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RESUMO 

 

O ácido lactobiônico (LBA) é um derivado da lactose considerado interessante para a 
aplicação em alimentos devido propriedades tecnológicas como realçador de sabor, 
complexante de minerais, conservador, antioxidantes e prebióticas. Entretanto, o 
efeito de sua utilização é ainda pouco conhecido devido ter sido pouco estudado 
cientificamente. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar as propriedades do 
ácido lactobiônico em géis lácteos a fim de elucidar o efeito da sua adição na 
microestrutura, propriedades mecânicas, estabilidade e na interação com 
componentes de sabor (sal e aromas), em comparação com um acidificante 
amplamente utilizado na indústria de produtos lácteos, a glucono-δ-lactona (GDL). 
Para isso, foram desenvolvidas cinco formulações de géis lácteos: uma amostra 
controle sem acidificante, duas amostras utilizando LBA como agente de acidificação 
e valores de pH 6,2 e 5,5 (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 lácteos foi investigada por meio de microscopia eletrônica de 
varredura (MEV), enquanto que suas propriedades mecânicas foram verificadas pelo 
teste de perfil de textura instrumental (TPA). Os testes de estabilidade envolveram 
análises de atividade de água (aw), capacidade de retenção de água (CRA) e análise 
térmica por DSC. O efeito da utilização do ácido lactobiônico na interação com 
componentes de sabor foi dividida em análises referentes à mobilidade de sódio e 
liberação de sal in vitro e análise de liberação de aromas por CG-FID da composição 
gasosa de headspace. As principais diferenças encontradas entre os géis lácteos 
foram para as amostras com pH 6,2, onde a amostra HLBA apresentou diferenças na 
estrutura, diferenciando-a da amostra com GDL em relação a microestrutura, atividade 
e capacidade de retenção de água, estabilidade térmica e liberação de aromas. A 
amostra HGDL apresentou maior liberação de sal in vitro em relação à HLBA em 
função da facilidade de mobilidade de água na sua estrutura. As amostras com pH 5,5 
apresentaram diferenças na microestrutura e nas propriedades mecânicas dos géis 
lácteos, porém tais modificações não foram suficientes para alterar as demais 
propriedades estudadas. Para a microscopia, propriedades mecânicas, quantificação 
e mobilidade de sódio ligado e liberação de aromas, houve ainda o efeito do pH. Os 
resultados obtidos mostram que o ácido lactobiônico pode ser satisfatoriamente 
utilizado com semelhanças à glucono-δ-lactona e que pode ser utilizado com o objetivo 
de melhorar a CRA e diminuir a atividade de água em amostras com alto teor de 
umidade. Estudos posteriores devem ser realizados para compreender o efeito do 
LBA na percepção sensorial em alimentos. 

 

 

Palavras-chave: géis lácteos; microestrutura; mobilidade de sódio, liberação 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-δ-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-δ-
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 INTRODUÇÃO 

Estima-se que a produção mundial de queijos atinja a marca de 25 milhões 

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 são gerados (SCHUCK, 2011). O soro de leite, contudo, apesar 

de apresentar rica composição nutricional, é muitas vezes encaminhado para a 

alimentação animal, utilizado como fertilizante ou ainda descartado irregularmente 

devido as dificuldades na sua industrialização.  

A subutilização do soro de leite gera prejuízos financeiros e ambientais, 

porém, atualmente, o mercado de produtos lácteos vem descobrindo nesta matéria-

prima um nicho comercial ainda pouco explorado: a transformação da lactose contida 

no soro em novos produtos com aplicações industriais e maior valor de mercado.  

Entre os inovadores derivados da lactose destaca-se o ácido lactobiônico 

(LBA). Obtido pela oxidação da lactose, o LBA vem sendo considerado com interesse 

por grandes indústrias do setor de insumos e aditivos alimentares por suas possíveis 

aplicações como acidificante, umectante, quelante de minerais, melhorador de sabor, 

antioxidante e prebiótico.  

As pesquisas desenvolvidas na atualidade em relação ao ácido lactobiônico 

têm como objetivo a otimização de sua obtenção ou estão relacionados às áreas 

médica e farmacêutica, e, sendo assim, os reais efeitos da utilização do LBA em 

alimentos permanecem desconhecidos, visto que poucos estudos foram realizados 

neste sentido para comprovar suas alegações funcionais. Devido a ainda pouca 

literatura sobre o LBA, a comparação à glucono-δ-lactona (GDL), agente acidificante 

amplamente utilizado na indústria láctea, pode auxiliar o estudo do novo aditivo. 

Ácidos, como LBA e GDL, são capazes de alterar a conformação da rede de 

caseína dos derivados lácteos e, assim, suas estruturas. Por sua vez, a microestrutura 

dos alimentos está diretamente relacionada às suas características sensoriais e de 

estabilidade dos produtos, com destaque para questões ligadas à mobilidade e 

liberação de sal e aromas em alimentos.  

Atualmente a aplicação do LBA em testes sensoriais não está totalmente 

regulamentada no Brasil ou na França, onde os experimentos desta tese foram 

realizados. Desta forma, o presente trabalho buscou compreender como a adição do 

ácido lactobiônico pode modificar as propriedades estruturais de géis lácteos e como 
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estas alterações podem influenciar a estabilidade e a liberação de sal e aromas in vitro 

nos géis.  

 

2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

- Comparar o efeito da adição do ácido lactobiônico ao da glucono-δ-lactona 

em géis lácteos. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Desenvolver géis lácteos acidificados com ácido lactobiônico ou glucono-δ-

lactona em diferentes valores de pH; 

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

microscopia eletrônica de varredura; 

- Avaliar e efeito da acidificação com ácido lactobiônico na atividade de água 

e na capacidade de retenção de água dos géis lácteos; 

- Analisar o efeito da adição de ácido lactobiônico nas características 

mecânicas dos géis lácteos; 

- Verificar a estabilidade térmica dos géis lácteos acidificados com ácido 

lactobiônico ou glucono-δ-lactona; 

- Comparar o efeito do ácido lactobiônico na mobilidade e liberação de sal in 

vitro em relação aos géis lácteos acidificados com glucono-δ-lactona; 

- Comparar qualitativamente a liberação de aromas nas matrizes acidificadas 

com ácido lactobiônico ou glucono-δ-lactona; 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 LACTOSE E SEUS DERIVADOS 

A lactose (4-ο-β-galactopiranosil-D-glicopiranose) é um dissacarídeo redutor 

constituído por uma molécula de D-glicose unida à outra de D-galactose por uma 

ligação glicosídica β1  4, podendo ser encontrada nas formas estruturais 

anoméricas α e β (FIGURA 1). A única fonte significativa de lactose é o leite, onde 

podem ser encontradas concentrações distintas de acordo com a espécie de 

mamífero. Nos leites bovino, bubalino, ovino e caprino a lactose encontra-se em 

quantidades em torno de 4,8; 4,8; 4,6 e 4,1% (m/m), respectivamente (FUQUAY, FOX 

e MCSWEENEY, 2011).  

 

FIGURA 1. ESTRUTURA MOLECULAR DA α- E β-LACTOSE. 
FONTE: ADAPTADO DE FOX (2011). 

 

A lactose é um coproduto da produção de queijo e caseína, onde o soro 

extraído destas produções apresenta, em média, cerca de 6,5% de sólidos, dos quais 

aproximadamente 4,5% é lactose (BYLUND, 2015). Na produção de queijos, quando 

não ocorre a fermentação da lactose (conversão da lactose em ácido láctico por 

bactérias lácticas), a maior parte deste carboidrato é eliminada com o soro devido 

estar dispersa na fração aquosa como uma solução verdadeira, não podendo ser 

separada por filtração ou decantação (SEKI e SAITO, 2012; BYLUND, 2015). 

Industrialmente, a lactose é produzida através de tecnologias complexas de 

purificação, utilizando processos de ultrafiltração por membranas, cristalização e 

secagem (SCHUCK, 2011). Porém, devido a lactose apresentar uma estrutura hemi-
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acetálica que permite mutarrotação entre anômeros α e β (FIGURA 1), que 

apresentam características distintas entre si, é difícil predizer a funcionalidade da 

lactose produzida, exigindo que a composição do soro, sua concentração e pH sejam 

estreitamente controlados (CHANDRAPALA, WIJAYASINGHE e VASILJEVIC, 2016).  

A lactose purificada é o principal produto industrial derivado do soro de leite, 

porém, mesmo assim, apenas cerca de 14% de toda a lactose que poderia ser 

extraída do soro é obtida atualmente (PATERSON, 2011). Este produto tem como 

destino principal no setor alimentício a aplicação como ingrediente em bebidas, 

produtos de panificação e confeitaria e alimentos infantis, proporcionando 

características de textura e coloração aos produtos, seja de forma direta ou por meio 

da participação em reações como a de Maillard para a formação de coloração 

caramelo (BEMILLER e HUBER, 2010). A lactose pode, ainda, participar de processos 

fermentativos para formação de diversos derivados como ácido lático e etanol (SILVA 

et al., 2015a).  

Mesmo com importante aplicação na indústria de alimentos, a utilização da 

lactose como aditivo alimentar apresenta algumas limitações devido suas 

características (SEKI e SAITO, 2012; BYLUND, 2015). Entre elas, a doçura da lactose, 

considerada baixa por corresponder à apenas 16% da doçura da sacarose, é um 

limitante quanto a sua utilização como agente edulcorante (FOX, 2011). Além disso, 

a lactose apresenta reduzida solubilidade, o que leva a produção de cristais com 

tamanho entre 10 e 16 µm em produtos como o leite condensado. Os cristais formados 

são suficientemente grandes para serem percebidos sensorialmente e conferir aos 

alimentos a sensação “arenosa”, pouco apreciada pelos consumidores (GÄNZLE, 

HAASE e JELEN, 2008; FUQUAY, FOX e MCSWEENEY, 2011). O tamanho dos 

cristais de lactose pode também interferir em processos tecnológicos por influenciar 

as propriedades físicas da matéria-prima como coloração, densidade, fluidez e 

escoamento; e ainda nas propriedades de reidratação, dispersão, umectação e 

instantização da lactose em pó (SCHUCK, 2011). 

Além dos motivos tecnológicos e sensoriais, há ainda a limitação do consumo 

de produtos contendo lactose devido problemas de intolerância digestiva a este 

carboidrato. Cerca de 75% da população mundial adulta apresenta distúrbios 

intestinais devido à ausência da enzima β-galactosidade, que é responsável pela 

hidrólise 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, é grande o número de 

pesquisadores e indústrias engajados no estudo de novas técnicas de obtenção e 

purificação para os produtos que provém da lactose como nos estudos relatados por 

Gänzle (2012), Alonso, Rendueles e Díaz (2013), Rentschler et al., (2015) e Silvério 

et al. (2015). 

A lactose pode ser convertida em diversos derivados pela aplicação de 

diferentes processos, como a redução para a geração de lactitol, a transgalactosilação 

para formar galacto-oligossacarídeos, a transfrutosilação que resulta em lactosucrose, 

a isomerização para produção de lactulose e a oxidação para obtenção do ácido 

lactobiônico (GÄNZLE, HAASE e JELEN, 2008), como ilustrado na FIGURA 2. 

 

 

FIGURA 2. PROCESSOS UTILIZADOS NA CONVERSÃO DA LACTOSE EM SEUS DERIVADOS. 
FONTE: GÄNZLE, HAASE e JELEN (2008). 
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Alguns dos derivados da lactose já estão estabelecidos industrialmente, com 

produção regular e aplicações definidas, como é o caso da lactulose e dos galacto-

oligossacarídeos (GOS), reconhecidos como produtos prebióticos utilizados 

amplamente em formulações de alimentos infantis ou com apelos funcionais (SEKI e 

SAITO, 2012). Embora o lactitol, a lactosucrose e o ácido lactobiônico também tenham 

sido reportados como prebióticos e benéficos à saúde intestinal, as pesquisas para 

estes derivados ainda estão sendo desenvolvidas para maior compreensão sobre 

suas propriedades (SAARELA et al., 2003; VENEMA, 2012; GARCÍA-CAYUELA et al., 

2014; LI et al., 2015). 

Propriedades tecnológicas e sensoriais também podem ser atribuídas aos 

derivados da lactose, como a capacidade crioprotetora e edulcorante do lactitol 

(HERRERA e MACKIE, 2004; BELŠČAK-CVITANOVIĆ et al., 2015). Entretanto, entre 

os derivados citados, o ácido lactobiônico é o que possui mais atribuições tecnológicas 

com possibilidade de utilização na indústria de alimentos, como propriedades 

umectantes, de melhorador de sabor, antioxidante e quelante (GUTIÉRREZ, 

HAMOUDI e BELKACEMI, 2012). 

 

3.2 ÁCIDO LACTOBIÔNICO 

O ácido lactobiônico (4-O-β-D-galactopiranosil-D-ácido glucônico) é um ácido 

orgânico obtido através da oxidação da molécula de glicose que compõe a lactose 

(FIGURA 3) (SEKI e SAITO, 2012).  

 

 

FIGURA 3. CONVERSÃO DA LACTOSE EM ÁCIDO LACTOBIÔNICO. 
FONTE: GUTIÉRREZ, HAMOUDI e BELKACEMI (2012). 
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A conversão da lactose em ácido lactobiônico (LBA) pode ser realizada por 

vias químicas, eletroquímica e biocatalítica de oxidação (FOX, 2011). As primeiras 

produções de LBA foram feitas pela via química, porém este método era inviabilizado 

pelos altos custos de produção e pela geração de resíduos tóxicos de difícil purificação 

(QUITMANN, FAN e CZERMAK, 2014).  

Nas últimas décadas, com as descobertas sobre as possibilidades de 

aplicações do LBA nas indústrias farmacêutica e de alimentos, os métodos de 

bioconversão, utilizando microrganismos e/ou suas enzimas foram impulsionados, por 

serem mais econômicos e eficientes (GUTIÉRREZ, HAMOUDI e BELKACEMI, 2012). 

Neste sentido, a maior parte das pesquisas científicas realizadas atualmente sobre o 

ácido lactobiônico está voltada para sua obtenção 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 DÍAZ, 2011; 

PEDRUZZI, SILVA e RODRIGUES, 2011; KIRYU et al., 2012; ALONSO, 

RENDUELES e DÍAZ, 2013; GUTIÉRREZ et al., 2013; ALONSO, RENDUELES e 

DÍAZ, 2015).  

 Por apresentar a estrutura de um carboidrato ligado a um ácido aldônico, o 

ácido lactobiônico (LBA) é classificado como um ácido aldobiônico. Os ácidos 

aldobiônicos, por sua vez, são caracterizados por apresentarem duas ou mais 

hidroxilas ligadas aos carbonos em suas moléculas, sendo considerados, desta forma, 

como poli-hidroxiácidos, o que confere diversas funcionalidades aos compostos como 

características higroscópicas, de retenção de água e de formação de gel (GREEN, YU 

e VAN SCOTT, 2009).  

A estrutura de poli-hidroxiácido concede ao ácido lactobiônico a capacidade 

antioxidante e de sequestrante de íons divalentes, reagindo por meio dos oxigênios 

dos grupos carboxílico e das α-hidroxilas (MENABUE, SALADINI e UGOLETTI, 1998). 

O LBA foi relatado em estudos como forte quelante de íons, com estabilidade, para 

cromo (ROLDÁN et al., 2004), cobre (BOUHSINA et al., 1991), cálcio (ABBADI et al., 

1999), níquel (MENABUE, SALADINI e UGOLETTI, 1998) e ferro (ISAACSON et al., 

1993), formando complexos solúveis como os mostrados nas FIGURAS 4 e 5 com 

íons cromo e cálcio, respectivamente.  

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

cromo, Roldán et al. (2004) concluíram que o ácido lactobiônico pode atuar como 
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sequestrante de íons reativos do metal cromo, que são considerados carcinogênicos 

e mutagênicos. No caso do cálcio, o LBA é utilizado como carreador do mineral até 

este ser absorvido no intestino, melhorando sua a suplementação no organismo 

(QUITMANN, FAN e CZERMAK, 2014).  

A capacidade antioxidante conferida ao ácido lactobiônico também é 

considerada função da capacidade quelante, pois é atribuída ao sequestro dos íons 

ferro que participam da produção de radicais livres (PLAYNE e CRITTENDEN, 2009). 

Além disso, a formação de complexos minerais altera o tamanho dos sistemas onde 

o LBA está incluído, contribuindo para mudanças nas interações com outras 

moléculas (ROLDÁN et al., 2004). 

 

FIGURA 4. COMPLEXOS FORMADOS PELO ÁCIDO LACTOBIÔNICO COM CROMO EM TRÊS 
CONFORMAÇÕES ESTRUTURAIS. 
FONTE: ROLDÁN et al. (2004). 

 

FIGURA 5. COMPLEXO FORMADO ENTRE ÍONS CÁLCIO E O ÁCIDO LACTOBIÔNICO 
(LACTOBIONATO DE CÁLCIO). 
FONTE: ABBADI et al. (1999). 
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Apesar do LBA ainda ser pouco estudado cientificamente, há diversas 

propriedades já estabelecidas para este ácido orgânico e muitos pesquisadores 

engajados em estudos para novas descobertas. Muito se tem desenvolvido na área 

farmacêutica, onde pesquisas vem apontando o eficiente uso de LBA em formulações 

medicamentosas de antitrombóticos (RAAKE et al., 1989; KIJOWSKI et al., 1994), 

como carreador de drogas para tratamentos de doenças hepáticas, entre elas o 

câncer de fígado (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 supressão de 

substâncias conhecidas como promotoras de progressão de tumores e de obesidade 

(MUKHERJEE e YUN, 2015), e também na área cosmética em tratamentos anti-idade 

(GREEN, YU e VAN SCOTT, 2009). 

Na área de alimentos, os estudos ainda são limitados a poucos testes e 

alegações, principalmente devido ao ácido lactobiônico ainda não ser totalmente 

regulamentado como aditivo alimentar em grande parte do mundo, como nos países 

da Europa e na América Latina, impossibilitando testes sensoriais em humanos. 

Entretanto, a FDA (Food and Drug Administration), agência reguladora de alimentos 

nos Estados Unidos, permite a utilização de LBA na forma de lactobionato de cálcio 

(FIGURA 5) em alimentos para consumo humano (CFR, 2015). Mesmo assim, há 

diversas aplicações e patentes registradas para o uso de ácido lactobiônico em 

alimentos, que serão detalhados na seção a seguir (3.2.1). 

3.2.1 Ácido lactobiônico em alimentos 

A única fonte natural de ácido lactobiônico relatada em alimentos é o Iogurte 

do Mar Cáspio ou Iogurte Caucasiano, produto amplamente consumido no Japão há 

muitas décadas, semelhante ao Kefir. Estudos apontam que, dentre os diversos 

microrganismos envolvidos na obtenção deste iogurte, o Acetobacter orientalis é o 

responsável pela produção 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 aplicações do ácido 

lactobiônico em alimentos é encontrada na forma de patentes. Inúmeros projetos já 

foram patenteados em diversas áreas, como a de produtos lácteos, cárneos, de 

panificação, confeitaria e complementação mineral. Há patentes utilizando o ácido 

lactobiônico na indústria de alimentos desde 1960, quando Broquist, Alvin e 
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Winterbottom (1960) registraram a utilização do LBA como melhorador da solubilidade 

de antibióticos na solução 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 

fortificação mineral de alimentos utilizando o ácido lactobiônico como carreador de 

cálcio e/ou outros minerais como ferro, zinco e selênio, 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 utilização de ácido 

lactobiônico em carnes. O autor relatou benefícios da utilização do LBA na 

preservação da umidade em produtos cárneos, onde houve menor perda de água nas 

operações de congelamento, descongelamento e cozimento destes produtos. Em 

2006, o mesmo autor depositou patente de uma bebida não-láctea com utilização de 

lactobionato de cálcio, sal obtido a partir de ácido lactobiônico, com a finalidade de 

enriquecimento de cálcio na dieta por meio de um produto agradável ao paladar, 

podendo ser utilizado em sucos de frutas, chás, refrigerantes, café e bebidas 

alcoólicas como vinho e cerveja (NIELSEN, 2006). 

A fim de diminuir a acidez perceptível e melhorar a firmeza de produtos lácteos 

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 ácido lactobiônico nos produtos estudados, 

atingindo o objetivo de melhoramento de características de firmeza e sabor.  

Ainda em relação a produtos lácteos, a Kraft Foods R&D, por meio do invento 

de Bradbury et al. (2002), realizou registro de patente sobre o processo de fabricação 

de queijos de coagulação ácida ou enzimática, moles, semi-duros e duros, entre 

outros produtos lácteos, com a adição de ácido lactobiônico ou com a geração in situ 

deste ácido por meio de enzima desenvolvida por Chr. Hansen S/A.  

Em 2009, Nielsen e Hoeier (2009) propuseram a injeção através de agulhas 

ou jatos como um novo mecanismo de introdução de ácido lactobiônico em queijos. 

Segundo os autores, este método permite menor perda de ácido lactobiônico no 

processo e pode este ser aplicado em queijos de massa filada como a muçarela, sem 

prejuízo às propriedades de elasticidade e derretimento e com notável aumento de 

rendimento na produção. Nielsen e Hoeier (2009) também utilizaram a técnica de 

injeção de ácido lactobiônico em massas de pães e biscoitos. 
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Walter e Begli (2011) patentearam a aplicação do ácido lactobiônico como 

realçador de sabor para utilização em alimentos ou bebidas, destacando os 

sabores/gostos ácido, frutado, doce, umami e salgado. Por outro lado, neste trabalho, 

o ácido lactobiônico não aumentou a percepção do gosto amargo, mas foi capaz de 

mascarar este gosto em adoçantes a base de estévia.  

Em outro trabalho sobre a capacidade de melhoramento do sabor em 

alimentos, Kurihara et al. (1995) utilizaram o ácido lactobiônico apenas como 

estabilizador das propriedades de modificação de sabor da curculina, proteína 

extraída da planta Curculigo latifólia. 

Além das propriedades tecnológicas, o ácido lactobiônico é apontado como 

um potencial prebiótico. Diversos estudos neste sentido foram realizados. No trabalho 

realizado por Saarela et al. (2003), o ácido lactobiônico não 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 não 

apresentou capacidade prebiótica pois não desenvolveu cepas de L. acidophilus. 

Entretanto, no estudo de Adebola, Corcoran e Morgan (2014), o ácido lactobiônico, 

assim como a lactulose e ao contrário da inulina, protegeu significativamente L. 

acidophilus NCFM de ácido biliares (2 mM). 

Com base nas amplas possibilidades de aplicações do ácido lactobiônico 

expostas nesta revisão, como acidulante, quelante, realçador de sabor, retentor de 

água e prebiótico, bem como no ainda superficial estudo de suas propriedades em 

alimentos, destaca-se a importância das pesquisas em torno deste carboidrato. 

Novos estudos para poder sugerir outras utilizações do ácido lactobiônico no 

setor alimentício devem ser realizadas, abordando principalmente questões ligadas à 

segurança alimentar e o efeito que a utilização do LBA produz a componentes de 

alimentos.  

3.2.2 Ácido lactobiônico vs. glucono-δ-lactona 

Glucono-δ-lactona (GDL) é um carboidrato derivado da oxidação da glicose 

via pentoses-fosfato que apresenta um grupo cíclico, chamado lactona, em sua 

estrutura. Este ácido se hidrolisa gradualmente em água, formando ácido glucônico e 

promovendo lento abaixamento do pH (LUCEY et al., 1998).  
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A GDL é amplamente utilizada para acidificação direta (sem fermentação) na 

produção de derivados de leite e produtos de soja, para que o pH possa ser regulado 

mais facilmente (HERR, 2011). Além disso, apresenta diversas aplicações na área 

cosmetológica 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 lácteos utilizam a glucono-δ-lactona como agente de 

acidificação, justamente por ser um método simples de padronização 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 semelhanças (FIGURA 6), pois, 

assim como o ácido lactobiônico, a GDL também é classificada como poli-hidroxiácido 

devido às hidroxilas ligadas aos carbonos de sua estrutura. Contudo, por ter origem 

de um dissacarídeo, o LBA apresenta massa molecular de 358,3 Da, enquanto a 

glucono-δ-lactona, oriundo da glicose, possui 178,14 Da (BURDOCK, 1997; 

GUTIÉRREZ, HAMOUDI e BELKACEMI, 2012).  

 

 

FIGURA 6. ESTRUTURAS QUÍMICAS DA GLUCONO-δ-LACTONA E DO ÁCIDO LACTOBIÔNICO, 
RESPECTIVAMENTE. 
FONTE: KORNHAUSER, COELHO e HEARING (2010). 

 

Mesmo que ambos os ácidos (GDL e LBA) sejam poli-hidroxiácidos, ou seja, 

moléculas que possuem dois ou mais grupamentos hidroxila ligados ao carbono, 

essas hidroxilas são neutras e a característica ácida é provida apenas pelo grupo 

carboxila, que ambos os ácidos apresentam apenas um (GREEN, YU e VAN SCOTT, 

2009). Desta forma, o pKa dos dois ácidos é muito próximo, 3,8 para o LBA e 3,7 para 

a GDL (GUTIÉRREZ, HAMOUDI e BELKACEMI, 2012). 
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Tecnologicamente, a GDL, assim como o LBA, também apresenta atributos 

como agente umectante, quelante e antioxidante (GREEN, YU e VAN SCOTT, 2009), 

porém não há relatos de capacidade prebiótica para o GDL.  

Devido às características próximas entre o ácido lactobiônico e a glucono-δ-

lactona, a comparação entre os dois ácidos pode auxiliar o melhor entendimento das 

propriedades do LBA, bem como, propor utilizações industriais para este novo aditivo, 

em substituição à GDL quando houver o objetivo de enriquecer os produtos com 

agentes prebióticos. 

 

3.3 MODELOS LÁCTEOS 

Nos queijos reais, diversos fatores levam a formação de sistemas complexos, 

que criam dificuldades na interpretação de resultados de estudos científicos. As 

respostas podem ser influenciadas pela composição do leite, pelo tipo de coagulante, 

por enzimas autóctones do leite, bactérias láticas ou microbiota secundária e suas 

enzimas (BERESFORD e WILLIAMS, 2004). A fim de minimizar estes interferentes e 

apresentar respostas com maior confiabilidade sobre as variáveis, modelos análogos 

a queijo têm sido utilizados no contexto científico.  

Os modelos de queijos são uma representação do alimento, formulado e 

produzido sob condições controladas. Estes modelos são também chamados de géis 

lácteos ou matrizes lácteas dependendo da sua composição (DE LOUBENS et al., 

2011; AYED et al., 2014).  

Vários tipos de produtos lácteos 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 lácteos sem a adição de lipídios para o estudo da liberação 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 análises sensoriais.  

As formulações dos modelos lácteos englobam diferentes ingredientes e 

formas de produção, Entretanto, a maior parte dos modelos são formados 

principalmente por proteínas do leite, gordura, sal, acidificante, texturizantes, aromas 

e quimosina, podendo ser coagulados pelas vias enzimática ou ácida 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 possível comparar a formulação de 

alguns exemplos de modelos lácteos encontrados na literatura, utilizados para 

pesquisa de diversos parâmetros. 

Cada ingrediente adicionado ao modelo lácteo apresenta uma função. As 

proteínas do leite são as principais responsáveis pela firmeza e estrutura dos modelos, 

podendo ser utilizado caseínas, caseinatos ou proteínas do soro nas formulações. 

Outras proteínas, como as de origem vegetal (ex.: soja), e/ou amidos podem ser 

adicionadas para substituir parte das proteínas do leite em modelos com menor custo.  

As gorduras também participam da estruturação dos modelos e modificam 

suas características aromáticas, podendo ser utilizadas tanto fontes de gordura animal 

como manteiga, gordura anidra de leite, quanto vegetal, como óleos de girassol ou 

palma, por exemplo (GUINEE, CARIC e KALAB, 2004). 

Entre as utilizações de modelos lácteos na pesquisa científica atual, 

destacam-se trabalhos como o realizado por Bertrand et al. (2015) no qual foram 

utilizados para o estudo da reação de Maillard durante a estocagem de modelos de 

queijo, estudos sobre as condições 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 alterações no processamento (BOBBO et al., 2016) e acerca de 

modificação de composição e análise sensorial (BOISARD et al. 2014). 

Os modelos lácteos tem sido, ainda, importantes ferramentas nos estudos que 

abordaram a influência da composição na liberação 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 características dos modelos lácteos, de reprodutividade e de adequação 

às necessidades dos estudos, motivam a utilização desta ferramenta na pesquisa 

sobre o ácido lactobiônico. Com a finalidade de minimizar os interferentes, foram 

utilizados modelos lácteos simples, análogos a queijos desnatados, coagulados por 

via enzimática. 
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QUADRO 1. FORMULAÇÕES E PRINCIPAIS UTILIZAÇÕES DE MODELOS LÁCTEOS. 

Tipo de modelo Principais ingredientes Variáveis da composição Parâmetros analisados Referência 

Gel lácteo Leite desnatado ultrafiltrado, gordura anidra 

de leite, glucono-δ-lactona, NaCl e coalho. 

Conteúdo de gordura e 

proteína de leite. 

Liberação de sal in vivo (DE LOUBENS et al., 

2011) 

Gel lácteo Leite desnatado ultrafiltrado, gordura anidra 

de leite, glucono-δ-lactona, NaCl, aromas e 

coalho. 

Conteúdo de gordura, sal 

e matéria-seca. 

Liberação de sal e aroma in 

vivo e in vitro. 

(LAUVERJAT et al., 

2009) 

Gel lácteo Leite desnatado ultrafiltrado, gordura anidra 

de leite, NaCl e coalho. 

Concentração de gordura 

ou de proteína do leite. 

Formação do bolo alimentar (DRAGO et al., 2011) 

Gel lácteo Gordura anidra de leite, caseína hidrolisada, 

sais fundentes, aromas. 

Proporção sal/proteína, 

lipídios/proteína, 

água/proteína, 

velocidade de agitação 

na produção 

Liberação de sal e 

percepção do gosto 

salgado; mastigação. 

(PHAN et al., 2008) 

Imitação de queijo Caseína hidrolisada, óleo de palma 

hidrogenado, óleo de colza, amido de milho, 

NaCl, ácido cítrico, ácido sórbico, sais 

fundentes. 

Concentração e tipo de 

amido (nativo, resistente, 

pré-gelatinizado ou 

ceroso) 

Mobilidade de água, 

derretimento e 

propriedades reológicas. 

(NORONHA et al., 2008) 

Iogurte modelo Caseinato, leite em pó, proteínas do soro, 

gordura, aroma. 

Proporção da fração 

proteica. 

Propriedades reológicas 

microestrutura, liberação de 

aroma in vitro e percepção. 

(SAINT-EVE et al., 2006) 

Iogurte modelo Leite desnatado em pó, gordura anidra de 

leite, açúcar, aromas. 

Conteúdo de gordura e 

matéria-seca. 

Efeito da embalagem 

durante a estocagem na 

viscosidade e percepção de 

aromas. 

(SAINT-EVE et al., 2008) 
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QUADRO 1. FORMULAÇÕES E PRINCIPAIS UTILIZAÇÕES DE MODELOS LÁCTEOS. (CONTINUAÇÃO). 

Tipo de modelo Principais ingredientes Variáveis da composição Parâmetros analisados Referência 

Modelo de Iogurte 

batido com e sem 

pectina 

Leite em pó, pectina, glucono-δ-lactona e 

aromas. 

Textura pela adição de 

diferentes concentrações 

de pectina. 

Liberação de aromas in 

vitro. 

(MERABTINE et al., 

2010; AYED et al., 2014) 

Modelo de queijo 

semi-duro 

Caseína hidrolisada, caseína ácida, gordura 

anidra de leite, NaCl, ácido cítrico e sais 

fundentes. 

Proporção lipídio/proteína, 

concentração de sal 

Mobilidade de sal, 

liberação de sal e aroma 

in vitro e in vivo. 

(BOISARD et al., 2013; 

BOISARD et al., 2014) 

Modelo de queijo 

semi-duro 

Caseína hidrolisada, gordura de leite e sais 

fundentes, NaCl, aromas, CaCl2, MgCl2, KCl, 

ácido cítrico e ácido lático. 

Proporção lipídio/proteína, 

ponto de fusão da gordura 

e velocidade de agitação 

na produção. 

Propriedades 

reológicas, liberação de 

aroma in vivo e 

mastigação. 

(TARREGA et al., 2008b) 

Queijo fresco sem 

gordura 

Caseína micelar, proteínas do soro, lactose, 

NaCl, extrato de levedura, minerais, culturas 

iniciadoras, aromas e coalho. 

Textura pela adição de 

diferentes concentrações 

de quimosina. 

Liberação de aroma in 

vivo e in vitro; 

Propriedades 

reológicas. 

(GIERCZYNSKI et al., 

2007) 

Queijo fresco sem 

gordura 

Proteína de leite, lactose, NaCl, cultura 

iniciadora, aromas e coalho. 

Textura pela adição de 

diferentes concentrações 

de quimosina. 

Percepção de aroma in 

vivo 

(GIERCZYNSKI, 

LABOURE e GUICHARD, 

2008) 

Gel lácteo Concentrado proteico de leite, glucono-δ-

lactona, sal, coalho. 

pH; Concentração de 

proteína. 

Percepção de gosto 

salgado. Mobilidade de 

sódio e propriedades 

reológicas. 

(MOSCA et al., 2015a) 
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3.3.1 Modelos lácteos produzidos por coagulação enzimática 

Como observado anteriormente, os modelos lácteos mais frequentemente 

utilizados são produzidos pela coagulação de proteínas do leite, que ocorre pela ação 

de enzimas proteolíticas, sendo então, chamada coagulação enzimática. Esta forma 

de produção de modelos lácteos simula o processo de produção da maioria dos tipos 

de queijos existentes (SCOTT et al., 2002).  

Para a compreensão dos efeitos que as modificações na composição dos 

modelos lácteos podem causar às redes proteicas, é necessário compreender como 

estas estão constituídas e como ocorre sua formação. Desta forma, as seções 

seguintes (3.3.1.1 e 3.3.1.2), descrevem as características das proteínas do leite e o 

mecanismo de formação da rede proteica por meio da coagulação enzimática. 

3.3.1.1 Proteínas do leite  

O leite bovino é constituído por aproximadamente 3,6% de proteínas, divididas 

em dois grupos: as caseínas, que correspondem a 80% das proteínas do leite; e as 

proteínas do soro, equivalentes a 20%. No pH do leite, entre 6,6 e 6,8, ambas 

possuem carga líquida negativa nas moléculas (SWAISGOOD, 2009).  

O grupo das proteínas do soro é representado, majoritariamente, por duas 

proteínas: β-lactoglobulina e α-lactoalbumina (FIGURA 7 e FIGURA 8). Estas 

proteínas encontram-se dissolvidas na fração aquosa do leite (soro) e não formam 

coloides, não se auto associam ou interagem com outras proteínas em solução 

(SCOTT et al., 2002). Isso ocorre em função da estrutura globular compacta dessas 

proteínas, onde a distribuição dos resíduos hidrofóbicos é uniforme, possibilitando 

ligações dissulfeto entre os resíduos de cisteína, o que faz com que as áreas 

hidrofóbicas fiquem ocultas dentro das suas estruturas (SWAISGOOD, 2009).  

A α-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 metaloproteína por formar um complexo com íon Ca2+ 

(ORTEGA-REQUENA e REBOUILLAT, 2015). Esta ligação com o cálcio é essencial 

para o dobramento da proteína, impactando na sua estrutura, estabilidade e 

hidrofobicidade. Na ausência do mineral, que pode ser removido em pH baixo ou por 

agentes quelantes, a α-lactalbumina pode se ligar a compostos hidrofóbicos, contudo, 
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se as ligações dissulfeto não forem rompidas, esta condição é reversível se o pH é 

elevado (BREW, 2011). 

 

 

FIGURA 7. REPRESENTAÇÃO DA ESTRUTURA DA PROTEÍNA DO SORO α-LACTALBUMINA. 
FONTE: BREW (2011). 

 

A mais abundante das proteínas do soro bovino é a β-lactoglobulina (BLG) e, 

assim como a α-lactalbumina, é também uma proteína globular. Com 18,3 kDa de 

massa molecular, apresenta 162 resíduos de aminoácidos e ponto isoelétrico em pH 

5,1 (KONTOPIDIS, HOLT e SAWYER, 2004). 

A BLG é uma das proteínas mais estudadas e tem estruturas secundária e 

terciária bem definidas, com uma alfa-hélice de um lado e uma estrutura β-barril 

(FIGURA 8), que a descreve como uma proteína da família das lipocalinas, que, por 

sua vez, são caracterizadas pela capacidade de se ligar a pequenas moléculas 

hidrofóbicas ou a moléculas anfifílicas. A BLG existe como dímero entre pH 3 e 7 e 

possui três variantes no leite bovino, chamadas A, B e C (SWAISGOOD, 2009). 

Em pH baixo, a estrutura da BLG sofre diversas alterações. A volta EF 

(FIGURA 8), que atua como porta de entrada para o sítio de ligação do β-barril, é 

fechada e, então, a proteína não pode se ligar facilmente a outras moléculas e as 

interações são inibidas ou impossíveis. Em pH alto a entrada está aberta e os ligantes 
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têm pronto acesso à cavidade hidrofóbica da molécula (KONTOPIDIS, HOLT e 

SAWYER, 2004; CREAMER, LOVEDAY e SAWYER, 2011).  

 

 

FIGURA 8. REPRESENTAÇÃO DA ESTRUTURA DA PROTEÍNA DO SORO β-LACTOGLOBULINA 
(VARIANTE A), ONDE AS FITAS COM LETRAS DE A ATÉ I DENOTAM A ESTRUTURA β-BARRIL, 
EXEMPLIFICANDO A LIGAÇÃO DE UMA MOLÉCULA ANFIFÍLICA (COLESTEROL) COM A BLG. 
FONTE: KONTOPIDIS, HOLT E SAWYER (2004). 

As proteínas do soro são reconhecidas pela riqueza biológica devido sua 

composição de aminoácidos (BYLUND, 2015) e, principalmente a α-lactalbumina, por 

ser rica em triptofano, está associada a benefícios à saúde (CITRARO et al., 2011). 

Embora com alto valor nutricional, a β-lactoglobulina é apontada com a proteína mais 

alergênica do leite, provavelmente por não ser encontrada no leite humano, o que faz 

com que o sistema imunológico seja ativado contra esta proteína (ORTEGA-

REQUENA e REBOUILLAT, 2015).  

As caseínas constituem 80% do total de proteínas no leite bovino. Definidas 

como fosfoproteínas, são divididas em αs1, αs2, β e κ caseínas. Estruturalmente, todas 

as frações de caseína se encontram unidas ao fosfato de cálcio em uma estrutura 

esférica altamente hidratada, conhecida como micela de caseína, como é 

representado na FIGURA 9 (SWAISGOOD, 2009). Ao contrário das proteínas do soro, 

as caseínas são bastante estáveis à temperatura, porém, mais sensíveis ao pH e se 



35 

 
tornam instáveis em pH próximo de 5,0 devido à aproximação do seu ponto isoelétrico 

em 4,6 (HORNE, 2011). 

Um dos modelos mais aceitos para a configuração da micela de caseína é o 

que ela apresenta dois tipos de submicelas: uma contendo as α e β caseínas, que 

constitui o núcleo hidrofóbico da micela; e a outra que consiste em α e κ caseínas, 

que estão distribuídas na superfície da micela devido à fração hidrofílica da κ-caseína 

(FIGURA 9) (ORTEGA-REQUENA e REBOUILLAT, 2015).  

Como fosfoproteínas, as diferentes frações de caseína possuem diferentes 

graus de fosforilação. As caseínas α e β são altamente fosforiladas, enquanto que a 

κ-caseína contém apenas um ou dois resíduos fosfoseril. Essa característica faz com 

que as caseínas α e β tenham forte característica hidrofóbica e de associação com 

íons divalentes como cálcio e magnésio (HORNE, 2011). Desta forma, a parte interna 

da micela, composta por caseínas α e β, se estrutura através de ligações com o cálcio 

e interações hidrofóbicas, enquanto que a κ-caseína, que não interage com o cálcio 

devido à falta de resíduos de fosfoserina, só é capaz de realizar interações 

hidrofóbicas com as demais frações de caseína. Sendo assim, a integridade da micela 

está relacionada ao balanço entre forças atrativas e repulsivas como atrações 

hidrofóbicas contra repulsão eletrostática (LUCEY, 2002). 

De fundamental importância na estabilização da micela de caseína, o cálcio é 

encontrado em equilíbrio entre as fases micelar e do soro. Este equilíbrio pode ser 

alterado pela temperatura, pelo pH ou pela adição de agentes quelante (UDABAGE, 

MCKINNON e AUGUSTIN, 2000). Na fase aquosa, o cálcio se encontra na forma livre, 

sendo chamado cálcio iônico, enquanto que na fase micelar ele está presente como 

fosfato de cálcio coloidal (CCP; do inglês: colloidal calcium phosphate), ligado aos 

resíduos fosfoseril da caseína e, assim, mantendo a estabilidade da micela pela 

neutralização de grupos carregados das caseínas (KOUTINA et al., 2015). A FIGURA 

9 apresenta um esquema com a configuração micelar com suas submicelas e ligações 

com o fosfato de cálcio coloidal. 

Entre as proteínas do leite, são as caseínas que estão envolvidas diretamente 

na formação dos géis lácteos. Quando a micela perda a sua capacidade de 

estabilização as interações entre as caseínas são favorecidas, formando uma rede 

proteica. A desestabilização da micela pode ocorrer por fatores como a adição de 

ácidos, agentes quelante e enzimas, como no caso da coagulação enzimática que 

utiliza a quimosina como agente desestabilizador da micela. 
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FIGURA 9. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA MICELA DE CASEÍNA E SUAS SUBMICELAS 
UNIDAS PELO FOSFATO DE CÁLCIO. 
FONTE: ORTEGA-REQUENA e REBOUILLAT (2015).  

3.3.1.2 Coagulação enzimática 

Do ponto de vista do processamento de produtos derivados de leite, a 

capacidade das caseínas de se ligarem com o cálcio é uma das suas características 

mais importantes (FARRELL, 2011), pois é devido essas ligações que se obtém os 

géis de leite (HORNE, 2011).  

Para que as frações de caseínas α e β possam se ligar ao cálcio e formar a 

rede proteica, é necessário que haja a desestabilização da micela. Esta 

desestabilização ocorre em duas fases. No caso da coagulação enzimática, a primeira 

fase consiste na ruptura da κ-caseína por proteases, como a quimosina, entre os 

aminoácidos Fenilalanina-105 e Metionina-106. Esta ruptura divide a κ-caseína em 

uma parte hidrofóbica que se inicia no N-terminal e encerra na ligação entre os 

aminoácidos rompidos pela enzima (Phe105-Met106), chamada paracaseína-κ e em 

caseinomacropeptídeo, que é a fração hidrofílica da κ-caseína (SCOTT et al., 2002). 

A FIGURA 10 ilustra o processo da primeira fase da coagulação enzimática. 
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FIGURA 10. REPRESENTAÇÃO DO PROCESSO DE HIDRÓLISE DA Κ-CASEÍNA EM 
PARACASEÍNA-Κ E CASEINOMACROPEPTIDEO. 
FONTE: ADAPTADO DE ORTEGA-REQUENA e REBOUILLAT (2015). 

 

Quando cerca de 90% de toda a κ-caseína é hidrolisada (fase 1), inicia-se a 

segunda fase da coagulação, pois a capacidade estabilizadora da κ-caseína é 

perdida. Na segunda fase, as frações de caseína altamente fosforiladas se combinam 

ao cálcio livre, e assim formar um coágulo que engloba os demais constituintes do 

leite (SCOTT et al., 2002). 

O processo de agregação das micelas de caseína ainda não está 

completamente elucidado, contudo as forças atrativas envolvidas incluem pontes com 

o cálcio, forças de van der Waals e interações hidrofóbicas (LUCEY, 2011). 

As condições nas quais se dá a coagulação enzimática, seja de temperatura, 

composição ou pH, estão diretamente relacionadas à estrutura final do gel lácteo.  

 

3.4 ESTUDOS ESTRUTURAIS NOS MODELOS LÁCTEOS 

3.4.1 Importância das propriedades mecânicas em alimentos 

A textura de um alimento é classificada com uma propriedade sensorial 

complexa, onde muitos estímulos fisiológicos atuam ao mesmo tempo na percepção 

do produto. Contudo, a textura tem origem na estrutura ou microestrutura do alimento, 

em nível molecular ou macroscópico, onde a sensação textural depende de como a 
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estrutura se deforma durante a mastigação, ou seja, como o material se comporta 

durante a deformação (CHEN e ROSENTHAL, 2015).  

As alterações nas propriedades estruturais dos alimentos são uma das mais 

importantes formas de alterar suas características sensoriais, funcionais e de 

conservação, pois afetam a forma como o consumidor percebe e avalia os produtos. 

Recentes estudos encontraram correlação entre a microestrutura e a percepção de 

sal, açúcar e aromas nos alimentos (TOURNIER et al., 2009; PANOUILLÉ et al., 2011; 

MOSCA et al., 2015B). 

Nos produtos lácteos, a microestrutura é afetada principalmente pela forma 

como as caseínas estão organizadas na rede proteica e pelas condições de 

processamento utilizado, pois o gel proteico é formado quando forças repulsivas e 

atrativas são balanceadas, fenômeno que está sujeito aos efeitos do pH, temperatura 

e força iônica (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 tecnológica (CAROCHO, MORALES e FERREIRA, 2015), como 

os acidificantes, que são capazes de alterar a conformação da rede de caseína, 

principalmente pela solubilização do fosfato de cálcio coloidal (CCP) que faz parte das 

ligações entre as proteínas e, assim, modificar a estrutura dos derivados lácteos 

(ERCILI-CURA, HUPPERTZ e KELLY, 2015). 

Estudos sobre a estrutura dos alimentos são frequentemente realizados 

utilizando análises reológicas ou das suas propriedades mecânicas aliadas com 

análises da microestrutura por meio de microscopia eletrônica de varredura (MEV) e 

análises do perfil de textura instrumental (TPA) (FLOURY et al., 2009; ORREGO, 

TRONCOSO e ZÚÑIGA, 2015; PANG et al., 2015; TAHMASEBI et al., 2016). 

3.4.1.1 Considerações sobre a Análise de Perfil de textura instrumental (TPA) 

A Análise do Perfil de Textura (TPA) consiste na medição das propriedades 

mecânicas de alimentos em um ensaio de dupla compressão axial para a construção 

de uma curva força vs. tempo, como a demonstrada na FIGURA 11, com a qual podem 

ser calculados os parâmentros de dureza, fraturabilidade, adesividade, coesividade, 

elasticidade, gomosidade, mastigabilidade e resiliência dos produtos (PONS e 

FISZMAN, 1996; BOURNE, 2002).  
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FIGURA 11. CURVA FORÇA-TEMPO DA ANÁLISE DO PERFIL DE TEXTURA (TPA), ONDE A = 
ÁREA SOB A CURVA; F = FORÇA. 
FONTE: ADAPTADO DE SIEFARTH et al. (2014). 

O princípio desta técnica é simular a ação de uma mordida por meio da 

compressão da amostra entre duas placas planas, assim como fazem os dentes. Por 

isso, as compressões 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 às respostas que se espera com compressões entre 

20-50%, quando ainda é possível obter informações sobre a dureza, elasticidade, 

coesividade e gomosidade e mastigabilidade das amostras (PONS e FISZMAN, 

1996). 

Em uma compressão uniaxial, apenas um dos lados do material recebe a 

tensão, enquanto que nas outras direções, onde não há tensão externa, há o ajuste 

das tensões internas do material (VAN VLIET, 2013). Desta forma, as resposta obtidas 

na análise de TPA estão relacionadas às tensões internas, que dependem da 

estrutura do alimentos. 

Bourne (2002) define os parâmetros da análise de perfil de textura como: 

- Dureza: força máxima exigida para uma deformação, relacionada com a 

firmeza dos alimentos. É expressada pelo valor máximo de força no primeiro ciclo de 

compressão (F1) (FIGURA 11). 
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- Fraturabilidade: Mede a facilidade do alimento em se romper com o aumento 

da carga. Expresso pela força da quebra significativa da amostra na primeira 

compressão.  

- Coesividade: Razão entre as áreas A1 e A2 da FIGURA 11. Está relacionado 

com a resistência à tração e à força das ligações internas da proteína. Representa a 

taxa com a qual o alimento se desintegra sob ação mecânica.  

- Adesividade: Representa o trabalho necessário para ultrapassar as forças 

atrativas entre a superfície e o alimento, ou seja, é o trabalho necessário para separar 

o êmbolo da amostra durante o retorno da primeira compressão. É representada pela 

área negativa de força A3 na FIGURA 11.  

- Elasticidade: Fração da altura que a amostra recupera entre o final da 

primeira compressão e o início da segunda, ou seja, quando a força é removida.  

- Gomosidade: Produto entre dureza x coesividade, expressando a relação 

entre estes dois parâmetros nas características de desintegração do alimento. 

Representa uma característica de alimentos semi-sólidos. 

- Mastigabilidade: Produto da gomosidade x elasticidade. Usado para 

alimentos sólidos. Está relacionada às características de maciez e resistência do 

alimento. 

- Resiliência: Razão entre área de descompressão do primeiro ciclo e a área 

de compressão de A1. Representa como a amostra se recupera da deformação, em 

termos de velocidade e forças derivadas. 

 

Dependendo das características da amostra, devem ser selecionados os 

parâmetros da análise de TPA que melhor explicam seu comportamento mecânico ao 

reportar os resultados. Gomosidade e elasticidade nunca podem ser expressos para 

o mesmo alimento, pois são características de materiais diferentes, respectivamente, 

de semi-sólidos e sólidos. A fraturabilidade pode não está presente em todos os 

alimentos. Desta forma, a análise dos resultados deve ser cuidadosa em relação à 

amostra (PONS e FISZMAN, 1996). 
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3.5 LIBERAÇÃO DE COMPOSTOS DE SABOR EM MODELOS LÁCTEOS. 

Sobre as possíveis atribuições do ácido lactobiônico como melhorador de 

sabor em alimentos quatro hipóteses podem ser propostas como possíveis 

mecanismos de ação, entre elas, que a modificação da percepção aconteça pela 

alteração na textura; que haja interação com compostos de sabor; ou com compostos 

de aroma; ou ainda que possa interagir com receptores fisiológicos (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 ácido lactobiônico ainda 

não são totalmente regulamentados no Brasil ou na Europa, ensaios in vitro 

relacionando as modificações estruturais com a liberação e mobilidade de sódio e com 

a liberação de aromas podem iniciar o entendimento sobre a relação do ácido 

lactobiônico com as matrizes alimentícias, e assim auxiliar futuros estudos sensoriais.  

3.5.1 Liberação de sal 

O consumo excessivo de sal pela população é uma crescente preocupação 

mundial, pois estudos apontam que grandes quantidades de sal na dieta levam a 

casos de hipertensão e a doenças cardiovasculares (WHELTON, 2014). Contudo, a 

redução de sal em alimentos ainda é um desafio para a indústria, visto que o sal, além 

de conferir as características de sabor do produto, está relacionado também à textura, 

às atividades enzimáticas e à segurança microbiológica, fatores que determinam a 

qualidade do alimento (ZANDSTRA, LION e NEWSON, 2016). Além disso, em queijos 

pode induzir alterações físicas nas proteínas, influenciando sua solubilidade e 

conformação, por meio da modificação da hidratação das proteínas, o que resulta em 

mudanças na textura destes alimentos (GUINEE e FOX, 2004). 

Os estudos sobre como o sódio interage com os alimentos podem ajudar na 

criação de novas técnicas de produção onde seja possível reduzir o teor de sódio com 

o mínimo de prejuízos à qualidade dos produtos possível (ZANDSTRA, LION e 

NEWSON, 2016).  

Alterações na viscosidade e da dureza podem impactar significativamente na 

percepção do sabor por modificar a liberação 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 os 
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mais duros. Foram encontrados resultados similares em estudos conduzidos com géis 

lácteos, onde o aumento da viscosidade também diminuiu a percepção do sabor, 

mesmo que não tenha sido encontrado significativa diferença nos testes de liberação 

(TOURNIER et al., 2009).  

Interações entre percepção e textura foram também reportados em modelos 

lácteos mais complexos, imitando um queijo semi-duro com diferentes composições 

de proteína e gordura, onde nas amostras mais duras, analisadas tanto do ponto de 

vista mecânico quanto sensorial, apresentaram menor intensidade na percepção do 

gosto salgado (LAWRENCE et al., 2012a). Além disso, no estudo de Boisard et al. 

(2014), mudanças na composição do modelo de queijo induziram alterações na 

microestrutura das amostras e assim, na mobilidade dos íons sódio. 

Consequentemente, a percepção de salinidade foi também alterada. 

3.5.2 Análise molecular de mobilidade de sódio em RMN 23Na 

Na técnica de espectroscopia por ressonância magnética nuclear (RMN), as 

amostras são submetidas a um campo magnético, onde seus núcleos são excitados 

a um estado energético mais elevado e então o sinal emitido quando os átomos 

retornam a seu estado mais estável são registrados. O sinal emitido (intensidade em 

função do tempo) é então transformado matematicamente pela transformação de 

Fourier. Dois tempos de relaxação caracterizam o retorno ao equilíbrio dos núcleos: o 

tempo de relaxação longitudinal (T1) e o tempo de relaxação transversal (T2). Estes 

tempos são característicos da mobilidade dos núcleos estudados, porque eles 

determinam o tempo necessário para o retorno ao equilíbrio depois da excitação 

(MOREAU e GUICHARD, 2006). 

Os núcleos mais estudados nos produtos lácteos são os núcleos de 1H, 13C e 

31P (BELLOQUE e RAMOS, 1999). Porém, com o aumento da preocupação com a 

redução de sódio em alimentos, a técnica de RMN passou a ser utilizada também para 

o estudo de quantificação dos íons de sódio em produtos alimentícios, pois esta é uma 

técnica não invasiva que permite inclusive o estudo do estado de ligação dos íons 

(BOISARD et al., 2014). 

Os núcleos de sódio possuem um caráter quadrupolar (spin I = 3/2), que 

podem interagir com o campo elétrico (interações quadrupolares). Seus estados de 

spin iniciais (+3/2, +1/2,-1/2,-3/2) são modificados e passam a ser caracterizados por 
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energias diferentes. É possível distinguir a transição central ou interna (-1/2, +1/2) e 

as transições externas ou satélites (+1/2,+3/2) e (-1/2, -3/2). A transição interna 

contribui para 40% da área do sinal da RMN e as duas transições externas por 60% 

(30% cada uma). Devido as interações quadripolares, as transições externas relaxam 

mais rápido que a transição interna (GOBET et al., 2010). 

Em alimentos, esta técnica já foi utilizada para estudo do sódio em géis de 

pectina (BROSIO et al., 1993) ou carragena (GOBET et al., 2009), carne de porco 

salgada (RUIZ-CABRERA et al., 2004), salmão defumado (MOUADDAB et al., 2007), 

queijos (GOBET et al., 2010) e pães (GUJONSDOTTIR, TRAORE e RENOU, 2013). 

No estudo de (GOBET et al., 2010), foi validada a utilização da técnica de 

RMN em single quantum (SQ) para quantificação dos íons sódio. A fração de sódio 

ligado, com movimento restrito, pode ser medida nas experiências em double quantum 

(DQ). Desta forma, a técnica de RMN permite estudar as interações entre o sódio e 

os constituintes dos alimentos a nível molecular. 

3.5.3 Liberação de aromas 

Apesar de representar uma pequena parte da composição dos alimentos (0,05 

a 1%), os compostos orgânicos voláteis (VOC = volatile organic compounds) são de 

fundamental importância nas suas características, pois estes compostos são 

pequenas moléculas voláteis capazes de estimular sensações olfativas e despertar o 

interesse do consumidor pelo produto. No alimento, os compostos de aroma estão 

distribuídos entre a fase aquosa e a fase lipídica em função de sua hidrofobicidade 

(logP). Além disso, a sua volatilidade depende da sua natureza química e sua massa 

molar (GUICHARD, 2006).  

Proteínas são capazes fixar compostos aromáticos nos alimentos. Tais 

interações são geralmente reversíveis, através de ligações hidrofóbicas e de 

hidrogênio (GUICHARD, 2006), e, geralmente, estão relacionadas ao grau de 

umidade nos produtos, sendo que em pós protéicos as interações com aromas são 

devido principalmente às interações eletrostáticas, de van der Waals e pontes de 

hidrogênio, ou ainda por capilaridade.  

Em alimentos com alto teor de umidade, os aromas se ligam nos sítios 

hidrofóbicos das proteínas, na maior parte dos casos (FENNEMA, DAMODARAN e 

PARKIN, 2010). Essas ligações dependem da natureza do composto de aroma e da 
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estrutura da proteína em questão (LUBBERS, 2006), que por sua vez depende do 

meio em que ela está inserida, tendo sua conformação modificada por pH ou 

temperatura, por exemplo (GUICHARD, 2006). 

Na liberação de aromas de uma matriz alimentícia, a taxa de transferência de 

massa (difusão e convecção) é influenciada pela força motriz, a qual é diferente entre 

as fases líquidas e gasosas, e pela resistência de fluxo da amostra, o que reflete na 

cinética de liberação. Na fração aquosa, a força motriz é o gradiente de concentração 

dos VOC, já no caso de gases ou de uma fase vapor, a força motriz é a diferença de 

pressão parcial ou da diferença de pressão de vapor. Nos dois casos, se refere a uma 

diferença de potencial químico. A resistência provém, tanto em meio líquido como em 

fase gasosa, das interações entre os materiais e o meio (LUBBERS, 2006).  

As interações de proteínas com aromas mais estudadas utilizaram a                   

β-lactoglobulina como referência (ANDRIOT et al., 2000; VAN RUTH e VILLENEUVE, 

2002; TAVEL et al., 2008), porém há estudos com outras proteínas como a albumina 

do soro bovino (BSA), actomiosina e proteínas da soja (BOELRIJK et al., 2006; 

TROMELIN, ANDRIOT e GUICHARD, 2006; VOILLEY e SOUCHON, 2006). No 

estudo de (GUICHARD e LANGOURIEUX, 2000), os pesquisadores concluíram que 

a β-lactoglobulina (BLG) diminuiu a volatilidade e consequente percepção sensorial 

de compostos de aroma com características hidrofóbicas, devido às interações 

proteína-aroma, evidenciando a importância do conhecimento da forma de interação 

das proteínas na produção de alimentos e apreciação pelo consumidor. 

Devido às interações citadas, o estudo da liberação de aromas também vem 

sendo um importante aliado às estratégias de redução de sal e gordura em alimentos. 

O trabalho de Lawrence et al. (2011) demonstrou que aromas de sardinha e queijo 

podem aumentar a sensação de gosto salgado em modelos de queijo. Além disso, 

diversos estudos relataram a influência da textura na liberação de aroma e, 

consequentemente, na percepção do sabor de alimentos. Gierczynski et al. (2008) 

encontraram que o aumento na dureza foi relacionado com o aumento na liberação 

de aromas em amostras de modelos lácteos. Tournier et al. (2009) também 

encontraram uma possível interação cross-modal entre percepção de sabor e textura. 

Desta forma, os estudos sobre mecanismos para melhorar a liberação de aromas e, 

consequentemente, a aceitação sensorial de alimentos vem se tornando cada vez 

mais significativo. 
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3.6 ESTABILIDADE DOS MODELOS LÁCTEOS 

Muitas técnicas de conservação de alimentos, como a secagem, o 

congelamento e o uso de aditivos, se baseiam na retirada ou na imobilização do 

conteúdo de água, visando aumentar a vida de prateleira dos produtos, pois alimentos 

com mais alta umidade estão mais propensos ao crescimento de microrganismos e 

reações químicas (REID e FENNEMA, 2009).  

As técnicas de conservação podem afetar os processos de difusão em uma 

matriz láctea, podendo influenciar a percepção sensorial do alimento pela forma como 

os compostos do sabor se difundem. As modificações das características físicas das 

amostras ocorrem principalmente em função do tamanho dos poros da matriz, da 

viscosidade da fase aquosa que comporta os solutos, como ácidos e sais, da estrutura 

formada pelas proteínas, da quantidade de água ligada às proteínas que aumenta o 

seu diâmetro efetivo e da quantidade de matéria seca dos alimentos (WALSTRA e 

VAN VLIET, 2009). 

O conhecimento do teor de umidade dos alimentos não é suficiente para 

determinar sua estabilidade, visto que produtos com a mesma quantidade de água em 

suas composições podem ter diferentes perecibilidades (REID e FENNEMA, 2009). 

Este fenômeno é explicado pela diferença nas concentrações de solutos que 

interagem com a água do alimento, diminuindo, assim, a pressão de vapor relativa 

(PVR), pois o solvente tem mais dificuldade em passar para a fase vapor, e, desta 

forma, a pressão de vapor do alimento será sempre menor que da água pura. Esta é 

uma propriedade intrínseca de cada alimento, dependente da sua composição, 

chamada de atividade de água (aw) (FELLOWS, 2006). 

A atividade de água, que pode ser calculada pela EQUAÇÃO 1, é uma das 

formas mais seguras de predição da estabilidade dos sistemas alimentícios com água 

como componente majoritário, pois está estreitamente relacionada com reações 

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

     𝑎𝑊 =  
𝑃𝑉𝑅

𝑃𝑉𝑅0
                (1) 

Onde PVR é a pressão relativa de vapor do alimento e PVR0, a pressão de 

vapor da água pura a mesma temperatura. 
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Atualmente, novas técnicas para o estudo da estabilidade de alimentos estão 

disponíveis, como a técnica de calorimetria exploratória 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 análise de DSC podem ser obtidas informações sobre o 

comportamento das amostras quando congeladas, quantificar a fração mássica de 

gelo e a porção de água não-congelável (YOSHIDA, HATAKEYAMA e 

HATAKEYAMA, 1992; LE DEAN et al., 2001; MATUDA et al., 2005; HATAKEYAMA et 

al., 2012); obter informações sobre a temperatura de transição vítrea dos alimentos 

(ROOS, 2003; MATUDA et al., 2008) ou ainda identificar temperaturas de 

desnaturação proteica, desidratação, oxidação e decomposição (MURRAY, 

ARNTFIELD e ISMOND, 1985; FITZSIMONS, MULVIHILL e MORRIS, 2007; HAUG 

et al., 2009; KONG et al., 2016; QI et al., 2016). Isto é possível devido à miscibilidade 

em água dos carboidratos e proteínas em sistemas alimentícios, que possibilita a 

identificação de transições de fase de primeira ordem, como fusão e cristalização, e 

transições de estado, como desnaturação, gelatinização, transição vítrea (ROOS, 

2003). 

Em modelos lácteos, os métodos mais utilizados para o estudo da estabilidade 

envolvem a capacidade de retenção de água (CRA), que pode indicar a força dos géis 

formados (MELETHARAYIL, PATEL e HUPPERTZ 2015). Por outro lado, não há 

trabalhos com esta finalidade para géis lácteos utilizando DSC. A técnica calorimétrica 

pode auxiliar na compreensão de fenômenos complementares à técnica de CRA no 

estudo de estabilidade dos modelos. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL 

Os géis lácteos foram preparados utilizado concentrado proteico de leite em 

pó ultrafiltrado PL 75P (Triballat, França) composto por 74,5% (m/m) de proteínas, 

11% (m/m) de lactose, 8% (m/m) de cinzas e 1,5% (m/m) lipídios. Água ultrapura tipo 

1 (Milli-Q®, Millipore, EUA), cloreto de sódio (Sigma Aldrich, EUA) e coalho com 

mistura de quimosina e pepsina (relação ≥ 1,38) Berthelot®530 (Laboratoires Abia, 

França). Como acidificantes foram usados ácido lactobiônico (LBA) (Reliable 

Biopharmaceutical, EUA) ou glucono-δ-lactona (GDL) (Sigma Aldrich, EUA). 

Para a aromatização dos géis lácteos foram utilizados oito compostos 

orgânicos voláteis 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 MÉTODOS 

4.2.1 Ensaios Preliminares 

Formulações para os géis lácteos foram testadas a fim de se obter um gel 

lácteo estável com características próximas a um queijo classificado como de muito 

alta umidade (> 55% umidade) e desnatado (< 10% gordura) (BRASIL, 1996) que 

pudesse ser acidificado com ácido lactobiônico ou com glucono-δ-lactona.  

Para isso foram testadas formulações com concentrações com 12 e 20% de 

concentrado proteico de leite (CPL), assim como as concentrações de LBA e GDL 

necessárias para atingir os valores de pH 6,2 ou 5,5, valores escolhidos por serem 

frequentemente encontrados em produtos lácteos.  

4.2.2 Preparação dos géis lácteos 

A partir dos testes preliminares foram desenvolvidos cinco géis lácteos 

salgados. Entre eles, uma amostra controle sem acidificação, duas matrizes usando 

ácido lactobiônico (LBA) como acidificante com pH 6,2 (HLBA) ou pH 5,5 (LLBA) e 
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duas matrizes utilizando glucono-δ-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 

composição das matrizes lácteas ajustada para valores de pH 6,2 e 5,5, acidificadas 

com glucono-δ-lactona ou ácido lactobiônico, é apresentada na TABELA 1. 

TABELA 1. COMPOSIÇÃO DAS MATRIZES LÁCTEAS. 

Composição (g.100g-1) 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 
Água deionizada 79,00 78,75 78,50 77,63 76,33 
Ácido lactobiônico (LBA) 0 - 0,5 - 2,7 
Glucono-δ-lactona (GDL) 0 0,25 - 1,4 - 
Coalho (µl) 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 lácteos foram preparados conforme adaptação do método 

desenvolvido por Mosca et al. (2015a). Para a produção de 100 gramas de gel lácteo, 

a água deionizada (Milli-Q®) aquecida a 50°C foi adicionada ao concentrado proteico 

de leite em pó, e então a mistura foi homogeneizada e agitada durante 30 minutos em 

banho-maria a 50 °C para a hidratação das proteínas.  

Após 30 minutos a mistura líquida foi removida do banho e recebeu 1% de sal 

(cloreto de sódio), sendo homogeneizada por três minutos em agitador magnético. 

Então, 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 coagulação, 500 µl de coalho diluído (10% m/m) foram adicionados à 

mistura, que foi então homogeneizada durante 1 min 30 s. Em seguida, as amostras 

líquidas foram levadas à estufa a 32 °C por 40 minutos em frascos fechados com 

Parafilm® para evitar a evaporação da água. Ao final dos 40 minutos na estufa, as 

amostras encontram-se coaguladas. 

 A amostra controle foi produzida seguindo o mesmo protocolo, sem a adição 

de qualquer agente acidificante. O pH das amostras foi medido no final do período na 

estufa e em cerca de 15 horas após a produção para verificar estabilidade destes 

valores.  

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

amostras utilizadas nos ensaios. 
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FIGURA 12. MÉTODO EMPREGADO PARA A PRODUÇÃO DOS GÉIS LÁCTEOS. 

 

4.2.3 Microscopia Eletrônica de Varredura 

A microestrutura das matrizes lácteas foi analisada por Microscopia Eletrônica 

de Varredura (MEV), segundo o método descrito por Pang et al. (2014). 

A preparação das amostras seguiu os passos de fixação, desidratação 

etanólica e desidratação por ponto crítico, para retirar toda a umidade das amostras. 

Para isso, as amostras foram cortadas em cubos de 1 mm3 e imediatamente imersas 

em tampão fosfato 0,1M (pH 6,8) com 2,5% (v/v) de glutaraldeído para fixação, onde 

permaneceram por três horas. Após este processo, as amostras foram lavadas por 

duas vezes no tampão fosfato por dez minutos cada.  
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Então, foi iniciada a série de desidratação etanólica em soluções aquosas de 

50, 70, 90 e 100% (v/v) de etanol, onde as amostras permaneceram 10 min em cada 

solução, sendo repetida três vezes na solução 100%. Para completar a desidratação 

das matrizes lácteas foi utilizada a técnica de secagem por ponto crítico do CO2, 

utilizando um secador Balzers CPD030 (Electron Microscopy Sciences, EUA). Depois 

de secas, as amostras foram fixadas em stubs de alumínio e metalizadas com uma 

fina camada de ouro (metalizador Balzers SCD030) para possibilitar a visualização no 

microscópio. 

As análises da microestrutura dos géis foram realizadas em microscópio 

eletrônico de varredura de alta resolução FEI Quanta 450 FEG, no Centro de 

Microscopia Eletrônica – UFPR, com aumento de 25000 vezes, em baixo vácuo (30 

Pa) e aceleração de voltagem de 10 kV. 

4.2.4 Capacidade de Retenção de Água (CRA) dos géis lácteos. 

Para a avaliação da capacidade de retenção de água (CRA) nas matrizes 

lácteas, as amostras foram preparadas conforme descrito na seção 4.2.2. Contudo, 

antes da etapa de coagulação, aproximadamente 20 g da amostra líquida foram 

vertidos em tubos de centrífuga de 50 mL e então foram tampados e levados à estufa 

para coagulação por 40 min. Após a coagulação, as amostras foram mantidas à 

temperatura de refrigeração (~ 4 °C) durante uma noite e analisadas no dia seguinte. 

Os tubos contendo as amostras foram centrifugados em ultra-centrífuga 

refrigerada Himac CR21GII (HITACHI), a 4750 rpm (3000x g) durante 15 min a 4 °C, 

seguindo adaptação do protocolo descrito por Meletharayil, Patel e Huppertz (2015).  

O soro sobrenadante dos tubos, resultante da etapa de centrifugação, foi 

pesado em balança analítica e, então, a CRA foi calculada em porcentagem (m/m) da 

massa do sólido restante nos tubos em relação a massa total da amostra, conforme a 

EQUAÇÃO 2. 

𝐶𝑅𝐴 (%) = 100 .  
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎−𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎𝑠𝑜𝑟𝑜

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
    (2) 

 



51 

 
4.2.5 Análise de atividade de água (aw) 

As amostras ainda líquidas foram colocadas nas cápsulas próprias do 

higrômetro Aqualab 3TE em camadas de cerca de 3 mm de espessura. As cápsulas 

foram tampadas e então seladas com Parafilm® para evitar a desidratação e foram 

levadas à estufa a 40 °C para a coagulação dos géis, assim como foi descrito nos 

métodos anteriores. A atividade de água foi obtida por leitura diretamente no 

higrômetro, após equilíbrio da temperatura em 25 °C.  

4.2.6 Análise do perfil de textura 

Os parâmetros de dureza, adesividade e coesividade dos géis lácteos foram 

obtidos utilizando o texturômetro TA-XT2 plus, com célula de carga de 25 kg (Stable 

Microsystems Ltda.) em um ensaio de perfil de textura (TPA) com compressão axial 

dupla a 30% da altura inicial das amostras, utilizando um probe de compressão de 

100 mm de diâmetro (P/100) e velocidade de ensaio de 0,8 mm.s-1, no qual dureza 

expressa a força máxima exigida para uma deformação determinada durante o 

primeiro ciclo de compressão, adesividade é o trabalho necessário para separar a 

amostra do equipamento que a compacta, expressando as forças de atração das 

amostras e coesividade é a medida da força das ligações internas das proteínas 

(BERTOLINO et al., 2011). 

As amostras foram dimensionadas em formato cilíndrico com 30 mm de 

diâmetro por 30 mm de altura e foram analisadas a 20 °C ± 1 °C. Seis repetições da 

análise para cada gel lácteo 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 exploratória diferencial dos géis lácteos 

A calorimetria exploratória diferencial (DSC) foi usada para obter o perfil 

térmico das amostras de forma a avaliar a estabilidade térmica dos géis lácteos. O 

ensaio foi realizado em um calorímetro modelo Q-200 (T.A. Instruments Ltd.), 

previamente calibrado com Índio 99,99 % de pureza (p.f. = 156,6 ºC; ΔH = 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 análise foram usados cadinhos de alumínio selados e com tampa 

microperfurada, onde foram pesados aproximadamente 10 mg de amostra para cada 

análise.  

As curvas foram realizadas e calculadas pelo software Universal analysis 

2000 (T.A. Instruments Ltd.), sob fluxo de ar sintético de 50 mL.min-1, em ciclo de 

resfriamento e aquecimento, com início em 20 °C e resfriamento até -60 °C. Foi 

aguardado 5 minutos para estabilização da amostra a -60 °C e então o sistema foi 

aquecido até 300 °C, a uma taxa de 10 ºC.min-1.  

As análises do DSC foram acompanhadas por termomicroscopia, onde as 

imagens foram obtidas por um microscópio digital acoplado à célula do DSC. O 

microscópio é equipado com sensor de cor CMOS e lentes de vidro com 2 megapixel 

de resolução 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 liberação de sal nas matrizes lácteas. 

4.2.8.1 Análise de mobilidade iônica de sódio por RMN 23Na. 

Para analisar a mobilidade dos íons de sódio nas matrizes lácteas foi 

utilizando a técnica de ressonância magnética nuclear de sódio (RMN 23Na), em sinal 

single quantum (SQ) para quantificar a concentração total de sódio e a fração de sódio 

ligado à matriz proteica nos géis lácteos, e em sinal double quantum filtered (DQF) 

para obter informações sobre a mobilidade de sódio "ligado" aos géis lácteos. O 

procedimento e os cálculos deste ensaio foram realizados segundo protocolo descrito 

por Mouaddab et al. (2007). 

Os dois tempos de relaxação transversal, rápido e lento, são obtidos por meio 

da gravação de uma série de experiências em DQF em diferentes tempos de criação, 

ajustados em função da Equação 3, associada à altura dos picos do sinal DQF: 

 

𝑘 × [exp(𝜏 𝑇2𝑆⁄ ) − exp(𝜏 𝑇2𝐹⁄ )]   (3) 

 

As amostras foram preparadas como o protocolo descrito na seção 4.2.2, 

onde, após a adição do coalho, cerca de 2 ml do modelo ainda líquido foi pipetado em 

um tubo de RMN de 10 mm. Em seguida, um tubo de RMN de 5 mm, preenchido com 

uma solução externa de referência, Na7Dy(PPP)2 em D2O ([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 desidratação e colocado no 

forno para a coagulação por 40 minutos. 

 

FIGURA 13. REPRESENTAÇÃO DA PREPARAÇÃO DA AMOSTRA E REFERÊNCIA UTILIZADOS 
NA ANÁLISE MOBILIDADE DE ÍONS SÓDIO EM RMN 23Na. 

 

As análises em RMN 23Na foram realizadas a 25 °C em espectrômetro Bruker 

Avance III 500 MHz, equipado com uma sonda de 10 mm e os dados foram registrados 

a 132,29 MHz.  

Neste estudo molecular, a mobilidade dos íons de sódio é dada pela 

caracterização do tempo requerido para o retorno do núcleo de sódio ao equilíbrio 

depois da excitação, que é obtido através da quantificação transversal (T2) dos tempos 

de relaxação da amostra.  

Devido à característica quadrupolar do núcleo de sódio, o tempo de relaxação 

transversal é dividido em transições internas e externas, que têm diferentes energias. 

Sendo assim, o tempo de relaxação transversal é expresso como  𝑇2𝑠 , 𝑇2𝑓, para a 

transição interna "lenta" e a transição externa "rápida", respectivamente, onde um 

maior tempo de relaxação sugere maior mobilidade dos íons de sódio.  

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

tempo de criação otimizado 𝜏𝑜𝑝𝑡, obtido pela Equação 4, que caracteriza a 
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organização do sistema (estrutura) em torno dos íons de sódio, onde um sinal mais 

baixo representa um sistema mais organizado.  

 

𝜏𝑜𝑝𝑡 =  
ln(𝑅2𝐹 𝑅2𝑆)⁄

𝑅2𝐹−𝑅2𝑆
     (4) 

 

Onde R representa a taxa de relaxação spin-spin para as frações rápida (R2F) 

e lenta (R2S). 

Por comparação das integrais das áreas dos sinais de DQF e SQ (razão 

ADQ/ASQ) é possível quantificar a fração de sódio "ligado"  (GOBET et al., 2009; 

BOISARD et al., 2013).  

4.2.8.2 Liberação de sal in vitro. 

Dez mililitros de gel lácteo antes da coagulação foram vertidos em uma 

membrana de diálise SpectraPor® MWCO:3500 Da (Spectrum Laboratories Inc., 

EUA) e, em seguida, colocados no forno para a coagulação. As amostras 

apresentavam aproximadamente 10 cm de comprimento e 10 g em massa.  

Após a coagulação, as amostras foram colocadas em um béquer com vinte 

vezes o seu peso em água e agitou-se o sistema por 90 min, conforme ilustrado na 

FIGURA 14, utilizando um sensor não-específico para a medição contínua da 

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

 

FIGURA 14. ILUSTRAÇÃO DO SISTEMA UTILIZADO NA ANÁLISE DE LIBERAÇÃO DE SAL IN 
VITRO.  
FONTE: ADAPTADO DE MOSCA et al., (2014). 
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O sensor não-específico utilizado, desenvolvido por Emorine et al. (2012), 

pode detectar a condutividade no meio aquoso de forma contínua, e através de uma 

curva de calibração pode-se calcular diretamente a quantidade de sal liberada em 

relação ao tempo.  

Sendo assim, as concentrações de sal liberadas, em g.L-1, foram calculadas 

pela EQUAÇÃO 5, obtida a partir dos dados da curva de calibração, construída com 

soluções da NaCl com concentrações de 0,02; 0,05; 0,08; 0,10; 0,20; 0,50; 0,80 e 0,90 

g.L-1. Na EQUAÇÂO 3, x é o valor de condutividade experimental obtida pelo sensor 

contínuo.  

[𝑆𝑎𝑙] = 0,0457𝑥−3,322; 𝑅2 = 0,997  (5) 

4.2.9 Aromatização dos géis lácteos 

Oito compostos voláteis, cujo as características de massa molecular, 

hidrofobicidade, volatilidade e odor que correspondem são apresentadas na TABELA 

2, foram selecionados para compor a mistura de aromas utilizada nas amostras para 

a análise de liberação de aromas. Foram escolhidos por fazerem parte dos aromas 

presentes em produtos lácteos, em função da compatibilidade com a técnica de 

cromatografia gasosa utilizada e considerando a utilização de grupos químicos 

diferentes.  

TABELA 2. CARACTERÍSTICAS DOS COMPOSTOS VOLÁTEIS ADICIONADOS AS MATRIZES 
LÁCTEAS PARA AROMATIZAÇÃO.   

Composto Grupo 
Massa 
molecular 
(g.mol-1) 

logP 
H 
(Pa.m3.mol-1) 

Odor 

Butanoato de etila Ester 116 1,85 8,237.101 
Maçã, bala, queijo, frutado, 
morango, doce 

Hexanoato de etila Ester 144 2,83 1,121.102 
Banana, brandy, frutas 
passas, morango 

Diacetil Cetona 86 -1,34 8,057.10-1 Manteiga, ranço 

2-heptanona Cetona 114 1,98 3,485.101 
Frutado, grama, nozes, 
sabão 

3-octanona Cetona 128 2,22 3,373.101 Manteiga, herbáceo, resina 

2-nonanona Cetona 142 2,71 7,192.101 
Fragrante, frutado, grama, 
leite quente, sabão 

3-metil butanal Aldeído 86 1,23 5,276.101 
Amêndoas, coco, grama 
fresca, frutado, malte, 
pungente, suor 

Octanal Aldeído 128 2,78 6,460.101 
Cítrico, gordura, grama, óleo, 
pungente, sabão, 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 aldeídos, 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 preparação da mistura, uma quantidade de 2,5 10-2 g.L-1 de cada 

composto de aroma foi dissolvido em propilenoglicol à temperatura ambiente (25 °C), 

sob agitação magnética, durante duas horas. A solução de mistura de aroma foi 

armazenada a 4 °C até ser aplicada aos géis.  

Para a aromatização, as matrizes lácteas foram preparadas como 

anteriormente descrito na seção 4.2.2, com algumas modificações, que podem ser 

mais claramente visualizadas na FIGURA 15.   

 

 

FIGURA 15. ADAPTAÇÕES NO MÉTODO DE PRODUÇÃO DAS MATRIZES LÁCTEAS PARA A 
ANÁLISE DE LIBERAÇÃO DE AROMAS. 
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Após a etapa de dispersão em UltraTurrax, 0,2 g.100 g-1 da solução de aroma 

previamente preparada foram adicionados à solução de proteínas acidificada e, em 

seguida, homogeneizado em recipiente hermeticamente fechado durante duas horas, 

sob agitação magnética. 

Após este período, cinco gramas de amostra foram pipetados em frascos para 

análise de headspace de 22,8 mL (Supelco) e o coalho (25 µL em 5 g) foi adicionado. 

Os frascos de headspace foram imediatamente selados com tampas magnéticas 

(Supelco) com septo traspassável em silicone e, em seguida, foram homogeneizados 

em vortex e levados à estufa a 32 °C durante 40 minutos para a coagulação. Após 

este período, os géis lácteos foram analisados por cromatografia em fase gasosa. 

4.2.10 Liberação de aroma 

Os géis lácteos aromatizados foram analisados por cromatografia em fase 

gasosa. Cinco repetições foram realizadas para cada formulação de gel lácteo, com 

apenas uma amostragem em cada frasco de headspace.  

As amostras preparadas conforme descrição na seção 4.2.9, nos frascos de 

headspace, aguardaram o início das análises em GC-FID em um cooler à temperatura 

de 10 °C antes da incubação a 32 ºC. Antes da injeção, as amostras foram transferidas 

para o incubador do amostrador automático do equipamento (GERSTEL MPS 2, 

Gerstel Inc., Mulheim an der Ruhr, Alemanha), onde foram mantidos a 32 °C durante 

120 minutos, sem agitação. O tempo de incubação foi definido por testes prévios como 

o tempo necessário para atingir o equilíbrio termodinâmico das amostras. 

Para a análise do headspace, 1 mL de amostra da fase gasosa contida no 

frasco foi retirada automaticamente usando uma seringa gas-tight (hermética), pré-

aquecida a 35 °C (Gerstel SGE, Victoria, Austrália), e injetada em modo splitless em 

um cromatógrafo em fase gasosa (GC TRACE Ultra, Thermo Electron, Milão, Itália), 

acoplado a uma coluna capilar DB-Wax (30 m, 0,32 milímetros d.i., 0,5 μm; Agilent J 

& W Scientific, Folsom, CA, EUA) e um detector de ionização de chama (FID) regulado 

para 250 °C. A temperatura do injetor foi fixada em 250 °C. Nitrogênio e ar sintético 

foram usados como gás de arraste a uma velocidade de 37 cm.s-1. A temperatura do 

forno foi programada para aumentar de 40 a 200 °C a uma taxa de aquecimento de 5 

°C.min-1 e então mantida a 200 °C durante 10 minutos. 
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4.2.11 Análise Estatística 

Os dados foram analisados previamente quanto a sua normalidade pelo 

método de Shapiro-Wilk e quanto a sua homogeneidade de variância pelo teste de 

Levene (p > 0,05).  

Os dados paramétricos foram, então, comparados por análise de variância 

one-way ANOVA e submetidos ao teste de diferenciação de médias LSD Fisher, 

enquanto que para os dados não paramétricos foi utilizado o método não paramétrico 

de Kruskal-Wallis para comparação de médias. Foi utilizado o método de Spearman 

para correlação (GRANATO, CALADO e JARVIS, 2014). O nível de significância foi 

determinado a p < 0,05 e as análises estatísticas realizadas com o software Statistica® 

(versão 10, StatSoft). 

A técnica exploratória multivariada foi aplicada para ilustrar as diferenças 

entre as amostras (n = 5) de acordo com suas características de estabilidade e 

liberação de sal e aromas. Para isso, os dados foram escalonados para equalizar a 

importância estatística de todas as variáveis e então analisados pelo software 

Statistica® por meio de técnica de Análise de Componentes Principais (PCA) (NUNES 

et al., 2015). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1.1 Ensaios Preliminares 

Os testes preliminares mostraram ser possível os produzir géis lácteos 

acidificados com ácido lactobiônico com 12% ou 20% de concentrado proteico de leite. 

A quantidade necessária de ácido para atingir os valores de pH 6,2 e 5,5 foi menor 

nos géis com 20% de CPL, devido nesta concentração o pH inicial (amostra controle) 

ser menor. No entanto, as diferenças entre as massas de LBA e GDL seguiram a 

mesma proporção, conforme pode ser observado na TABELA 3.  

Para atingir o mesmo valor de pH nos géis lácteos acidificados com LBA ou 

GDL, foram utilizadas quantidades diferentes dos dois compostos (TABELA 3). A 

quantidade de ácido lactobiônico necessária para a acidificação foi próxima ao dobro 

da massa de glucono-δ-lactona. 

TABELA 3. CONCENTRAÇÃO DE ÁCIDO LACTOBIÔNICO OU GLUCONO-δ-LACTONA 
NECESSÁRIOS PARA PRODUZIR GÉIS LÁCTEOS COM pH 6,2 OU 5,5, EM FORMULAÇÕES COM 
12 E 20% DE CPL. 

 
Controle HGDL HLBA LGDL LLBA 

 

Modelo com 12% CPL 

Concentração de ácido (g) - 0,35 0,60 1,50 2,80 

pH 6,68 a ±0,01 6,22 b ±0,02 6,24 b ±0,01 5,51 c ±0,02 5,52 c ±0,02 
      

Modelo com 20% CPL 

Concentração de ácido (g) - 0,25 0,50 1,40 2,70 

pH 6,59 a ±0,01 6,24 b ±0,02 6,25 b ±0,02 5,50 c ±0,02 5,52 c ±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 ionizável cada (GREEN, YU e VAN 

SCOTT, 2009), o pKa dos dois ácidos é muito próximo: 3,8 para o LBA e 3,7 para a 

GDL (GUTIÉRREZ, HAMOUDI e BELKACEMI, 2012), sendo assim, ambos tem a 

mesma capacidade de dissociação. Desta forma, a diferença nas quantidades 

requeridas de ácido pode ser explicado pela massa molecular dos compostos, onde o 

ácido lactobiônico apresenta 358.3 Da e a glucono-δ-lactona 178,14 Da (BURDOCK, 

1997; GUTIÉRREZ, HAMOUDI e BELKACEMI, 2012). O pH da amostra controle, sem 

acidificação, foi em torno de 6,6, próximo ao pH do leite (SCOTT et al., 2002). 

Os géis lácteos utilizando 20% de concentrado proteico de leite apresentaram, 

visualmente, maior estabilidade em relação aos géis testados com 12% de CPL, pois 

em concentração menor a rede proteica formada sofre rearranjos excessivos, 
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resultando em perda de estabilidade e sinérese, principalmente para os géis 

acidificados com GDL (MELLEMA et al., 2002). Lucey, Munro e Singh (1998) também 

relataram problemas de sinérese em géis lácteos e iogurtes produzidos com glucono-

δ-lactona, possivelmente devido à rearranjos logo após a etapa de coagulação do 

leite, pois, diferentemente de produtos acidificados por culturas láticas, a GDL começa 

a ser hidrolisada à ácido glucônico desde o momento no qual é adicionada. 

A sinérese pode influenciar os resultados de estudos comparativos por 

proporcionar diferenças não controladas nas amostras (GUINEE et al., 2004), por isso 

é importante que os géis não apresentem, ou apresentem minimamente, este 

fenômeno. Sendo assim, em todos os experimentos que se seguiram foram utilizados 

os géis lácteos compostos por 20% de CPL (FIGURA 16). Além disso, os géis com 

20% de CPL apresentam conteúdo de matéria seca mais próxima de um queijo fresco, 

que é de 50 a 20% (LOURENÇO NETO, 2013), como foi proposto no presente 

trabalho.  

Devido aos rearranjos que os géis lácteos tendem a sofrer após a coagulação 

todos os ensaios foram realizados após período noturno (overnight) em geladeira, a 

fim de minimizar diferenças estruturais entre as análises (MELLEMA et al., 2002). 

Com o aumento no teor de extrato seco dos géis, foi necessário acrescentar 

uma etapa de homogeneização em dispersor Ultra-Turrax ao processo produtivo para 

garantir a completa dissolução dos ácidos. 

 

 

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

As micrografias obtidas com ampliação de 25.000x das amostras de géis 

lácteos no microscópio eletrônica de varredura (MEV) estão apresentadas na FIGURA 

17. Nas imagens é possível visualizar diferenças entre as amostras.  

Na FIGURA 17A está representada a amostra Controle, sem adição de ácido 

e com pH 6,6. A microscopia para esta amostra exibe uma estrutura fina, aberta e com 

muitas ramificações. Esta configuração é típica da rede proteica formada por 

coagulação enzimática, onde há muitas ligações cruzadas entre as micelas de 

caseína por meio de interações com o cálcio (na forma de CCP), formando pequenas 

cadeias lineares que se agregam para formar aglomerados e grupos de caseínas, que 

por fim originam uma rede com aparência 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-δ-lactona com pH 6,2 (HGDL). Todavia 

uma pequena diferença na conformação das proteínas pode ser apontada para esta 

amostra, com a formação de aglomerados maiores em meio à rede fina. Lucey e Singh 

(1998) também encontraram uma microestrutura ramificada e com aparente 

interconectividade para géis de leite acidificados com GDL que não estava presente 

em géis acidificados por bactérias láticas, usando microscopia confocal a laser 

(CLSM). 

As diferenças entre as amostras Controle e HGDL acontecem em função da 

ligeira alteração do pH de 6,6 para 6,2 entre elas. Com o abaixamento do pH ocorrem 

diversos efeitos na estrutura das redes de proteína do leite (MCSWEENEY e 

O'MAHONY, 2016), principalmente pela solubilização do CCP, que causa a redução 

na quantidade de ligações cruzadas com o cálcio e induz a dissociação das micelas 

de caseína, além de modificar o balanço entre as interações hidrofóbicas e as 

repulsões eletrostáticas que estabilizam a rede proteica (PENG, HORNE e LUCEY, 

2009). A protonação dos grupos carregados negativamente da proteína pelo ácido 

neutraliza as cargas expostas e favorece as atrações hidrofóbicas, que fazem com 

que as partículas de caseína se agrupem. Contudo, em pH 6,2 a solubilização do CCP 

é parcial e, desta forma, o agrupamento também é parcial  (ESTEVES et al., 2003).  
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(A) 

  
(B) (C) 

  
(D) (E) 

FIGURA 17. MICROGRAFIAS DOS GÉIS LÁCTEOS OBTIDA POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA 
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 μm. AUMENTO = 25.000 VEZES. 
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Importantes discrepâncias podem ser visualizadas entre as FIGURAS 17B e 

FIGURA 17C, correspondentes às amostras acidificadas com ácidos diferentes (GDL 

ou LBA) que apresentam o mesmo pH de 6,2. Na FIGURA 17C, amostra acidificada 

com ácido lactobiônico (HLBA), a rede proteica apresenta menos ligações de cálcio 

entre as proteínas do que na amostra na qual foi utilizado glucono-δ-lactona como 

acidificante (FIGURA 17B), além de uma estrutura mais agrupada em relação à 

amostra correspondente. Devido às diferenças entre a amostra HLBA e HGDL, que 

apresentam o mesmo pH, conclui-se que o efeito do abaixamento do pH não foi 

unicamente responsável pelas distintas características encontradas para o gel 

acidificado com ácido lactobiônico.  

A estrutura aglomerada da amostra HLBA representa um estágio médio entre 

as amostras controle ou HGDL, que possuem muitas ramificações, e as amostras com 

pH 5,5 (LGDL e LLBA), que apresentam estruturas densas, pois, apesar do maior 

agrupamento, ainda apresenta algumas ramificações.  

A possível explicação para o comportamento da amostra HLBA está na 

capacidade quelante de íons cálcio do ácido lactobiônico, pois presume-se que os 

agentes quelantes se complexam com a cálcio solúvel da fração aquosa do gel lácteo, 

alterando o equilíbrio entre o cálcio na forma coloidal e o cálcio solúvel, causando um 

gradiente de concentração que leva à dissociação do CCP ligado às micelas e, assim, 

remove parte das ligações entre as proteínas (UDABAGE, MCKINNON e AUGUSTIN, 

2000). Entretanto, o decréscimo do CCP na micela causa a exposição dos resíduos 

de fosfoserina negativamente carregados o que, sem acidificação suficiente para 

neutralizar estas cargas, aumenta a repulsão eletrostática entre as caseínas, 

resultando em menor aglomeração entre as proteínas (PENG, HORNE e LUCEY, 

2009; KALIAPPAN e LUCEY, 2011). Este resultado está de acordo com o relatado no 

trabalho de McIntyre, O’Sullivan e O’Riordan (2016), onde os pesquisadores também 

encontraram rupturas das ligações cruzadas com cálcio em dispersões de caseína 

pela utilização de agentes quelantes.  

Embora a GDL em sua forma hidrolisada (ácido glucônico) também seja 

relatado como quelante de metais, os resultados encontrados neste trabalho podem 

indicar que o LBA tem maior capacidade quelante de íons cálcio do que a glucono-δ-

lactona. Contudo, a quantificação do poder quelante dos ácidos em questão ainda 

necessita ser mensurada em trabalhos futuros. 
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Nas FIGURA 17D e 17E são apresentadas as amostras LGDL e LLBA, 

respectivamente, ambas com pH 5,5 e estruturas aglomeradas. Em relação ao efeito 

do pH, era esperado que em ambiente mais ácido as estruturas se mostrassem mais 

aglomeradas do que em pH 6,2 para os dois tipos de ácido. Isso ocorre pois quanto 

maior a adição de substâncias ácidas (H+) para a diminuição pH, maior é a 

solubilização do CCP e maior a neutralização das cargas negativas das caseínas com 

consequente redução da repulsão eletrostática entre elas, favorecendo as atrações 

hidrofóbicas (VAN VLIET, LAKEMOND e VISSCHERS, 2004; KARLSSON, IPSEN e 

ARDÖ, 2007). Recentemente, os trabalhos de Silva et al. (2013) e Koutina et al. (2015) 

também mostraram a formação de uma estrutura proteica mais compacta e densa, 

com muitas proteínas agregadas, devido à desmineralização das micelas de caseína. 

Diferentemente do cenário encontrado para as amostras com pH 6,2, o efeito 

do tipo de ácido utilizado entre as duas amostras com pH 5,5 é menos evidente, pois, 

tanto a amostra acidificada com ácido lactobiônico, quanto a com glucono-δ-lactona 

apresentam poucas ligações entre proteínas e estruturas agrupadas e tortuosas. 

Entretanto, a amostra acidificada com glucono-δ-lactona apresenta aparência ainda 

mais agrupada do que no gel produzido com ácido lactobiônico.  

Acredita-se que as características próximas entre as amostras LGDL e LLBA, 

neste caso, possam ser explicadas pelo predomínio do efeito do pH sobre o efeito 

quelante aparentemente mais pronunciado do LBA na microestrutura do gel lácteo 

devido à extensa solubilização do CCP e neutralização 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 ligações com o cálcio pelo efeito quelante são, então, protonadas pelo 

ácido (PENG, HORNE e LUCEY, 2009).  

De forma geral, a análise microscópica dos géis lácteos revela que a 

alterações microestruturais nas amostras foram influenciadas tanto pelo pH, como era 

esperado, mas também pelo tipo de ácido utilizado, principalmente em pH 6,2. O efeito 

quelante do LBA sobre os íons cálcio modificou fortemente a configuração da rede 

proteica em relação às amostras com GDL em pH 6,2, porém, as diferenças entre as 

amostras em pH 5,5 foram menos explícitas. 
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5.1.3 Análises da atividade de água e capacidade de retenção de água nos géis. 

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

retenção de água (CRA) dos géis lácteos podem ser visualizados na TABELA 4.  

TABELA 4. CAPACIDADE DE RETENÇÃO DE ÁGUA E ATIVIDADE DE ÁGUA DOS GÉIS LÁCTEOS. 

Amostra pH Conteúdo de água  
(g,100g-1) 

Aw CRA (%) 

Controle 6,6 79,00 0,981 a ±0,002 97,76 b ±0,41 

HGDL 6,2 78,75 0,983 a ±0,001 96,72 c ±0,16 

HLBA 6,2 78,50 0,973 c ±0,001 98,31 a ±0,31 

LGDL 5,5 77,63 0,978 b ±0,001 97,68 b ±0,13 

LLBA 5,5 76,33 0,977 b ±0,001 97,81 b ±0,28 

Nota: Resultados expressos como média ± desvio padrão (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 diferenças significativas entre as amostras foram encontradas 

para os géis com pH 6,2, onde HGDL apresentou a menor capacidade de retenção de 

água, enquanto que HLBA, a maior. Com apenas uma ligeira diferença no conteúdo 

de água na formulação, este fato parece não ter influenciado os resultados, todavia, 

as diferenças podem ser relacionadas com a microestrutura das amostras.  

Segundo Kruif et al. (2015), a capacidade de retenção de água depende da 

densidade de carga e das ligações cruzadas nos produtos lácteos. Desta forma, dois 

mecanismos podem estar envolvidos na CRA dos géis lácteos. Em pH 6,2, a rede 

proteica na amostra HGDL é mais espaçada do que na amostra HLBA, facilitando a 

difusão do solvente pela matriz. Mesmo que a molécula de água 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 proteínas, sejam carregadas pela 

água. Como a análise de CRA é medida por gravimetria, moléculas de maior massa 

molecular pode aumentar a massa do soro liberado pela amostra na centrifugação 

(SILVA, LORTAL e FLOURY, 2015).  

Em relação aos resultados encontrados para a amostra HGDL, diversos 

trabalhos relataram problemas de sinérese excessiva em géis lácteos produzidos com 

GDL, devido à estrutura ramificada que está sujeita a rearranjos conforme o tempo e 

a pressão (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 

retenção de água pode, em alguns casos, ser relacionada com o fenômeno de 

sinérese do soro em produtos lácteos por representarem resultados referentes à força 

da rede proteica (MARTÍN-DIANA et al., 2003). 

No caso da amostra HLBA, além do maior tamanho dos obstáculos, que 

funciona como uma peneira para a passagem de moléculas de maior tamanho, há 

ainda o efeito do ácido lactobiônico, com possível maior capacidade quelante. Pela 

análise em MEV, é possível visualizar que o LBA reduz com maior intensidade as 

ligações do cálcio (CCP) e expõe cargas negativas dos grupamentos fosfoserina, além 

de promover a dissociação das caseínas na micela. As cargas negativas propiciam a 

hidratação das proteínas, fazendo com que a água interaja mais fortemente com a 

matriz proteica. Os resultados de atividade de água, 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 hidratação das 

proteínas devido a utilização de agentes quelantes em géis lácteos.  

Era esperado que em pH mais baixo a CRA fosse menor devido a expulsão 

do soro pela neutralização das cargas e pelo aumento da afinidade das interações 

hidrofóbicas entre as proteínas (VAN VLIET, LAKEMOND e VISSCHERS, 2004). 

Contudo, para os géis lácteos LGDL e LLBA foi encontrada uma CRA intermediária 

em relação às demais amostras, sendo maior do que a CRA da amostra HGDL com 

pH 6,2. Possivelmente, esses resultados estão relacionados à estrutura dos géis com 

pH 5,5, pois é mais tortuosa e com poros menores, aumentando assim, os obstáculos 

para a passagem do soro. Como a água não está fortemente ligada à matriz, é 

provável que a água tenha formado “bolsas” dentro do gel que não puderam ser 

removidos pela centrifugação das amostras. Estes resultados estão de acordo com os 

encontrados por Meletharayil, Patel e Huppertz (2015) para géis lácteos com 

diferentes concentrações de proteína e acidificados com GDL. Contudo, o conteúdo 

de água das amostras pode ter influenciado na obtenção 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 composição, quando o valor de pH é alto, géis mais fortes tendem a 

ser formados, capazes de reter mais água (SIAMAND, DEETH e AL-SAADI, 2014). A 

redução do pH de 6,6 para 6,2 foi suficiente para reduzir a força do gel HGDL, bem 
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como para produzir porosidade maior devido ao ligeiro agrupamento de uma fração 

de proteínas, como visualizado na análise de microscopia. 

5.1.4 Análises das propriedades mecânicas dos géis lácteos. 

Os resultados das medidas das propriedades mecânicas dos géis lácteos 

obtidas por meio do perfil de textura instrumental (TPA) para os parâmetros dureza, 

coesividade e adesividade podem ser observados na FIGURA 18, em combinação 

com o pH de cada amostra.  

 

FIGURA 18. PROPRIEDADES MECÂNICAS DE DUREZA, ADESIVIDADE E COESIVIDADE OBTIDAS 
PELO PERFIL DE TEXTURA INSTRUMENTAL (TPA) DOS GÉIS LÁCTEOS.  
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 mecânicas 

das matrizes lácteas, onde a diminuição do pH causou uma significativa redução na 

dureza dos géis lácteos. Esta relação também foi descrita nos trabalhos de (VAN 

VLIET, LAKEMOND e VISSCHERS, 2004; LAKEMOND e VAN VLIET, 2008) 

envolvendo géis lácteos. 

A redução do pH enfraqueceu a estrutura do gel devido à perda de forças 

intermoleculares entre as partículas de caseína pela solubilização do fosfato de cálcio 
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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 

lácteos com maior número de ligações cruzadas apresentam maior dureza, o que está 

de acordo com os resultados encontrados nas micrografias realizadas por MEV, onde 

conforme os géis perdem a estrutura fractal o parâmetro dureza também diminui.  

Além do efeito do pH, o tipo de ácido utilizado também proporcionou 

diferenças nas propriedades mecânicas das amostras, pois, em géis com mesmo pH, 

houve diferença significativa entre os géis acidificados com GDL ou LBA. Os géis 

lácteos produzidos com ácido lactobiônico foram menos firmes do que os produzidos 

com glucono-δ-lactona, resultado observado pelo menor valor de dureza na análise.  

Em relação ao efeito do tipo de ácido utilizado, as diferenças são devido ao 

modo como cada ácido interage com as proteínas que estruturam o gel. A 

possivelmente maior capacidade quelante de íons cálcio do LBA parece ser a principal 

causa das amostras acidificadas com este ácido apresentarem estruturas menos 

rígidas em relação às acidificadas com GDL, devido à indisponibilidade de parte do 

cálcio para realizar as ligações com a rede proteica, influenciando na solubilidade das 

proteínas e, consequentemente, a dureza dos géis, como reportado por Boisard et al. 

(2013) e Sołowiej, Cheung e Li-Chan (2014) para modelos de queijo.  

Para as amostras com pH 5,5, o possível efeito quelante superior do LBA 

parece ser menos pronunciado, pois a solubilização do cálcio coloidal acontece tanto 

para amostras com LBA quanto com GDL, devido ao pH mais baixo, mas mesmo 

assim apresentam diferenças reológicas entre as amostras. Neste caso, como um 

poli-hidroxiácido, há também a possibilidade que o LBA possa interferir na estrutura 

proteica por meio de ligações de hidrogênio 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 lácteos. 

No parâmetro adesividade não houve diferenciação significativa 

estatisticamente entre as amostras. Entretanto, em relação ao parâmetro coesividade, 

o abaixamento do pH e o tipo de ácido utilizado apresentaram comportamento similar 

ao parâmetro dureza, porém com menor intensidade, o que demonstra que os géis 

mantiveram suas características estruturais durante a primeira compressão (KIZILOZ, 

CUMHUR E KILIC, 2009).  
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5.1.5 Estabilidade térmica dos géis lácteos 

A estabilidade térmica dos géis lácteos foi estudada por meio da calorimetria 

exploratória 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.  

 

 

FIGURA 19. CURVAS DE CONGELAMENTO E AQUECIMENTO DO DSC PARA OS GÉIS LÁCTEOS. 
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) CRISTALIZAÇÃO DA ÁGUA, (2). FUSÃO DA ÁGUA, (3) E (4) 
EVAPORAÇÃO DA ÁGUA E DECOMPOSIÇÃO.  

 

O pico 1 é um evento exotérmico referente à cristalização da água das 

amostras; o pico 2 reporta o evento endotérmico de fusão da água e os picos 3 e 4 

apontam a desidratação e decomposição dos géis lácteos 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 estão sobrepostos no gráfico 

devido à proximidade nas temperaturas em que ocorrem. 

A análise termomicroscópica revelou que o evento 3 e 4 não estavam 

relacionados à fusão das amostras, evento que também é endotérmico, e sim 

desidratação e decomposição. Não foi observado evento de fusão dos géis lácteos, 

possivelmente porque o teor de gordura nas formulações é baixo.  

A FIGURA 20 mostra a curva obtida pelo DSC para a amostra Controle, com 

as imagens capturadas pela termomicroscopia, ilustrando suas características nos 

pontos: (1) amostra antes do início da análise; (2) amostra congelada; (3) início da 

desidratação da amostra; (4) final da desidratação e (5) característica final da amostra. 

 

FIGURA 20. TERMOMICROSCOPIA DA AMOSTRA CONTROLE, COM AUMENTO DE 800 VEZES, 
DURANTE A ANÁLISE DE DSC, ILUSTRANDO (1) AMOSTRA ANTES DO INÍCIO DA ANÁLISE; (2) 
AMOSTRA CONGELADA; (3) INÍCIO DA EVAPORAÇÃO DA ÁGUA; (4) FINAL DA EVAPORAÇÃO E 
(5) CARACTERÍSTICA FINAL DA AMOSTRA. AUMENTO = 800 VEZES. 
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Na TABELA 5 estão relacionadas as temperaturas nas quais cada evento 

acontece. A temperatura onset (Tonset) representa o início, a temperatura de pico (Tpico) 

a temperatura máxima e Tc a temperatura de conclusão dos eventos térmicos. A 

energia necessária para o acontecimento de cada evento é dada pela variação da 

entalpia (ΔH), em J.g-1, calculada pela área dos picos. O evento 4 nas amostras 

controle, HLBA, LGDL e LLBA estão sobrepostos, sendo representados em conjunto 

com o evento 3. Para a amostra HGDL, houve separação dos picos, permitindo o 

cálculo das temperaturas correspondentes a cada evento. 

TABELA 5. RESULTADOS DO EVENTOS TÉRMICOS: (1) CRISTALIZAÇÃO DA ÁGUA, (2). FUSÃO 
DA ÁGUA, (3 E 4) DESIDRATAÇÃO, OBTIDOS POR DSC DOS GÉIS LÁCTEOS. 

Amostra Evento 

térmico 

Tonset (°C) Tpico (°C)  Tc (°C)  ΔH (J.g-1) 

Controle 

1 -17,00±0,79 -20,35±0,04 -24,65±0,05 154,87±0,42 

2 -4,24ab*±0,15 3,84b±0,18 10,06±0,01 186,73c±5,95 

3 100,46ab*±0,13 116,59ab±0,01 132,01±0,04 1372,330c±1,53 

      

HGDL 

1 -14,89±0,21 -16,57±0,02 -20,01±2,48 183,10±0,53 

2 -4,05b*±0,03 3,62b ±0,02 10,17±0,01 214,27a±0,91 

3 110,34a*±0,12 132,49a±0,01 143,02±0,01 165,70d±4,47 

 4 169,32±0,12 186,10±0,01 199,51±0,02 719,33±14,72 

      

HLBA 

1 -10,23±1,15 -12,74±0,15 -15,26±1,18 200,07±0,31 

2 -4,90a*±0,13 0,46c ±0,04 12,31±0,10 213,87a±1,70 

3 100,78ab±0,08 123,88ab±0,68 142,71±0,11 1525,67a±10,26 

      

LGDL 

1 -10,54±0,29 -13,58±0,33 -19,46±0,35 179,00±0,40 

2 -4,33ab*±0,21 5,47a ±0,25 16,10±0,03 204,03b±0,45 

3 91,03b*±0,77 94,06b ±0,20 135,47±0,31 1404,70b±2,46 

      

LLBA 

1 -16,43±0,47 -16,46±0,22 -19,36±0,08 180,70±1,39 

2 -4,90ab*±0,04 5,52a±0,18 13,72±0,06 208,67b±1,06 

3 98,38ab*±0,10 104,41ab±0,27 123,15±0,16 1402,67b±5,13 

Nota: To (°C): Temperatura onset (início do evento); Tp (°C): Temperatura de pico; Tc (°C): 

Temperatura de conclusão; ΔH (J.g-1): variação de entalpia do evento. Letras diferentes para o mesmo 

evento (1, 2 ou 3) na mesma coluna representam diferenças significativas entre as amostras. *Dados 

não paramétricos (Diferença 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 transição vítrea (Tg) não pode ser detectada neste ensaio 

para nenhum dos géis lácteos analisados, provavelmente devido à limitação de 

temperatura do aparelho usado, pois, embora a temperatura tenha sido reduzida até   

-60 °C, esta é ainda muito superior à Tg da água, -135 °C, e quanto maior o conteúdo 

de água da amostra, mais próximo à Tg da água acontece sua transição vítrea (REID 

e FENNEMA, 2009). Desta forma, como o conteúdo de água dos géis lácteos é em 

torno de 80 %, provavelmente a Tg encontra-se abaixo de -60 °C.  

Em relação ao congelamento, os dados de interesse são relativos ao pico de 

fusão da água (pico 2), onde a temperatura onset corresponde à temperatura inicial 

de congelamento da amostra (BAI et al., 2001). O efeito da utilização de GDL ou LBA 

e do pH na conservação dos géis por congelamento foi estudado por meio da Tonset e 

da entalpia de fusão (ΔHf), que representa o calor latente de fusão do gelo (MATUDA 

et al., 2005). 

Por meio dos resultados descritos na TABELA 5 é possível observar que, ao 

contrário do encontrado por Le Dean et al. (2001), houve pouca influência do teor de 

matéria-seca na temperatura de congelamento entre as amostras, que variaram de     

-4,90 a -4,05 °C, sem diferenças 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 parâmetros 

analisados neste trabalho, contudo, a atividade de água das amostras é a propriedade 

que melhor explica a diferença de Tonset, apresentando forte correlação entre as duas 

análises (r = 0,975; p < 0,05). 

De acordo com Amornwittawat et al. (2009), os poli-hidroxiácidos (PHA), como 

o LBA e o GDL, são 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 diminuição da água livre devido 

a interação entre os grupos hidroxila dos PHA com a água e que quanto maior o 

número de hidroxilas na molécula maior é 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 às observações em MEV e TPA, realçou 

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 proteínas, como anteriormente discutido, e assim, deprimir o ponto de 

congelamento da água nas amostras. Contudo, a entalpia de fusão da água não 
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acompanhou o mesmo perfil, indicando que a energia necessária para a fusão do gelo 

em água não foi definida de forma principal pela ligação da água com a matriz. 

Para a amostra HLBA houve, ainda o deslocamento da temperatura de pico 

(Tpico) em relação as outras amostras, possivelmente devido a fusão de cristais 

amorfos e metaestáveis que são formados quando a água se encontra ligada, 

enquanto que a água livre forma cristais estáveis de formato hexagonal (YOSHIDA et 

al., 1992). 

Para o evento de desidratação e decomposição, as temperaturas iniciais 

(Tonset) variaram entre 91 e 110 °C entre as amostras de géis lácteos, com as 

temperaturas menores correspondendo às amostras LGDL e LLBA. Isso ocorre devido 

a alteração da estabilidade térmica pela variação do pH devido mudanças 

conformacionais nas proteínas, diminuindo a estabilidade térmica da amostra quando 

o pH é menor e refletindo no deslocamento da temperatura de transição térmica para 

números menores (WEN et al., 2012). Além disso, a entalpia de desidratação das 

amostras com pH mais baixo não variou. Desta forma, é possível concluir que em pH 

5,5 as amostras acidificadas com LBA ou GDL foram semelhantes, reforçando as 

características encontradas para estas amostras nas demais análises realizadas 

neste trabalho. 

Para a amostra Controle, a desidratação aconteceu de forma mais 

homogênea em relação às outras amostras, apresentando um pico com base larga, 

com uma ligeira oscilação no final do evento. Para a amostra HLBA, o perfil é próximo 

ao da amostra Controle, porém é possível verificar um pequeno pico exotérmico antes 

do final da desidratação. Todavia, nas amostras LGDL e LLBA, vários picos 

exotérmicos são formados durante o evento endotérmico de maior amplitude.  

Há diversos fatores que podem influenciar na obtenção dos resultados de 

desidratação com o perfil de picos apresentado. A primeira consideração a ser feita é 

que as amostras de géis lácteos são formadas por multicomponentes, que podem 

apresentar diversos eventos dentro da faixa de temperatura de desidratação como a 

desnaturação das proteínas do soro, degradação da lactose, dissociação das ligações 

entre caseínas, causando assim, irregularidades na análise térmica (LE DEAN et al., 

2001). Além disso, o evento endotérmico de maior intensidade representa a ruptura 

das ligações de hidrogênio entre a amostra e a água e sua vaporização, porém, 

quando ocorre a saída da água da estrutura da amostra, esta tende a se reorganizar 

estruturalmente, podendo formar novas ligações, o que é um processo exotérmico que 
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pode ser relacionado aos eventos com liberação de calor de menor intensidade nos 

gráficos 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 desidratação que foi menor em relação as demais 

amostras, pode fazer com as estruturas apresentes comportamentos distintos frente 

ao aquecimento. 

A amostra HGDL apresentou comportamento diferente de todas as outras 

amostras quando analisada quanto à estabilidade térmica, mostrando a separação do 

evento de evaporação em dois picos (3 e 4). Como a temperatura de início do evento 

n° 3 corresponde as das outras amostras e com o auxílio da termomicroscopia, 

conclui-se que o evento se trata também de desidratação, porém o valor da entalpia 

para a evaporação de 169 J.g-1 é muito menor dos que foram encontrados para as 

outras formulações, que ultrapassam 1300 J.g-1.  

Em comparação com os resultados obtidos para a CRA e aw da amostra 

HGDL, os resultados da análise térmica podem sugerir que a ligação da água com a 

amostra é muito mais fraca do que nas outras amostras e que, como a desidratação 

mais rápida, os outros eventos envolvidos nesta faixa de temperatura foram 

deslocados para temperatura mais altas, formando um pico separado do da 

desidratação. Entretanto, a entalpia de vaporização da água pura apresenta valores 

maiores do que os encontrados para todas as amostras, sendo de aproximadamente 

2272 J.g-1, o que pode ser devido a sobreposição de eventos exotérmicos durante a 

desidratação, como os rearranjos moleculares, fazendo com que a variação da 

entalpia na faixa de temperatura dos eventos 3 e 4 fosse menor. 

O gel HGDL, como visto anteriormente, já havia mostrado resultados distintos 

em relação às outras amostras de géis lácteos e, então, o perfil encontrado na análise 

de DSC corrobora com os resultados das análises de microscopia, CRA e aw. O maior 

valor de entalpia para a desidratação da amostra HLBA também está de acordo com 

as análises anteriores, pois foi considerado que esta amostra era capaz de interagir 

mais fortemente com a água e, assim, o processo de saída da água da amostra requer 

maior energia. 
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5.1.6 Efeito na mobilidade e liberação de sal in vitro nas matrizes lácteas. 

O efeito do pH e do tipo de ácido utilizado na mobilidade dos íons sódio nos 

géis lácteos foi medida a nível molecular pela técnica de espectroscopia RMN 23Na e 

em nível macroscópico pela liberação de sal in vitro (LS). Os resultados destas 

análises para as amostras Controle, HGDL, HLBA, LGDL e LLBA podem ser 

visualizadas na TABELA 6. As análises de espectroscopia RMN 23Na foram realizadas 

na Université de Bourgogne, em parceria com o Centre des Sciences du Goût et de 

l’Alimentation (CSGA – “Centro de ciência do gosto e da alimentação”), INRA, Dijon, 

França. 

TABELA 6. QUANTIFICAÇÃO E MOBILIDADE DOS ÍONS DE SÓDIO NOS GÉIS LÁCTEOS OBTIDOS 
POR RMN 23Na E LIBERAÇÃO DE SAL IN VITRO (LS) NOS TEMPOS 1 MIN E 60 MIN. 

 Controle HGDL HLBA LGDL LLBA 

Quantificação de sódio por RMN Na23 

[Na+]SQ * 
(g.100g-1)  0,95±0,07 1,01±0,01 0,99±0,03 1,03±0,01 1,03±0,02 

 
Razão 
ADQ/ASQ* 23,05±4,82a 19,20±0,15a 19,11±0,06a 18,53±0,29b 18,27±0,32b 

Mobilidade de sódio por RMN Na23 

𝑇2𝑠
𝐷𝑄

 (ms) 
16,64±1,13 17,83±0,04 17,29±0,27 19,09±0,56 17,37±0,32 

𝑇2𝑓
𝐷𝑄

 (ms)* 
0,54±0,02b 0,62±0,01b 0,62±0,01b 0,94±0,12a 0,98±0,09a 

𝜏𝑜𝑝𝑡 (ms)* 
1,92±0,08b 2,17±0,01b 2,14±0,02b 2,97±0,30a 2,98±0,19a 

 
Liberação de sal in vitro (LS)  (mg.L-1) 

t = 1 min 
10,53±0,17b 12,08±0,11a 10,95±0,57b 10,44±0,49b 10,30±0,26b 

t = 60 min 
119,16±3,31b 133,62±5,64a 109,16±5,96c 123,13±4,50b 121,49±4,64b 

Nota: Resultados expressos como média ± desvio padrão (n = 3). Letras diferentes na mesma linha 
representam resultados estatisticamente diferentes entre si (p < 0.05). *Dados não paramétricos.  

 

A real concentração de sódio ([Na+]SQ) nas matrizes lácteas (endógena + 

adicionada) foi quantificada pelo método single quantum da espectroscopia RMN 

23Na. Como era esperado, os resultados da quantificação mostraram que as amostras 

apresentam a mesma concentração de sódio, sem diferenças significativas entre as 

formulações (p > 0,05), o que está de acordo com a composição homogênea 
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idealizada para os géis, que foram preparados com a mesma quantidade de sal 

adicionada (1%).  

Em relação à quantificação relativa dos íons sódio “ligados” às proteínas, 

obtida pela razão entre as áreas dos sinais double quantum e single quantum (razão 

ADQ/ASQ), as principais diferenças entre as amostras foram em razão do pH, sem 

apresentar diferenças significativas entre as amostras acidificadas com ácidos 

diferentes. Desta forma, os géis lácteos com pH 5,5, acidificados tanto com ácido 

lactobiônico quanto com glucono-δ-lactona, apresentaram significativamente menos 

íons de sódio ligados à matriz em relação às amostras com pH 6,2.  

Boisard et al. (2013) não encontraram diferenças na quantificação de sódio 

ligados em amostras de modelos de queijo nos quais foi variada a proporção de 

lipídios/proteína e a dureza, para amostras com o mesmo pH. O mesmo acontece no 

presente trabalho para as amostras HGDL em comparação à HLBA, e LGDL em 

relação à LLBA, onde não houve diferença significativa para a quantidade de sódio 

ligado às amostras. Entretanto, nas amostras com pH diferente, 6,2 ou 5,5, houve 

diferenças significativas, sugerindo que nos géis lácteos a proporção de sódio ligado 

à matriz foi afetada pelo pH e não pela estrutura dos géis com suas diferenças 

reológicas. 

O efeito do pH pode ser explicado devido à ligação e à mobilidade do sódio 

estarem relacionadas com a presença de grupos carregados negativamente nas 

proteínas do leite, que com o abaixamento do pH são protonados, diminuindo a 

disponibilidade dos sítios negativos para interagir com os íons de sódio, resultados 

estes que são condizentes aos encontrados por Mosca et al. (2015a). Contudo, neste 

sentido, o efeito quelante, que aparenta ser maior para a amostra HLBA, não teve 

influência na quantidade de sódio ligado à matriz, o que levanta a hipótese de que há 

outros mecanismos envolvidos nesta ligação, fato este que é reforçado por Boisard et 

al. (2013) não terem encontrado diferença em amostras com maior teor de proteína e, 

consequentemente, mais grupos carregados negativamente. Desta forma, é provável 

que o pH não seja o único fator a influenciar a ligação com o sódio em modelos 

produzidos com proteínas de leite.  

Quanto à mobilidade dos íons de sódio que se encontravam “ligados” à matriz 

não houve diferença significativa entre todas as amostras em relação a transição 

interna (lenta) de íons sódio, porém para o tempo de relaxação externo (𝑇2𝑓
𝐷𝐹𝑄

) 
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apresenta o mesmo perfil encontrado para a quantificação da fração ligada (Adq/Asq), 

indicando que as diferenças entre as amostras não foram suficientes para modificar a 

forma como os íons sódio se ligam às matrizes proteicas. 

A organização da estrutura proteica em torno dos íons de sódio (𝜏𝑜𝑝𝑡) 

acompanhou o pH dos géis lácteos, indicando que a redução do pH torna o sistema 

mais desorganizado, o que também foi possível visualizar na análise microscópica por 

meio das diferenças encontradas entre as amostras com pH 6,2 e as com pH 5,5, de 

estruturas fractais a aglomeradas, respectivamente. Estes resultados estão 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 ι-carragena.  

Em síntese, a análise sobre a mobilidade de sódio em nível molecular (RMN 

23Na) mostrou pequenas e pouco significativas diferenças entre as amostras. Além 

disso, a utilização de LBA ou GDL como acidificante não apresentou modificações na 

forma como os íons sódio interagem com a matriz proteica. Por outro lado, o estudo 

macroscópico, por meio da liberação de sal in vitro (LS) (TABELA 6), apontou que a 

amostra HGDL libera o sal mais rapidamente do que as outras amostras, situação 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, então, foi considerado como ponto final da 

medição. No tempo final (60 min), é possível verificar um claro efeito da atividade de 

água e CRA, que por sua vez estão ligados à estrutura dos géis lácteos, na liberação 

de sal in vitro.  

Como os resultados da liberação in vitro não apresentam similaridade aos 

encontrados na análise de mobilidade, se pode concluir que os íons que são liberados 

na análise in vitro fazem parte da fração livre de sódio, presente na fase aquosa da 

matriz proteica, fazendo com que sua liberação dependa apenas de mecanismos 

físicos relacionados à facilidade de percorrer os caminhos formados pela estrutura dos 

géis. 

5.1.7 Liberação de aroma 

A quantidade de “aroma”, representado neste trabalho por compostos 

orgânicos voláteis (VOC, do inglês: volatile organic compounds), liberada dos géis 

lácteos para a fase vapor (ar) em equilíbrio, foi medida pela análise de cromatografia 

gasosa-FID do conteúdo do headspace dos frascos contendo os diferentes géis 
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lácteos. Os resultados desta análise foram expressos em relação à amostra controle 

e podem ser visualizados na FIGURA 21. As análises foram realizadas na plataforma 

analítica Chemosens, do Centre des Sciences du Goût et de l’Alimentation, INRA, 

Dijon, França. 

As principais diferenças na quantidade de aroma liberado pelos géis lácteos 

foram observadas em função do pH, principalmente para os aldeídos, 3-metil butanal 

e octanal, e para o diacetil. Como o concentrado proteico de leite era composto por 

uma mistura de proteínas, o efeito do pH possivelmente está relacionado aos 

diferentes tipos de interações entre os compostos de aroma com as proteínas do soro, 

com as caseínas, ou com ambas.  

Para os aldeídos, compostos que apresentaram maiores diferenças na 

liberação, o efeito do pH no coeficiente de partição dos aldeídos entre soluções 

aquosas de β-lactoglubulina e o ar, como acontece na análise de headspace, também 

foi observado por Van Ruth e Villeneuve (2002) para aldeídos alifáticos. Contudo, não 

foi verificado o mesmo efeito para o diacetil, o que pode ser atribuído a modificações 

na natureza de interação entre os compostos orgânicos voláteis e as proteínas.  

 

 

FIGURA 21. LIBERAÇÃO DE AROMA REPRESENTADA PELA RELAÇÃO ENTRE A ÁREA DOS 
PICOS CROMATOGRÁFICOS (CG-FID) DOS GÉIS LÁCTEOS HGDL, HLBA, LGDL E LLBA, E A 
ÁREA DA AMOSTRA CONTROLE. 
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Os aldeídos alifáticos, como o 3-metil butanal e o octanal, podem interagir 

com as proteínas do soro de leite por meio de ligações irreversíveis (GUICHARD, 

2006; MERABTINE et al., 2010). Sendo assim, Meynier et al. (2004) verificaram que 

os aldeídos alifáticos podem se ligar covalentemente a resíduos histidil e lisil das 

proteínas do soro. Estas interações ocorrem por meio da reação dos grupos carbonila 

com o grupo amina livre do resíduo lisil, via de adição de Michael, ou ainda pela adição 

de dupla ligação ao anel imidazol da histidina. Todavia, estes resíduos estão situados 

no sítio de ligação externo da β-lactoglobulina (TAVEL et al., 2008) e, desta forma, a 

modificação do pH, que altera a conformação da proteína, leva a alteração na sua 

acessibilidade aos compostos de aroma. Jouenne e Crouzet (2000) também 

reportaram que mudanças no pH modificam o acesso dos VOCs aos sítios de ligação 

da proteína. 

No trabalho realizado por Van Ruth e Villeneuve (2002) não foram 

encontradas interações significativas entre o composto diacetil e as proteínas do soro, 

enquanto que Fares et al. (1998) sugeriram a ocorrência de uma reação química entre 

o diacetil e o grupo de amina primária do caseinato de sódio, relacionados com os 

resíduos lisil. Estes autores também encontraram evidências sobre o efeito do pH 

nesta ligação, apresentando uma fraca ligação em pH neutro, o que pode ser 

explicado pela ionização dos grupos carboxila, os quais se tornam menos reativos 

para ligação. Desta forma, as mudanças no pH neste estudo podem ter sido 

suficientes para modificar a ligação entre diacetil e caseínas. Além disso, o efeito 

observado para o diacetil também pode ter sofrido influência das modificações 

estruturais encontradas nos géis lácteos, visto que uma significativa diminuição na 

concentração de diacetil no headspace foi encontrada por Rankin e Bodyfelt (1996), 

que consideraram que o aumento da viscosidade em géis lácteos pela adição de 

emulsificantes como possível causa ao invés das interações moleculares. 

A liberação das cetonas e os ésteres nos géis lácteos não foi afetada pelas 

alterações no pH mas, por outro lado, foi ligeiramente modificada pela natureza do 

agente acidificante, com uma pequena diminuição na liberação nos géis preparados 

com LBA em relação aos produzidos com GDL. Este efeito não pode ser explicado 

pelas diferentes propriedades reológicas encontradas para os géis porque a liberação 

é reduzida com o aumento da dureza e isso não explica o fato das amostras 

acidificadas com GDL, que exibem maior dureza do que as com LBA, apresentarem 
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maior liberação de VOC. Além disso, Juteau-Vigier et al. (2007) relataram que a 

influência da rede proteica foi desprezível na liberação de aromas em seu estudo.  

Ésteres e cetonas são conhecidos por interagirem com as proteínas por 

efeitos hidrofóbicos na cavidade central ou centros hidrofóbicos das proteínas do soro 

como a β-lactoglobulina (AYED et al., 2014). Como anteriormente discutido, devido 

sua capacidade quelante de íons cálcio aparentemente maior, o LBA promove a 

dissociação das frações hidrofóbicas das caseínas, como a β-caseína, que é uma 

molécula altamente hidrofóbica. Essa dissociação pode permitir o acesso dos VOC 

aos sítios de ligação hidrofóbicos, fazendo com que a retenção dos ésteres e cetonas 

seja maior (PERREAULT et al., 2010). O fato de em pH 5,5 não haver diferenças na 

liberação das cetonas e ésteres entre os géis com GDL ou LBA, corrobora com esta 

teoria, pois foi possível concluir que neste pH o efeito quelante do LBA é compensado 

nos géis com GDL pelas alterações promovidas pela acidificação, diminuindo assim 

as diferenças entre as amostras. 

Em pH 5,5 ocorrem alterações conformacionais nas proteínas, onde a 

interação entre as moléculas é realizada por meio de interações hidrofóbicas, que por 

sua vez, podem impedir o acesso do VOC aos centros hidrofóbicos e, sendo assim, 

houve a redução na retenção de aromas.  

5.1.8 Análise de componentes principais (PCA) para a liberação de sal e aroma nos 

géis lácteos. 

A FIGURA 22 sintetiza, através de uma análise de componentes principais 

(PCA), os resultados de pH, CRA, aw e propriedades mecânicas encontrados para os 

géis que apresentaram correlações (p < 0,05) com as análises para estudo da 

liberação de sal in vitro, mobilidade e quantificação de sódio ligado e da liberação de 

aroma nos géis lácteos.  

A PCA consegue explicar 81,75% das correlações entre os dados e, assim, é 

possível concluir que as principais diferenças entre as amostras para as análises 

discutidas ocorrem em função do pH e da estrutura, representada pela análise de 

dureza, onde estão 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. GRÁFICO DE DISPERSÃO PC1 vs. PC2 PARA OS GÉIS LÁCTEOS EM FUNÇÃO DAS 
ANÁLISES DE LIBERAÇÃO DE SAL E AROMA E DE MODIFICAÇÕES ESTRUTURAIS E NO pH. 
NOTA: LS (t = 60): LIBERAÇÃO DE SAL NO TEMPO 60 MIN; Tof: TEMPERATURA ONSET DE FUSÃO 
DA ÁGUA; ADQ/ASQ: QUANTIFICAÇÃO DE SÓDIO 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 estão relacionadas as análises de mobilidade de sódio via 

espectroscopia RMN 23Na, na qual a quantificação (Adq/Asq) foi descrita como função 

tanto da estrutura quanto do pH, onde a acidificação e a perda de dureza indicaram 

menor quantidade de sódio ligado à matriz, enquanto que a mobilidade (T2s) e a 

desorganização da matriz em torno dos íons sódio (𝜏𝑜𝑝𝑡) aumentaram com a 

diminuição do pH. Estão também relacionados ao pH e a estrutura, na PC1, as 

modificações na liberação de aromas encontradas. 

A PC2 diferencia a amostra HGDL das amostras Controle e HLBA. Esta 

diferenciação foi verificada em função da estabilidade da água nas matrizes, onde o 

gel HLBA apresenta maior CRA e menor aw, enquanto que, devido ao perfil contrário, 

o gel HGDL pode liberar maior quantidade de sal in vitro (LS t = 60). Estas 

modificações em razão do tipo de ácido utilizado são, principalmente, em função da 

capacidade quelante do LBA que alterou fortemente a estrutura do gel em pH 6,2 em 

relação à amostra HGDL. Além disso, o PC2 também relaciona a temperatura onset 
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de fusão da água (Tof) com as características de aw das amostras HGDL e HLBA, o 

que está relacionado à hidratação das proteínas. 

Como benefício tecnológico da utilização do ácido lactobiônico como 

acidificante em géis lácteos é possível apontar sua maior estabilidade frente à perda 

de água, fato que pode melhorar a conservação dos produtos e reduzir problemas 

como a sinérese excessiva (FELLOWS, 2006). Entretanto, a liberação de sal é menor 

para HLBA, o que pode alterar a percepção de gosto dos alimentos. 

Os resultados obtidos relacionados à interação do ácido lactobiônico com 

agente de sabor (sal e aromas) apresentaram poucas diferenças significativas em 

relação aos géis acidificados com GDL. As modificações na liberação/mobilidade de 

sal e aromas que ocorreram em função do pH ou em relação ao tipo de acidificante 

utilizado não podem ser considerados conclusivos em relação à percepção de sal sem 

que testes sensoriais possam analisar o impacto destas alterações na intensidade de 

percepção do sabor, pois os resultados sensoriais nem sempre estão correlacionados 

à mobilidade de sódio ou com a liberação 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 ácido 

lactobiônico na percepção sensorial.  
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6 CONCLUSÃO 

Os géis lácteos produzidos com ácido lactobiônico apresentaram poucas 

modificações em relação aos produzidos com glucono-δ-lactona. As principais 

diferenças entre os géis lácteos acidificados com ácido lactobiônico ou glucono-δ-

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 lácteos, bem como a solubilidade das proteínas lácteas.  

A partir das alterações na microestrutura do gel lácteo, mudanças nas 

propriedades mecânicas, atividade de água, capacidade de retenção de água, 

estabilidade térmica e liberação de aromas entre as amostras HGDL e LLBA puderam 

ser verificadas. 

 A mobilidade de sódio nos géis lácteos foi alterada apenas em função do pH, 

sem apresentar efeito da utilização de GDL ou LBA. Em pH igual, a mesma quantidade 

de sódio está livre nos géis lácteos, entretanto, devido a facilidade de saída da água 

do gel HGDL, a liberação de sal in vitro foi maior para esta amostra.  

Nos géis lácteos com pH 5,5 as diferenças entre os géis com LBA ou GDL 

foram mínimas, em razão do efeito do pH sobressair ao efeito quelante aparentemente 

maior do LBA. As diferenças entre LGDL e LLBA na microestrutura e nas propriedades 

mecânicas não foram suficientes para proporcionar alterações nas demais análises. 

A utilização do ácido lactobiônico como acidificante em géis lácteos aumentou 

a estabilidade frente à perda de água, fato que pode melhorar a conversação dos 

produtos e reduzir problemas como a sinérese excessiva, que é um problema 

apontado para géis com GDL.  Entretanto, a liberação de sal é menor para HLBA, 

pode alterar a percepção de gosto dos alimentos, além de apresentar menor 

estabilidade térmica em razão da sua hidratação. 

O ácido lactobiônico apresentou propriedades de interesse na área de 

alimentos, o que incentiva que estudos sobre a segurança da sua utilização como 

aditivo alimentar continuem a ser realizados para que este possa ser recomendado 

formalmente para uso industrial.  
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7 SUGESTÕES PARA FUTUROS TRABALHOS 

Este trabalho teve o intuito de iniciar os estudos sobre a aplicação do ácido 

lactobiônico em alimentos por meio da pesquisa em géis lácteos. Contudo, os 

resultados obtidos despertam o interesse sobre novas aplicações e propriedades para 

este ácido como aditivo em alimentos, promovendo a necessidade da continuidade 

desta pesquisa. Dentre tantos pontos que poderiam ser propostos, há algumas 

sugestões relevantes como: 

  Análise sensorial de produtos com ácido lactobiônico.  

 Testes da capacidade de retenção de água em produtos de panificação e 

embutidos cárneos. 

 Diminuição do tempo de fabricação para queijo muçarela. 

 Interação termodinâmica com minerais, proteínas e aromas. 

 Aplicação em iogurtes e queijos frescos para evitar a sinérese. 

 Estudo sobre a capacidade quelante do ácido lactobiônico. 

 Estudos sobre a capacidade prebiótica do LBA. 
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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 ºC. The lactulose began to decompose above 180 ºC. 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 ºC. 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. 
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