme os géis perdem a estrutura fractal o parametro dureza também diminui.

Além do efeito do pH, o tipo de acido utilizado também proporcionou
diferencas nas propriedades mecéanicas das amostras, pois, em géis com mesmo pH,
houve diferenca significativa entre os géis acidificados com GDL ou LBA. Os géis
lacteos produzidos com &cido lactobiénico foram menos firmes do que os produzidos
com glucono-6-lactona, resultado observado pelo menor valor de dureza na analise.

Em relacéo ao efeito do tipo de acido utilizado, as diferencas sdo devido ao
modo como cada acido interage com as proteinas que estruturam o gel. A
possivelmente maior capacidade quelante de ions calcio do LBA parece ser a principal
causa das amostras acidificadas com este acido apresentarem estruturas menos
rigidas em relacdo as acidificadas com GDL, devido a indisponibilidade de parte do
calcio para realizar as ligagcdes com a rede proteica, influenciando na solubilidade das
proteinas e, consequentemente, a dureza dos géis, como reportado por Boisard et al.
(2013) e Sotowiej, Cheung e Li-Chan (2014) para modelos de queijo.

Para as amostras com pH 5,5, o possivel efeito quelante superior do LBA
parece ser menos pronunciado, pois a solubilizacdo do célcio coloidal acontece tanto
para amostras com LBA quanto com GDL, devido ao pH mais baixo, mas mesmo
assim apresentam diferencas reologicas entre as amostras. Neste caso, como um
poli-hidroxiacido, ha também a possibilidade que o LBA possa interferir na estrutura
proteica por meio de ligacdes de hidrogénio proporcionadas pelas hidroxilas presentes
nas suas moléculas, mais numerosas do que nas moléculas de GDL
(AMORNWITTAWAT et al., 2009), ou pelo seu maior tamanho. Desta forma, o LBA
pode alterar mais significativamente a estrutura dos géis lacteos.

No parémetro adesividade nao houve diferenciacdo significativa
estatisticamente entre as amostras. Entretanto, em relacdo ao parametro coesividade,
0 abaixamento do pH e o tipo de acido utilizado apresentaram comportamento similar
ao parametro dureza, porém com menor intensidade, o que demonstra que os géis
mantiveram suas caracteristicas estruturais durante a primeira compresséo (KIZILOZ,
CUMHUR E KILIC, 2009).
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5.1.5 Estabilidade térmica dos géis lacteos

A estabilidade térmica dos géis lacteos foi estudada por meio da calorimetria
exploratoria diferencial (DSC). As curvas do fluxo de calor (mW) vs. temperatura (°C)
obtidas durante os ensaios podem ser observadas na FIGURA 19, onde podem ser

verificados quatro eventos térmicos para as amostras.
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FIGURA 19. CURVAS DE CONGELAMENTO E AQUECIMENTO DO DSC PARA OS GEIS LACTEOS.
NOTA: HLBA: amostra com pH 6,2 com LBA; HGDL: pH 6,2 com GDL; LGDL: pH 5,5 com GDL; LLBA:
pH 5,5 com LBA. EVENTOS = (1) CRISTALIZACAO DA AGUA, (2). FUSAO DA AGUA, (3) E (4)
EVAPORACAO DA AGUA E DECOMPOSICAO.

bY

O pico 1 é um evento exotérmico referente a cristalizacdo da agua das
amostras; o pico 2 reporta o evento endotérmico de fusdo da agua e os picos 3 e 4
apontam a desidratacdo e decomposicdo dos geéis lacteos também em um evento

endotérmico, como pode ser visualizado na FIGURA 20. Para a maioria das amostras,
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como a controle, HLBA, LGDL e LLBA, os eventos 3 e 4 estdo sobrepostos no gréafico
devido a proximidade nas temperaturas em que ocorrem.

A analise termomicroscoépica revelou que o evento 3 e 4 ndo estavam
relacionados a fusdo das amostras, evento que também é endotérmico, e sim
desidratacdo e decomposic¢do. Nao foi observado evento de fusdo dos géis lacteos,
possivelmente porque o teor de gordura nas formulagcdes € baixo.

A FIGURA 20 mostra a curva obtida pelo DSC para a amostra Controle, com
as imagens capturadas pela termomicroscopia, ilustrando suas caracteristicas nos
pontos: (1) amostra antes do inicio da andlise; (2) amostra congelada; (3) inicio da

desidratacdo da amostra; (4) final da desidratacdo e (5) caracteristica final da amostra.
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FIGURA 20. TERMOMICROSCOPIA DA AMOSTRA CONTROLE, COM AUMENTO DE 800 VEZES,
DURANTE A ANALISE DE DSC, ILUSTRANDO (1) AMOSTRA ANTES DO INIiCIO DA ANALISE; (2)
AMOSTRA CONGELADA; (3) INICIO DA EVAPORACAO DA AGUA; (4) FINAL DA EVAPORACAO E
(5) CARACTERISTICA FINAL DA AMOSTRA. AUMENTO = 800 VEZES.
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Na TABELA 5 estéo relacionadas as temperaturas nas quais cada evento
acontece. A temperatura onset (Tonset) representa o inicio, a temperatura de pico (Tpico)
a temperatura maxima e Tc a temperatura de conclusdo dos eventos térmicos. A
energia necessaria para o acontecimento de cada evento é dada pela variagdo da
entalpia (AH), em J.g?, calculada pela area dos picos. O evento 4 nas amostras
controle, HLBA, LGDL e LLBA estéo sobrepostos, sendo representados em conjunto
com o evento 3. Para a amostra HGDL, houve separacdo dos picos, permitindo o

calculo das temperaturas correspondentes a cada evento.

TABELA 5. RESULTADOS DO EVENTOS TERMICOS: (1) CRISTALIZA(;/:\O DA AGUA, (2). FUSAO
DA AGUA, (3 E 4) DESIDRATACAOQO, OBTIDOS POR DSC DOS GEIS LACTEOS.

Amostra Evento Tonset (°C) Tpico (°C) Tc (°C) AH (J.gY)
térmico
1 -17,00+0,79 -20,35+0,04 -24,65+0,05 154,87+0,42
Controle 2 -4,243+0,15  3,84+0,18 10,06+0,01 186,73¢+5,95
3 100,462""+0,13 116,59%+0,01 132,01+0,04  1372,330°+1,53
1 -14,89+0,21 -16,57+0,02 -20,01+2,48 183,10+0,53
HGDL 2 -4,05'+0,03 3,62 +0,02 10,17+0,01 214,272+0,91
3 110,34°+0,12  132,49%+0,01 143,02+0,01  165,70%+4,47
4 169,32+0,12 186,10+0,01  199,51+0,02  719,33+14,72
1 -10,23+£1,15 -12,74+0,15 -15,26+1,18 200,07+0,31
HLBA -4,90"+0,13 0,46¢ +0,04 12,31+0,10 213,872+1,70
100,782+0,08 123,88%+0,68 142,71+0,11  1525,672+10,26
1 -10,54+0,29 -13,58+0,33 -19,46+0,35 179,00+0,40
LGDL -4,333"+0,21 5,472 +0,25 16,10+0,03 204,03+0,45
91,03""+0,77 94,06 +0,20  135,47+0,31  1404,70°+2,46
1 -16,43+0,47 -16,46+0,22 -19,36+0,08 180,70+1,39
LLBA 2 -4,902"+0,04  5,522+0,18 13,72+0,06 208,67°+1,06
3 98,3820"+0,10  104,412°+0,27 123,15+0,16  1402,67°+5,13

Nota: To (°C): Temperatura onset (inicio do evento); Tp (°C): Temperatura de pico; Tc (°C):
Temperatura de concluséo; AH (J.g?): variagdo de entalpia do evento. Letras diferentes para o mesmo
evento (1, 2 ou 3) na mesma coluna representam diferencas significativas entre as amostras. *Dados
ndo paramétricos (Diferengca de médias por Kruskal Wallis). HLBA: amostra com pH 6,2 com LBA;
HGDL: pH 6,2 com GDL; LGDL: pH 5,5 com GDL; LLBA: pH 5,5 com LBA.
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A temperatura de transicdo vitrea (Tg) ndo pode ser detectada neste ensaio
para nenhum dos géis lacteos analisados, provavelmente devido a limitacdo de
temperatura do aparelho usado, pois, embora a temperatura tenha sido reduzida até
-60 °C, esta € ainda muito superior a Tg da agua, -135 °C, e quanto maior o contetdo
de 4gua da amostra, mais proximo a Tg da agua acontece sua transicao vitrea (REID
e FENNEMA, 2009). Desta forma, como o contetudo de agua dos géis lacteos € em
torno de 80 %, provavelmente a Tg encontra-se abaixo de -60 °C.

Em relacdo ao congelamento, os dados de interesse sao relativos ao pico de
fusdo da agua (pico 2), onde a temperatura onset corresponde a temperatura inicial
de congelamento da amostra (BAI et al., 2001). O efeito da utilizacdo de GDL ou LBA
e do pH na conservacao dos géis por congelamento foi estudado por meio da Tonset €
da entalpia de fusao (AHs), que representa o calor latente de fusao do gelo (MATUDA
et al., 2005).

Por meio dos resultados descritos na TABELA 5 é possivel observar que, ao
contrario do encontrado por Le Dean et al. (2001), houve pouca influéncia do teor de
matéria-seca na temperatura de congelamento entre as amostras, que variaram de
-4,90 a -4,05 °C, sem diferencas estatisticamente significativas entre elas, exceto para
as amostras HGDL e HLBA, onde HLBA apresentou menor temperatura de
congelamento. As amostras HGDL e HLBA diferiram em diversos outros parametros
analisados neste trabalho, contudo, a atividade de agua das amostras € a propriedade
que melhor explica a diferenca de Tonset, apresentando forte correlacéo entre as duas
analises (r = 0,975; p < 0,05).

De acordo com Amornwittawat et al. (2009), os poli-hidroxiacidos (PHA), como
o LBA e o GDL, sado conhecidos como moléculas crioprotetoras por diminuir a
temperatura de congelamento, fato que pode explicar os resultados obtidos para a
amostra com LBA. Para os autores, isto acontece pela diminuigdo da agua livre devido
a interacdo entre os grupos hidroxila dos PHA com a 4gua e que quanto maior o
namero de hidroxilas na molécula maior € este efeito. Entretanto, além da quantidade
de hidroxilas, os resultados apontam que a capacidade quelante do LBA,
supostamente maior do que a da GDL devido as observacdes em MEV e TPA, realcou
o efeito no abaixamento da temperatura de congelamento. Fato que pode ter ocorrido
porque em pH 6,2 a amostra com LBA possivelmente pode solubilizar mais fortemente
as proteinas, como anteriormente discutido, e assim, deprimir o ponto de

congelamento da agua nas amostras. Contudo, a entalpia de fusdo da agua nao
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acompanhou o mesmo perfil, indicando que a energia necesséria para a fusao do gelo
em agua nao foi definida de forma principal pela ligacdo da dgua com a matriz.

Para a amostra HLBA houve, ainda o deslocamento da temperatura de pico
(Tpico) €m relacdo as outras amostras, possivelmente devido a fusdo de cristais
amorfos e metaestaveis que sdo formados quando a &gua se encontra ligada,
enquanto que a agua livre forma cristais estaveis de formato hexagonal (YOSHIDA et
al., 1992).

Para o evento de desidratacdo e decomposicdo, as temperaturas iniciais
(Tonset) variaram entre 91 e 110 °C entre as amostras de geéis lacteos, com as
temperaturas menores correspondendo as amostras LGDL e LLBA. Isso ocorre devido
a alteracdo da estabilidade térmica pela variacdo do pH devido mudancas
conformacionais nas proteinas, diminuindo a estabilidade térmica da amostra quando
o pH é menor e refletindo no deslocamento da temperatura de transicdo térmica para
nameros menores (WEN et al., 2012). Além disso, a entalpia de desidratacdo das
amostras com pH mais baixo nédo variou. Desta forma, € possivel concluir gue em pH
5,5 as amostras acidificadas com LBA ou GDL foram semelhantes, reforcando as
caracteristicas encontradas para estas amostras nas demais andlises realizadas
neste trabalho.

Para a amostra Controle, a desidratacdo aconteceu de forma mais
homogénea em relagdo as outras amostras, apresentando um pico com base larga,
com uma ligeira oscilagédo no final do evento. Para a amostra HLBA, o perfil € proximo
ao da amostra Controle, porém é possivel verificar um pequeno pico exotérmico antes
do final da desidratacdo. Todavia, nas amostras LGDL e LLBA, varios picos
exotérmicos sao formados durante o evento endotérmico de maior amplitude.

Ha diversos fatores que podem influenciar na obtencdo dos resultados de
desidratacdo com o perfil de picos apresentado. A primeira consideracao a ser feita é
gue as amostras de géis lacteos sdo formadas por multicomponentes, que podem
apresentar diversos eventos dentro da faixa de temperatura de desidratagcdo como a
desnaturacao das proteinas do soro, degradacao da lactose, dissociacdo das ligacoes
entre caseinas, causando assim, irregularidades na andlise térmica (LE DEAN et al.,
2001). Além disso, 0 evento endotérmico de maior intensidade representa a ruptura
das ligacdes de hidrogénio entre a amostra e a 4gua e sua vaporizacao, porém,
guando ocorre a saida da agua da estrutura da amostra, esta tende a se reorganizar

estruturalmente, podendo formar novas ligagdes, 0 que é um processo exotérmico que
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pode ser relacionado aos eventos com liberagdo de calor de menor intensidade nos
graficos do DSC (FITZSIMONS, MULVIHILL e MORRIS, 2007). O pH mais baixo das
amostras LGDL e LLBA que desestabiliza mais fortemente os componentes do gel,
como observado pela Tonset de desidratacdo que foi menor em relacdo as demais
amostras, pode fazer com as estruturas apresentes comportamentos distintos frente
ao agquecimento.

A amostra HGDL apresentou comportamento diferente de todas as outras
amostras quando analisada quanto a estabilidade térmica, mostrando a separacéo do
evento de evaporacao em dois picos (3 e 4). Como a temperatura de inicio do evento
n° 3 corresponde as das outras amostras e com o auxilio da termomicroscopia,
conclui-se que o evento se trata também de desidratacdo, porém o valor da entalpia
para a evaporacdo de 169 J.g' € muito menor dos que foram encontrados para as
outras formulacdes, que ultrapassam 1300 J.g™*.

Em comparacdo com os resultados obtidos para a CRA e aw da amostra
HGDL, os resultados da analise térmica podem sugerir que a ligacdo da agua com a
amostra € muito mais fraca do que nas outras amostras e que, como a desidratacédo
mais rapida, os outros eventos envolvidos nesta faixa de temperatura foram
deslocados para temperatura mais altas, formando um pico separado do da
desidratacdo. Entretanto, a entalpia de vaporizacdo da agua pura apresenta valores
maiores do que 0s encontrados para todas as amostras, sendo de aproximadamente
2272 J.g, o que pode ser devido a sobreposi¢éo de eventos exotérmicos durante a
desidratacdo, como o0s rearranjos moleculares, fazendo com que a variagdo da
entalpia na faixa de temperatura dos eventos 3 e 4 fosse menor.

O gel HGDL, como visto anteriormente, ja havia mostrado resultados distintos
em relac&o as outras amostras de géis lacteos e, entédo, o perfil encontrado na analise
de DSC corrobora com os resultados das analises de microscopia, CRA e aw. O maior
valor de entalpia para a desidratacdo da amostra HLBA também estéa de acordo com
as analises anteriores, pois foi considerado que esta amostra era capaz de interagir
mais fortemente com a agua e, assim, o processo de saida da agua da amostra requer

maior energia.
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5.1.6 Efeito na mobilidade e liberacédo de sal in vitro nas matrizes lacteas.

O efeito do pH e do tipo de &cido utilizado na mobilidade dos ions sodio nos
géis lacteos foi medida a nivel molecular pela técnica de espectroscopia RMN %3Na e
em nivel macroscopico pela liberacdo de sal in vitro (LS). Os resultados destas
andlises para as amostras Controle, HGDL, HLBA, LGDL e LLBA podem ser
visualizadas na TABELA 6. As analises de espectroscopia RMN 23Na foram realizadas
na Université de Bourgogne, em parceria com o Centre des Sciences du Go(t et de
I’Alimentation (CSGA — “Centro de ciéncia do gosto e da alimentagdo”), INRA, Dijon,

Franca.

TABELA 6. QUANTIFICACAO E MOBILIDADE DOS IONS DE SODIO NOS GEIS LACTEOS OBTIDOS
POR RMN 23Na E LIBERACAO DE SAL IN VITRO (LS) NOS TEMPOS 1 MIN E 60 MIN.

Controle HGDL HLBA LGDL LLBA

Quantificacao de sddio por RMN Na?Z3

[Na+]sQ *
(g.100g1) 0,95+0,07 1,01+0,01 0,99+0,03 1,03+0,01 1,03+0,02
Razéo
Apq/Asqr 23,05+4,822  19,20+0,152 19,1140,062 18,53+0,29° 18,27+0,32°
Mobilidade de sédio por RMN NaZ3

TzDsQ (ms)

16,64+1,13 17,83+0,04 17,29+0,27 19,09+0,56 17,37+0,32

DQ *

T, (ms)

0,54+0,02° 0,62+0,01° 0,62+0,01° 0,94+0,122 0,98+0,092
TPt (ms)*

1,92+0,08 2,17+0,01° 2,14+0,02° 2,97+0,302 2,98+0,192

Liberacéo de sal in vitro (LS) (mg.L?)

t=1 min

10,530,417  12,08%0,112 10,95+0,57° 10,44+0,49° 10,30+0,26"
t =60 min

119,16+£3,31° 133,62+5,642  109,16+5,96° 123,13+4,50° 121,49+4,64°
Nota: Resultados expressos como média + desvio padrédo (n = 3). Letras diferentes ha mesma linha
representam resultados estatisticamente diferentes entre si (p < 0.05). *Dados ndo paramétricos.

A real concentracdo de sodio ([Na‘]SQ) nas matrizes lacteas (enddgena +
adicionada) foi quantificada pelo método single quantum da espectroscopia RMN
23Na. Como era esperado, os resultados da quantificacdo mostraram que as amostras
apresentam a mesma concentracao de sodio, sem diferencas significativas entre as

formulacbées (p > 0,05), o que estd de acordo com a composicdo homogénea
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idealizada para os géis, que foram preparados com a mesma quantidade de sal
adicionada (1%).

Em relacdo a quantificacdo relativa dos ions sodio “ligados” as proteinas,
obtida pela razdo entre as areas dos sinais double quantum e single quantum (razéo
Abpq/Asq), as principais diferencas entre as amostras foram em razdo do pH, sem
apresentar diferencas significativas entre as amostras acidificadas com &cidos
diferentes. Desta forma, os géis lacteos com pH 5,5, acidificados tanto com acido
lactobibnico quanto com glucono-d-lactona, apresentaram significativamente menos
ions de sadio ligados a matriz em relagdo as amostras com pH 6,2.

Boisard et al. (2013) ndo encontraram diferencas na quantificacdo de sddio
ligados em amostras de modelos de queijo nos quais foi variada a propor¢cao de
lipidios/proteina e a dureza, para amostras com o mesmo pH. O mesmo acontece no
presente trabalho para as amostras HGDL em comparacdo a HLBA, e LGDL em
relacdo a LLBA, onde ndo houve diferenca significativa para a quantidade de sodio
ligado as amostras. Entretanto, nas amostras com pH diferente, 6,2 ou 5,5, houve
diferencas significativas, sugerindo que nos géis lacteos a proporcédo de sddio ligado
a matriz foi afetada pelo pH e ndo pela estrutura dos géis com suas diferencas
reologicas.

O efeito do pH pode ser explicado devido a ligacdo e a mobilidade do sédio
estarem relacionadas com a presenca de grupos carregados negativamente nas
proteinas do leite, que com o abaixamento do pH sdo protonados, diminuindo a
disponibilidade dos sitios negativos para interagir com os ions de sédio, resultados
estes que séo condizentes aos encontrados por Mosca et al. (2015a). Contudo, neste
sentido, o efeito quelante, que aparenta ser maior para a amostra HLBA, néo teve
influéncia na quantidade de sédio ligado a matriz, o que levanta a hipotese de que ha
outros mecanismos envolvidos nesta ligacéo, fato este que é reforgcado por Boisard et
al. (2013) néao terem encontrado diferenga em amostras com maior teor de proteina e,
consequentemente, mais grupos carregados negativamente. Desta forma, € provavel
que o pH néo seja o unico fator a influenciar a ligacdo com o sodio em modelos
produzidos com proteinas de leite.

Quanto a mobilidade dos ions de sb6dio que se encontravam “ligados” a matriz

nao houve diferenca significativa entre todas as amostras em relacdo a transicao

interna (lenta) de ions sédio, porém para o tempo de relaxacdo externo (TZL}FQ)
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apresenta o mesmo perfil encontrado para a quantificacdo da fracéo ligada (Ada/Asq),
indicando que as diferencas entre as amostras nao foram suficientes para modificar a
forma como os ions sédio se ligam as matrizes proteicas.

A organizacdo da estrutura proteica em torno dos fons de sédio (r°P!)
acompanhou o pH dos géis lacteos, indicando que a reducéo do pH torna o sistema
mais desorganizado, o que também foi possivel visualizar na andlise microscopica por
meio das diferencas encontradas entre as amostras com pH 6,2 e as com pH 5,5, de
estruturas fractais a aglomeradas, respectivamente. Estes resultados estdo de acordo
com os que foram encontrados por Boisard et al. (2014) em modelos de queijo e por
Gobet et al. (2009) em géis de I-carragena.

Em sintese, a analise sobre a mobilidade de sédio em nivel molecular (RMN
23Na) mostrou pequenas e pouco significativas diferencas entre as amostras. Além
disso, a utilizagdo de LBA ou GDL como acidificante ndo apresentou modificacbes na
forma como os ions sédio interagem com a matriz proteica. Por outro lado, o estudo
macroscopico, por meio da liberagcédo de sal in vitro (LS) (TABELA 6), apontou que a
amostra HGDL libera o sal mais rapidamente do que as outras amostras, situacao que
foi encontrada tanto para o tempo igual a 1 min quanto para 60 min. Em 60 min a
curva de LS encontra-se estabilizada e, entdo, foi considerado como ponto final da
medicdo. No tempo final (60 min), € possivel verificar um claro efeito da atividade de
agua e CRA, que por sua vez estao ligados a estrutura dos géis lacteos, na liberacao
de sal in vitro.

Como os resultados da liberagdo in vitro ndo apresentam similaridade aos
encontrados na analise de mobilidade, se pode concluir que os ions que séo liberados
na analise in vitro fazem parte da fracdo livre de sodio, presente na fase aquosa da
matriz proteica, fazendo com que sua liberacdo dependa apenas de mecanismos
fisicos relacionados a facilidade de percorrer os caminhos formados pela estrutura dos

géis.
5.1.7 Liberacédo de aroma

A quantidade de “aroma”, representado neste trabalho por compostos
organicos volateis (VOC, do inglés: volatile organic compounds), liberada dos géis
lacteos para a fase vapor (ar) em equilibrio, foi medida pela anédlise de cromatografia
gasosa-FID do conteudo do headspace dos frascos contendo os diferentes géis
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lacteos. Os resultados desta analise foram expressos em relacdo a amostra controle
e podem ser visualizados na FIGURA 21. As analises foram realizadas na plataforma
analitica Chemosens, do Centre des Sciences du Godlt et de I'Alimentation, INRA,
Dijon, Franca.

As principais diferengas na quantidade de aroma liberado pelos géis lacteos
foram observadas em fun¢éo do pH, principalmente para os aldeidos, 3-metil butanal
e octanal, e para o diacetil. Como o concentrado proteico de leite era composto por
uma mistura de proteinas, o efeito do pH possivelmente estd relacionado aos
diferentes tipos de interacdes entre os compostos de aroma com as proteinas do soro,
com as caseinas, ou com ambas.

Para os aldeidos, compostos que apresentaram maiores diferencas na
liberacdo, o efeito do pH no coeficiente de particdo dos aldeidos entre solucdes
aquosas de B-lactoglubulina e o ar, como acontece na analise de headspace, também
foi observado por Van Ruth e Villeneuve (2002) para aldeidos alifaticos. Contudo, nédo
foi verificado o mesmo efeito para o diacetil, 0 que pode ser atribuido a modificacdes

na natureza de interacdo entre 0s compostos organicos volateis e as proteinas.
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FIGURA 21. LIBERAQ,’&O DE AROMA REPRESENTADA PELA RELACAO ENTRE A AREA DOS
PICOS CROMATOGRAFICOS (CG-FID) DOS GEIS LACTEOS HGDL, HLBA, LGDL E LLBA, E A
AREA DA AMOSTRA CONTROLE.
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Os aldeidos alifaticos, como o 3-metil butanal e o octanal, podem interagir
com as proteinas do soro de leite por meio de ligacdes irreversiveis (GUICHARD,
2006; MERABTINE et al., 2010). Sendo assim, Meynier et al. (2004) verificaram que
os aldeidos alifaticos podem se ligar covalentemente a residuos histidil e lisil das
proteinas do soro. Estas intera¢des ocorrem por meio da reacdo dos grupos carbonila
com o grupo amina livre do residuo lisil, via de adicdo de Michael, ou ainda pela adicdo
de dupla ligacdo ao anel imidazol da histidina. Todavia, estes residuos estao situados
no sitio de ligacao externo da B-lactoglobulina (TAVEL et al., 2008) e, desta forma, a
modificacdo do pH, que altera a conformacédo da proteina, leva a alteracdo na sua
acessibilidade aos compostos de aroma. Jouenne e Crouzet (2000) também
reportaram gque mudancas no pH modificam o acesso dos VOCs aos sitios de ligacao
da proteina.

No trabalho realizado por Van Ruth e Villeneuve (2002) n&o foram
encontradas interacdes significativas entre o composto diacetil e as proteinas do soro,
enquanto que Fares et al. (1998) sugeriram a ocorréncia de uma reacdo quimica entre
o diacetil e o grupo de amina primaria do caseinato de sédio, relacionados com o0s
residuos lisil. Estes autores também encontraram evidéncias sobre o efeito do pH
nesta ligacdo, apresentando uma fraca ligacdo em pH neutro, o0 que pode ser
explicado pela ionizacdo dos grupos carboxila, 0s quais se tornam menos reativos
para ligacdo. Desta forma, as mudancas no pH neste estudo podem ter sido
suficientes para modificar a ligacdo entre diacetil e caseinas. Além disso, o efeito
observado para o diacetil também pode ter sofrido influéncia das modificagbes
estruturais encontradas nos géis lacteos, visto que uma significativa diminuicdo na
concentracéo de diacetil no headspace foi encontrada por Rankin e Bodyfelt (1996),
gue consideraram que o aumento da viscosidade em géis lacteos pela adicdo de
emulsificantes como possivel causa ao invés das interacdes moleculares.

A liberacdo das cetonas e o0s ésteres nos géis lacteos nédo foi afetada pelas
alteracdes no pH mas, por outro lado, foi ligeiramente modificada pela natureza do
agente acidificante, com uma pequena diminui¢cdo na liberacédo nos géis preparados
com LBA em relacdo aos produzidos com GDL. Este efeito ndo pode ser explicado
pelas diferentes propriedades reoldgicas encontradas para os geis porgue a liberacdo
€ reduzida com o aumento da dureza e isso ndo explica o fato das amostras

acidificadas com GDL, que exibem maior dureza do que as com LBA, apresentarem
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maior liberacdo de VOC. Além disso, Juteau-Vigier et al. (2007) relataram que a
influéncia da rede proteica foi desprezivel na liberacdo de aromas em seu estudo.

Esteres e cetonas sdo conhecidos por interagirem com as proteinas por
efeitos hidrofobicos na cavidade central ou centros hidrofébicos das proteinas do soro
como a B-lactoglobulina (AYED et al., 2014). Como anteriormente discutido, devido
sua capacidade quelante de ions calcio aparentemente maior, o LBA promove a
dissociacao das fracdes hidrofébicas das caseinas, como a [-caseina, que é uma
molécula altamente hidrofébica. Essa dissociacdo pode permitir o acesso dos VOC
aos sitios de ligacao hidrofobicos, fazendo com que a retencao dos ésteres e cetonas
seja maior (PERREAULT et al., 2010). O fato de em pH 5,5 n&o haver diferencas na
liberacdo das cetonas e ésteres entre 0s géis com GDL ou LBA, corrobora com esta
teoria, pois foi possivel concluir que neste pH o efeito quelante do LBA é compensado
nos géis com GDL pelas altera¢cdes promovidas pela acidificacdo, diminuindo assim
as diferencas entre as amostras.

Em pH 5,5 ocorrem alteracBes conformacionais nas proteinas, onde a
interacao entre as moléculas é realizada por meio de interacdes hidrofébicas, que por
sua vez, podem impedir o acesso do VOC aos centros hidrofébicos e, sendo assim,

houve a reducao na retencédo de aromas.

5.1.8 Analise de componentes principais (PCA) para a liberacdo de sal e aroma nos

géis lacteos.

A FIGURA 22 sintetiza, através de uma analise de componentes principais
(PCA), os resultados de pH, CRA, aw e propriedades mecéanicas encontrados para 0s
géis que apresentaram correlacdes (p < 0,05) com as analises para estudo da
liberacdo de sal in vitro, mobilidade e quantificacdo de sédio ligado e da liberagcéo de
aroma nos géis lacteos.

A PCA consegue explicar 81,75% das correlacdes entre os dados e, assim, é
possivel concluir que as principais diferencas entre as amostras para as analises
discutidas ocorrem em funcdo do pH e da estrutura, representada pela analise de
dureza, onde estdo diferenciadas as amostras com pH 6,6 e 6,2 das amostras com
pH 5,5, fato explicado pela PC 1 (eixo x).
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FIGURA 22. GRAFICO DE DISPERSAO PC1 vs. PC2 PARA OS GEIS LACTEOS EM FUNCAO DAS
ANALISES DE LIBERACAO DE SAL E AROMA E DE MODIFICACOES ESTRUTURAIS E NO pH.
NOTA: LS (t = 60): LIBERACAO DE SAL NO TEMPO 60 MIN; To: TEMPERATURA ONSET DE FUSAO
DA AGUA; ADQ/ASQ: QUANTIFICACAO DE SODIO LIGADO. HLBA: amostra com pH 6,2 com LBA;
HGDL: pH 6,2 com GDL; LGDL: pH 5,5 com GDL; LLBA: pH 5,5 com LBA.

Na PC1 estdo relacionadas as analises de mobilidade de soédio via
espectroscopia RMN 22Na, na qual a quantificacédo (Adg/Asq) foi descrita como fungéo
tanto da estrutura quanto do pH, onde a acidificacdo e a perda de dureza indicaram
menor quantidade de sodio ligado a matriz, enquanto que a mobilidade (Tzs) e a
desorganizacdo da matriz em torno dos ions sédio (7°PY) aumentaram com a
diminuicdo do pH. Estdo também relacionados ao pH e a estrutura, na PC1, as
modificagdes na liberagdo de aromas encontradas.

A PC2 diferencia a amostra HGDL das amostras Controle e HLBA. Esta
diferenciacéo foi verificada em funcdo da estabilidade da agua nas matrizes, onde o
gel HLBA apresenta maior CRA e menor aw, enquanto que, devido ao perfil contrario,
o gel HGDL pode liberar maior quantidade de sal in vitro (LS t = 60). Estas
modificacdes em razao do tipo de acido utilizado séo, principalmente, em funcao da
capacidade quelante do LBA que alterou fortemente a estrutura do gel em pH 6,2 em

relacdo a amostra HGDL. Além disso, o PC2 também relaciona a temperatura onset
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de fusdo da &gua (Tof) com as caracteristicas de aw das amostras HGDL e HLBA, o
gue esta relacionado a hidratacdo das proteinas.

Como beneficio tecnolégico da utilizacdo do acido lactobiénico como
acidificante em géis lacteos € possivel apontar sua maior estabilidade frente a perda
de agua, fato que pode melhorar a conservagdo dos produtos e reduzir problemas
como a sinérese excessiva (FELLOWS, 2006). Entretanto, a liberacdo de sal € menor
para HLBA, o que pode alterar a percepcao de gosto dos alimentos.

Os resultados obtidos relacionados a interacdo do &cido lactobibnico com
agente de sabor (sal e aromas) apresentaram poucas diferengas significativas em
relacdo aos géis acidificados com GDL. As modificacdes na liberacdo/mobilidade de
sal e aromas que ocorreram em funcdo do pH ou em relacéo ao tipo de acidificante
utilizado ndo podem ser considerados conclusivos em relacéo a percepc¢ao de sal sem
gue testes sensoriais possam analisar o impacto destas alteragdes na intensidade de
percepc¢ao do sabor, pois 0s resultados sensoriais nem sempre estao correlacionados
a mobilidade de s6dio ou com a liberagdo de aromas (LAWRENCE et al., 2009;
PFLAUM et al., 2013; MOSCA et al., 2015a; SYARIFUDDIN et al., 2016). Contudo, o
estudo realizado neste trabalho pode auxiliar futuras pesquisas sobre o papel do acido

lactobiénico na percepcéo sensorial.
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6 CONCLUSAO

Os géis lacteos produzidos com acido lactobiénico apresentaram poucas
modificacbes em relacdo aos produzidos com glucono-é-lactona. As principais
diferengas entre os géis lacteos acidificados com &cido lactobidnico ou glucono-6-
lactona foram observadas em pH 6,2, onde os géis acidificados com LBA
apresentaram uma estrutura proteica menos ramificada, o que interferiu nas
propriedades dos géis lacteos, bem como a solubilidade das proteinas lacteas.

A partir das alteracbes na microestrutura do gel lacteo, mudancas nas
propriedades mecanicas, atividade de agua, capacidade de retencdo de &agua,
estabilidade térmica e liberacdo de aromas entre as amostras HGDL e LLBA puderam
ser verificadas.

A mobilidade de sédio nos géis lacteos foi alterada apenas em funcéo do pH,
sem apresentar efeito da utilizacdo de GDL ou LBA. Em pH igual, a mesma quantidade
de sddio esta livre nos géis lacteos, entretanto, devido a facilidade de saida da agua
do gel HGDL, a liberacdo de sal in vitro foi maior para esta amostra.

Nos géis lacteos com pH 5,5 as diferencas entre os géis com LBA ou GDL
foram minimas, em razao do efeito do pH sobressair ao efeito quelante aparentemente
maior do LBA. As diferencas entre LGDL e LLBA na microestrutura e nas propriedades
mecanicas nao foram suficientes para proporcionar alteracées nas demais analises.

A utilizacao do acido lactobiénico como acidificante em géis lacteos aumentou
a estabilidade frente a perda de agua, fato que pode melhorar a conversacdo dos
produtos e reduzir problemas como a sinérese excessiva, que é um problema
apontado para géis com GDL. Entretanto, a liberacéo de sal € menor para HLBA,
pode alterar a percepcdo de gosto dos alimentos, além de apresentar menor
estabilidade térmica em razdo da sua hidratacao.

O acido lactobibnico apresentou propriedades de interesse na area de
alimentos, o que incentiva que estudos sobre a seguranca da sua utilizacdo como
aditivo alimentar continuem a ser realizados para que este possa ser recomendado

formalmente para uso industrial.
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7 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Este trabalho teve o intuito de iniciar os estudos sobre a aplicacdo do acido
lactobibnico em alimentos por meio da pesquisa em géis lacteos. Contudo, o0s
resultados obtidos despertam o interesse sobre novas aplicagdes e propriedades para
este acido como aditivo em alimentos, promovendo a necessidade da continuidade
desta pesquisa. Dentre tantos pontos que poderiam ser propostos, ha algumas

sugestc”)es relevantes como:

= Analise sensorial de produtos com acido lactobidnico.

» Testes da capacidade de retencdo de agua em produtos de panificacdo e
embutidos carneos.

» Diminuicéo do tempo de fabricagcéo para queijo mucarela.

» |nteracdo termodindmica com minerais, proteinas e aromas.

= Aplicacdo em iogurtes e queijos frescos para evitar a sinérese.

» Estudo sobre a capacidade quelante do acido lactobibnico.

» Estudos sobre a capacidade prebidtica do LBA.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: The food industry is investigating new technological applications of lactobionic acid (LBA). In the current
Received 4 January 2016 work, the effect of lactobionic acid on the acidification of dairy gels (pH 5.5 and 6.2), rheological proper-

Received in revised form 16 March 2016
Accepted 18 March 2016
Available online 19 March 2016

ties using a double compression test, sodium mobility using **Na NMR technique and aroma release
using headspace GC-FID were studied. Our results showed that it is possible to use LBA as an alternative
to glucono-3-lactone (GDL) for the production of dairy gels with a controlled pH value. Small differences
in the rheological properties and in the amount of aroma volatile organic compounds that were released

g:’i'w"":;dn " in the vapour phase, but no significant difference in the sodium ion mobility were obtained. The gels
“gﬁzﬁm ¥ produced with LBA were less firm and released less volatile aroma compounds than the gels produced
Aroma release with GDL. The gels at pH 6.2 were firmer than those at pH 5.5 and had a more organised structure around
Sodium ionic binding the sodium ions.

Rheology © 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction reported in several studies, such as the increase of yield in cheese

The principal by-product of cheese production is whey, which
has different applications in the food industry and in animal nutri-
tion but has low added value. However, current advances in
biotechnological research make it possible to convert the lactose
extracted from cheese whey into products with high value and
with several technological applications (Gutiérrez, Hamoudi, &
Belkacemi, 2012). Among these lactose derivatives, lactobionic acid
(LBA), an aldonic acid named 4-0-p-b-galactopyranosil-p-gluconic
acid, can be obtained through the oxidation of lactose. LBA has
been largely investigated in the chemical and pharmaceutical sec-
tors. As a pharmaceutical application, it is seen as a promising drug
excipient, while the chemical industries are looking for new ways
to enhance bio-production and more efficient ways to purify this
compound (Alonso, Rendueles, & Diaz, 2013). At present, the appli-
cations of LBA within the food sector are very scarce; however, this
product could have a promising future in the food industry. The
potential of using LBA in the food industry has already been

* Corresponding author at: Federal University of Parand, Curitiba, Parand, Brazil.
E-mail addresses: jessicabigaski@hotmail.com (J.C.B. Ribeiro), granatod@gmail.
com (D. Granato), masson@ufpr.br (M.L. Masson), Isabelle. Andriot@dijon.inra.fr
(L Andriot), acmosca@outiook.com (AC. Mosca), salles® dijon.inrafr (C. Salles),
Elisabeth.Guichard@dijon.inra.fr (E. Guichard).

http://dx.doi.org/10.1016/j foodchem.2016.03.066
0308-8146/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

production (Bradbury et al., 2002; Nielsen & Hoeier, 2009); the
enhancement of food flavour (Walter & Begli, 2011) and its prebi-
otic capacity (Adebola, Corcoran, & Morgan, 2014; Saarela,
Hallamaa, Mattila-Sandholm, & Mdttd, 2003). In particular, LBA
could be introduced in the cheese production process as a substi-
tute for glucono-é-lactone (GDL), which is extensively used as an
acidifying agent in the dairy industry. Nevertheless, GDL does not
present the same functional attributes as LBA. When replacing
GDL with LBA, it seems that higher costs can be justified by the
potential functionality of LBA.

Furthermore, because of the growing concern about cardiovas-
cular diseases caused by excessive consumption of sodium
(Whelton, 2014), strategies to reduce the sodium addition to pro-
cessed foods are still a challenge for global food industries
(Zandstra, Lion, & Newson, 2016). Considering the possible applica-
tions of LBA, it could be a new ally to reduce sodium in foods
because many recent technologies have used texture modification
and enhancement techniques of salt and aroma release in order to
modify the sensory perception of the product. Changes in viscosity
or hardness significantly impacts on flavour perception by chang-
ing the aroma and/or taste release. For example, it has been shown
that the weakest carrageenan and gellan gels were found to be per-
ceived as saltier and sweeter than the hardest ones (Costell,
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Lactobionic acid: a possible substituent of glucono-delta-lactone in
dairy products

Jessica BIGASKI RIBEIRO*.<*, Maria Lucia MASSONP, Ana-Carolina MOSCA®, Christian SALLES® and Elisabeth GUICHARDE®.
of 0040

*CAPES Foundation, Min|

Cheese manufacturing leads to a great amount of by-preducts among which lactose can be easily converted into derivatives like lactobionic acid (LBA),

ding author: jess gask|-ribeiro@dijon. inra fr

that has been highlighted due to its various applications in the chemical, pharmaceutical and food sectors. For food industry one of the most interesting
features of LBA seems to be its capacity of enhancing or masking flavour. However, to our knowledge, this assumption has not been validated by

scientific studies.

Material and Methods

We developed dairy matrices (Table 1) with salty, sweet or bitter taste
acidified to pH 6.2 or 55 using LBA instead of glucono-delta-lactone
(GDL), acidifying agent widely used in the food industry.

Table 1. Composition of dairy matrices

Salty Sweet Bitter
Ingredient (%) H62 pHSS5 H62 pHSS H62 pHSS5
Milk Protein® 20 20 20 20 20 20
Salt 1 1 - - - -
Sugar - - 25 2,5 - -
Leucine - - - - 08 038
LBA 05 27 09 29 09 29
GDL 0,25 1.4 Q5! T3 B 1.5
*74,5% protein.
Acidification of dairy matrices
w g ®)
§ 30
wea 520 -LeA
*GOL  S10 *GOL
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7.0 50 55 60 65 70

pH
Figure 1. Acidification curves of salty (A), sweet (B) and bitter (B) milk matrices

The acidification behavior of the matrices was influenced by the taste
agent added. Salt matrices required less acid amount than sweet and bitter
matrices to achieve the desired pH (Figure 1). This indicates that the salt
influences the proteins charges of the matrix.

TPA Analysis

Approaching sample Compression to specified distance Prabe returms o original position

-

Pre- =
b 1 Test Post-
speed.
=i =]
L B e ——
Figure 2. Representation of a TPA compression cycle in TAXT plus.

Changes in the texture profile of the matrices were tested instrumentally
using texturometer TA.XT2 plus through TPA test (Figure 2) with dual
compression of samples to simulate parameters obtained in sensory
analysis.

Table 2. Parameters utilized to TPA test of dairy matrices

Compression Speed pre and post-test
30% 1mm.s!

Speed test
0.8mm.s '
The double compression test generates the graph shown in Figure 3,
with the extracted parameters .

f— i i = Hardness
{ Fracturability
Adhesiveness
Springiness
Cohesiveness
Gumminess
Chewiness
Resilience  /

|

Figure 3. Graphic obtained by a double compression cycle in TPA.

Results and Discussion
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Figure 4. A scatter plot (PC1 vs. PC2) on the main sources of texture variability
between the dairy matrices samples after Principal Component Analysis.

The different matrices were discriminated along axis 1 by their harness,
the less acidic matrices (pH 6.2) were more firm and resistant than those
at pH 5.5 (Figure 4). Parameters such as elasticity, cohesiveness,
resilience and chewiness did not show significant differences between the
samples analyzed.

a_ b Hardness

a_ b
[
‘ b
a b L l L a g
400 L
300 i
200
100
o | |

GOL| LBA GDL LBA GDL LBA GDL LBA GDL LBA GOL LBA
piH €.2pH €.2pH 5.5pH 5.5pH 6.2pH 6.2pH 5.5pH 5.5pH € 2pH 6 2pH 5.5pH 5.5

Salty Sweet Eltter
Figure 5. Comparison of hardness of dairy matrices. Different letters represent a
significant difference between pairs (p< 0.05)

Besides the pH effect on matrices hardness, an additional effect of the
nature of acidifying agent used was observed for all matrices, except for
the bitter matrix at the lower pH (Figure 5).

The dairy matrix texture was influenced by pH. acid type and the taste
agent used for its production. The properties of bitter matrix were less
affected by changes in formulation, indicating that leucine did not
impact the protein network. For the sweet matrix, although close to the
bitter matrix behavior, there was differentiation between samples with
the same pH using GDL or LBA in texture characteristics such as
hardness.

The larger effects were observed for salty matrices for the majority of
parameters, This could be explained by a combined effect of acidifying
agent and salt on the protein network.

Conclusion: The results of this study indicate that it could be possible to use LBA in replacement to GDL. However this can influence the perception of
by means of changes in the characteristics of texture or even interactions with agents of taste, which will be tested in a following work.
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Some instrumental methods applied in food chemistry to characterize lactulose

and lactobionic acid

Abstract

Lactose can be obtained as a by-product from whey and it is a source of
several derivatives including lactulose and lactobionic acid. In this study these two
compounds  were  analysed by using the following techniques:
thermogravimetry/derivative thermogravimetry (TG/DTG); differential scanning
calorimetry coupled with optical microscope (DSC-thermomicroscopy); infrared
spectroscopy (FTIR); and X-ray diffractometry (XRD). The use of the DSC technique
coupled with microscopy made it possible to observe that the lactobionic acid showed
several thermal events due to its decomposition, which occured at temperatures higher
than 50 °C. The lactulose began to decompose above 180 °C. The DSC curves were
used to calculate the purity of the lactulose (according to the Van’t Hoff equation),
which was 98% and the melting point peak, which was at 171 °C. The lactulose showed
crystalline behaviour that was different to that of the lactobionic acid, which was
attributed to the high hygroscopicity of the former. The purity of the lactobionic acid

was not calculated because the decomposition occurred in consecutive stages.

Keywords

Lactulose, lactobionic acid, thermal analysis, kinetic studies, X-ray, FTIR.



