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Resumo

O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia da pressdo de homogeneizacdo upstream (antes do tratamento
térmico) na estabilidade do leite integral pasteurizado quando submetido ao teste do alcool, visando processamento
UHT sem adicdo de estabilizantes. Quatro diferentes pressdes de homogeneizacdo (0 MPa, 20 MPa, 40 MPa e 80
MPa, além do tratamento controle) foram avaliadas em temperatura de 80°C (temperatura de homogeneizacdo média
utilizada nas industrias de leite UHT), empregando dois métodos de observagdo do comportamento coloidal do leite
apos o teste do alcool (concentracBes de etanol entre 72% (v/v) e 96% (v/v), em intervalos de 2% (v/v)): visualizacdo
direta e analise de distribuicdo do tamanho das particulas. Os resultados de LS demonstraram que o tratamento 0 MPa
ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) para valores de dio até o alcool 86% (v/v), mostrando assim uma
maior estabilidade quando comparado ao tratamento controle (estavel ao alcool < 82% (v/v)). Verificou-se que as
estabilidades dos tratamentos controle, 20 MPa e 40 MPa foram mantidas até a concentragdo do alcool < 80% (v/v)
(p>0,05), comportamento distinto ao observado no tratamento 80 MPa que apresentou diferenca estatistica
significativa (p<0,05) apds adi¢do do alcool >78% (v/v). Esses dados demonstraram que a homogeneizagdo upstream
aplicando pressoes entre 20 MPa e 80 MPa teve influéncia negativa no teste do alcool. Sob a condig¢Oes do estudo, a
ndo adicdo dos estabilizadores ndo pode ser recomendada.

Palavras-chave: Tamanho de particulas; Processamento UHT; Etanol.

Abstract

The purpose of this work was to study the influence of the upstream homogenization pressure (before heat treatment)
on the stability of pasteurized whole milk when submitted to the alcohol test, aiming at UHT processing without the
addition of stabilizers. Four different homogenization pressures (0 MPa, 20 MPa, 40 MPa and 80 MPa, in addition to
the control treatment) were evaluated at a temperature of 80°C (average homogenization temperature used in the UHT
milk industry). Two methods of observation of the colloidal behavior of milk after the alcohol test (ethanol
concentrations between 72% (v/v) and 96% (v/v), at 2% (v/v) intervals) were applied: direct visualization and particle
size distribution (LS) analysis. The LS results showed that the 0 MPa treatment did not present significant difference
(p>0.05) for values of dio up to 86% alcohol (v/v), thus showing a higher stability when compared to the control
treatment (with stability up to 82% (v/v) alcohol). It was found that the stability of the control, 20 MPa and 40 MPa
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treatments were maintained up to 80% alcohol (v/v) (p>0.05); a distinct behavior was observed in the 80 MPa
treatment which presented a statistically significant difference (p<0.05) after an alcohol concentration >78% (v/v).
These data demonstrate that upstream homogenization applying pressures between 20 MPa and 80 MPa had a
negative influence on the alcohol test and based on the results of the observations, the elimination of stabilizers could
not be supported.

Keywords: Particle size; UHT processing; Ethanol.

Resumen

El objetivo de este trabajo es estudiar la influencia de la presion de homogenizacion upstream (antes del tratamiento
térmico) sobre la estabilidad de la leche integral pasteurizada cuando se somete a la prueba de alcohol, con el objetivo
de procesar leche UHT sin la adicion de estabilizadores. Se evaluaron cuatro presiones de homogeneizacion diferentes
(0 MPa, 20 MPa, 40 MPa y 80 MPa, ademas del tratamiento de control) a una temperatura de 80 °C (temperatura
promedio de homogenizacién utilizada en las industria de leche UHT). Dos métodos de observacion del
comportamiento coloidal de la leche después de la prueba de alcohol (concentraciones de etanol entre 72% (v/v) y
96% (v/v), a intervalos de 2% (v/v)) fueron utilizados: visualizacién directa y analisis de distribucién del tamafio de
particula (LS). Los resultados de LS mostraron que el tratamiento con 0 MPa no presentd diferencia significativa
(p>0.05) para valores de tamarfio de particula dio hasta 86% (v/v) de alcohol, mostrando asi una mayor estabilidad en
comparacion con el tratamiento de control (estable hasta < 82% (v/v) de alcohol). Se encontré que la estabilidad de
los tratamientos de control a 20 MPa y 40 MPa se mantuvo hasta una concentracion de alcohol < 80% de alcohol (v/v)
(p>0.05). Un comportamiento distinto fue observado en el tratamiento de 80 MPa, que presentd una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) a concentraciones de alcohol > 78% (v/v). Estos datos demuestran que la
homogeneizacion upstream aplicada a presiones entre 20 MPa y 80 MPa influye negativamente en la prueba de
alcohol. La no utilizacdo de estabilizadores no puede ser recomendada, basado en los resultados del presente estudio.
Palabras clave: Tamafio de particula; Procesamiento UHT; Etanol.

1. Introducéo

O leite é um sistema complexo constituido por uma emulsdo de gordura e uma dispersao coloidal de proteinas em uma
solucdo aquosa de sais, vitaminas, peptideos, lactose e oligossacarideos (Michalski & Januel, 2006). Tecnologias de
conservacao utilizando tratamento térmico sdo amplamente utilizadas nas industrias de laticinios, visando permitir maior
tempo de armazenamento e distribuigdo para consumo sem deterioragdo (Lewis & Heppel, 2000).

No Brasil, destaca-se o processamento térmico em ultra alta temperatura (UHT), no qual o produto homogeneizado é
submetido a temperaturas entre 130 °C e 150 °C por 2 a 4 segundos (Brasil, 1997). Para ser submetido a este tipo de
tratamento em alta temperatura, o leite deve apresentar adequada aptiddo ao processamento térmico, ou seja, € preciso que as
proteinas presentes no leite sejam estaveis na dispersdo coloidal, mesmo em condigdes térmicas extremas, como no caso do
UHT (Fox et al., 2015).

Parte da estabilidade térmica do leite é fornecida pela estrutura micelar das caseinas, sendo essa responsavel pela
resisténcia da dispersdo coloidal & coagulacdo durante o aquecimento (Walstra et al., 2005). Neste sentido, visando determinar
a estabilidade térmica das proteinas, utiliza-se o teste do alcool como anélise de recepgdo do leite na planta industrial (Bylund,
2003). Logo, o leite com baixa estabilidade térmica € identificado através da precipitacdo ou formagdo de grumos quando
exposto ao etanol (Tetra Pak, 2021).

O teste do alcool é realizado misturando-se as amostras de leite em igual volume com uma solugdo de alcool etilico,
assim, as proteinas tornam-se instaveis em determinada concentragdo alcodlica (Karlsson et al., 2017). Na presenca do etanol
ocorre a agregacdo das micelas devido a reduc¢do da constante dielétrica da mistura, gerando colapso da k-caseina e
consequente diminuicdo da repulsdo estérica (Horne & Parker, 1981b). A reducdo da constante dielétrica da fase aquosa
conduz a uma diminuicéo da hidratacdo, o que aliado as intera¢fes dos grupamentos laterais nas cadeias de polipeptidios com
grupamentos alquil na fase aquosa, modifica a orientacdo das forgas levando a modificagao das estruturas terciaria e secundaria
da proteina, e finalmente a sua irreversivel coagulagdo (Horne, 2016). A estabilidade térmica do leite sera melhor quanto maior
for a concentracgdo da solugdo de alcool etilico utilizada sem que ocorra coagulacéo (Tsioulpas et al., 2007). Portanto, o teste

do alcool tornou-se um indicador da estabilidade térmica do leite, demonstrando assim se 0 mesmo esta apto ao tratamento
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UHT (Karlsson et al., 2019).

Em muitas inddstrias, hd um processo que antecede o tratamento UHT: a homogeneizacdo upstream. A mesma
consiste em um tratamento mecanico dos glébulos de gordura no leite, causado pelo transporte do liquido sob alta presséo,
através de uma pequena passagem, a fim de estabilizar a emulsdo de gordura reduzindo o tamanho dos glébulos e evitando
assim sua separacgao durante o tempo de armazenamento (Lopez, Cauty & Guyomarc'h, 2015), além de interferir também na
estrutura coloidal. A homogeneizacdo rompe a membrana bioldgica que cobre os glébulos de gordura do leite e refaz sua
estrutura adicionando proteinas, principalmente as micelas de caseina na superficie da nova membrana (Obeid et al., 2020; Ye
et al., 2017). Deste modo, a membrana dos globulos de gordura é drasticamente alterada pelo processo de homogeneizagdo
(Obeid et al., 2019).

Partindo-se desta premissa, 0 presente trabalho objetiva estudar a influéncia da pressdo de homogeneizacdo na
estabilidade coloidal do leite pasteurizado, visando processamento UHT, empregando um teste simples, barato e amplamente
utilizado pelas inddstrias, que é o teste do lcool (Horne, 2016), porém ndo somente pela visualizagdo direta (olho humano),
mas também utilizando um analisador de tamanho de particulas (LS). Esta avaliacdo visa inferir sobre a interferéncia da
homogeneizagdo upstream na estabilidade coloidal, com foco em ganhos no desempenho e na produtividade em escala

industrial.

2. Metodologia

O presente trabalho foi realizado no laboratério de Quimica e Tecnologia — QUIMTEC — do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). O experimento consistiu na producdo de iogurtes suplementados
com leitelho e posterior andlise para caracterizagdo microestrutural. O experimento consistiu de um delineamento com 5

tratamentos (pressdes de homogeneizagdo de 0 MPa, 20 MPa, 40 MPa e 80 MPa) e 3 repeti¢des totalizando 15 producdes.

2.1 Homogeneizacao

Para o experimento foram utilizadas amostras de leite fluido pasteurizado com 3,2 % (m/v) de gordura, sendo as
mesmas provenientes de uma empresa de Juiz de Fora/MG (Costa, 2016). Para cada repeticdo, foram utilizados 4 litros de leite
pasteurizado que foram pré-aquecidos até 80 °C (temperatura de homogeneiza¢do média utilizada nas indUstrias) em banho-
maria com uma taxa de aquecimento de 2,0 °C por minuto. Logo apds o aquecimento, coletou-se a amostra do leite para ser
utilizado como tratamento controle do experimento (Costa, 2016). Em seguida, o restante do leite foi submetido ao processo de
homogeneizacdo (homogeneizador modelo APV-1000) variando-se a pressdo aplicada para cada tratamento, sendo estes: 0
MPa, 20 MPa, 40 MPa e 80 MPa. Em seguida, todas as amostras foram resfriadas até temperatura de 6,0°C * 2,0 °C visando

avaliacéo do teste do alcool. Todo este procedimento foi realizado em triplicata (n=3).

2.2 Teste do alcool

As solugdes alcodlicas foram preparadas em concentragBes variando entre 72% (v/v) a 96% (v/v), em intervalos de
duas unidades percentuais. As graduacdes alcodlicas foram conferidas e ajustadas com auxilio de um densimetro digital
“DENSITO 30P” (Costa, 2016). O pH das amostras foi medido com o pH-metro de bancada e foi adicionada de &cido ou base,
de acordo com o pH médio do leite (6,7). O teste do alcool foi realizado nos quatro tratamentos de homogeneizacdo e no leite
ndo homogeneizado (Controle), em placas de Petri e com 0 uso de micropipetas de 2 mL. Foram misturados 2 mL de alcool e 2
mL de leite para cada ensaio de variagdo alcodlica. Cada tratamento foi submetido ao teste do alcool em duplicata (Costa,
2016). Em cada ensaio de variagdo alcoolica foi observada a reacdo de desestabilizagdo ao alcool em placa de Petri. Para

melhor caracterizagdo, a seguinte escala de niveis de desestabilizacdo foi considerada: (-) ndo houve coagulagdo, (1) inicio de
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coagulacgdo, (1+) pouca coagulagdo, (1++) coagulagdo média e (1+++) coagulagdo extensa.

2.3 Andlise de distribuicao do tamanho das particulas por difracéo laser (LS)

A anadlise de tamanho das particulas dos leites ndo homogeneizados e homogeneizado, quando submetidos as
diferentes graduagdes alcodlicas no teste do alcool, foi realizada pelo analisador de particulas Beckman Coulter LS 13 320 por
difracdo laser (Costa, 2016). As amostras dos leites mantidas na temperatura de 6,0°C + 2,0 °C ap06s a mistura com etanol
foram imediatamente destinadas ao LS, e os resultados de distribuicdo dos tamanhos das particulas foram obtidos utilizando o

indice de refracdo de 1,332 para o meio dispersante (agua), 1,47 para gordura e 1,57 para as micelas de caseina (Costa, 2016).

3. Resultados e Discusséo
3.1 Teste do &lcool pela visualiza¢éo direta

A inferéncia sobre a estabilidade coloidal do leite mediante o uso do teste do alcool é um procedimento amplamente
difundido no Brasil. Segundo a Instru¢cdo Normativa n° 76 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Brasil,
2018), a inspecdo da qualidade do leite cru refrigerado deve apresentar estabilidade em uma concentragdo alcodlica minima de
72% (v/v). Devido ao baixo custo e alta simplicidade, o teste do &lcool continua em uso, mesmo apresentando limitacdes
analiticas relacionadas principalmente a forma de visualizagdo do analista e ndo de um sistema instrumental.

Na Tabela 1 apresentam-se os resultados obtidos neste estudo, utilizando o método referéncia de caracterizacdo do
teste do alcool (visualizacdo direta com olho humano). O tratamento controle (leite que ndo foi submetido ao processo de
homogeneizacdo) apresentou coagulacdo em concentragdo alcodlica 84% (v/v), sendo o leite estavel até o alcool 82% (v/v). O
leite que passou pelo homogeneizador sem pressao (0 MPa), apresentou maior estabilidade ao etanol (mantendo integra as
caracteristicas do coloide em graduagdo alcodlica acima do leite Controle), coagulando no &lcool 86% (v/v). Ja o leite
homogeneizado a 20 MPa, apresentou menor estabilidade ao teste do alcool em relagéo ao controle, gerando grumos no alcool
82% (v/v). Os tratamentos 40 MPa e 80 MPa diminuiram ainda mais a estabilidade do leite quando comparados ao controle,

formando ambos, precipitados a partir do &lcool 80% (v/v).

Tabela 1. Resultados da média das observages visuais do teste do alcool (n=3).

Concentracédo do etanol (%v/v) AEtanol (%v/v)"
Tratamentos  ——2>"2,"""76 78 8 82 8 8 8 90 682+ X"~
Controle - - - - - - 1 1+ 1++ NR NA
0 MPa - - - - - - - 1 1+ 1+t 3,0+ 1,0°
20 MPa - - - - - 1 1+ 1+ NR NR 1,0 +1,00
40 MPa - - - - 1 1+ 1++ NR NR NR -4,0+0,0°
80 MPa - - - - 1 1+++ 1+++ NR NR NR -4,0+0,0°

Legenda: (-) ndo houve coagulagéo, (1) inicio de coagulacéo, (1+) pouca coagulagéo, (1++) coagulagcdo média, (1+++) coagulagdo extensa,
(NR) n&o realizada e (NA) néo aplicada.
*Meédias seguidas da mesma letra, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
**AEtanol calculado pela diferenga entre o valor da concentragdo alcodlica maxima obtida para o tratamento Controle (82 %v/v) em relagéo
a concentracao alcodlica maxima de ndo coagulacéo dos demais tratamentos (X). Fonte: Autores.

De acordo com os resultados obtidos pela visualizacdo direta, desenvolvemos um indicador de estabilidade coloidal
mediante a variacao no nivel da concentragdo alcodlica limite para a formacao dos agregados, que chamamos de AEtanol (1€-se
delta etanol). Este parametro, também apresentado na Tabela 1, tem como objetivo mostrar a variacdo da estabilidade ao teste

do élcool dos tratamentos que passaram pelo processo de homogeneizagdo em relagéo aos seus respectivos controles. Verifica-
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se pelo valor de AEtanol, que o tratamento 0 MPa apresentou uma variagdo positiva média de 3,0 £ 1,0 % (v/v) em relagdo ao
controle considerando as trés repeticdes. Ja os demais tratamentos que foram submetidos ao processo de homogeneizacdo
diminuiram a estabilidade ao alcool com o aumento progressivo das pressdes de homogeneizagdo, sendo os valores de AEtanol
(% viv)-1,0£1,0,-4,0£0,0e-4,0£0,0 respectivamente para os tratamentos 20 MPa, 40 MPa e 80 MPa.

Observa-se pelos resultados, que o leite submetido ao processo de homogeneizacdo sem pressdo (0 MPa) e com 20
MPa, apresentaram diferenga significativa (p<0,05) para o AEtanol em relagdo aos demais tratamentos. Contudo nao foi
observada diferenca significativa (p>0,05) entre os leites homogeneizados a 40 MPa e 80 MPa, indicando similaridade na
influéncia da estabilidade coloidal do leite pasteurizado para as duas pressoes.

E imperativo destacar que a faixa usual de pressdo de homogeneizacdo do leite para processamento UHT é de 20
MPa. Assim, é possivel inferir que a etapa de homogeneizacdo upstream pode diminuir a estabilidade coloidal do leite, estando
0 mesmo mais suscetivel a influéncia da intensidade do tratamento térmico aplicado. Segundo Sweetsur & Muir (1983), a
estabilidade ao calor do leite integral apresentou uma redugdo gradual com o aumento pressdo de homogeneizagéo, sugerindo
ser uma consequéncia do aumento da adsor¢do de proteina, especialmente caseina, nos glébulos de gordura homogeneizados
do leite, favorecendo a coagulagéo.

O leite submetido ao homogeneizador a 0 MPa € o que obteve melhores resultados de estabilidade, indicando que o
coloide sofre algum tipo de alteracdo na sua estrutura, mesmo ndo havendo pressdo para modificar os glébulos de gordura.
Acredita-se que isso provavelmente é devido a menor formagdo de uma membrana secundaria apresentando espessura mais
fina (thickness) sobre os glébulos, devido ao estresse mecénico aplicado na passagem do leite, e a existéncia de ligacGes
formadas entre as soro proteinas e as caseinas, durante a rampa de aquecimento do leite até 80°C.

Conforme os estudos de Michalski et al. (2002), o potencial { (zeta) aparente dos globulos de gordura do leite
homogeneizado aumentou com a pressdo de homogeneizagdo ¢ atingiu um platd de aproximadamente de —20 mV,
correspondente ao potencial { das micelas de caseina, quando a interface esta quase totalmente coberta pelas mesmas. Esse
aumento gradual do potencial { aparente com a aumento da pressdo de homogeneizacdo exercida no leite ocorre devido a
diminuicdo de tamanho dos glébulos de gordura homogeneizados, de modo que a fracdo de superficie da membrana do glébulo
de gordura coberta por proteinas aumenta.

Da mesma forma, Obeid et al. (2019) investigaram o papel da homogeneizacéo nas interagdes entre os glébulos de
gordura do leite e as caseinas e constataram que em pH de 6,7, as micelas de caseina e os glébulos de gordura séo carregados
negativamente, possuindo um potencial { de -15 a -20 mV e um potencial { de -13 mV, respectivamente. Porém, o glébulo de
gordura esta estabilizado por um conjunto de glicoproteinas formando o glicocélice, que gera estabilidade fisica e as micelas de
caseina exibem uma camada estabilizadora na x-caseina, evitando entdo o contato entre elas pelas repuls@es eletrostaticas e
estéricas. Para os glébulos de gordura homogeneizados, o impedimento estérico na sua interface vai diminuindo com a
substituicdo do material original da membrana por micelas de caseina apds a homogeneizagdo. Assim, os glébulos de gordura
homogeneizados sao capazes de estabelecer forgas de adesdo mais altas com micelas de caseina, devido as caseinas adsorvidas

em sua interface triacilglicerois/agua.

3.2 Analise de distribui¢do do tamanho das particulas
3.2.1 Leite sem adi¢do de etanol

Visando melhor compreensdo da influéncia da pressdo de homogeneizacdo sobre o didmetro hidrodindmico das
micelas de caseinas e os glébulos de gordura nos leites, foram realizadas analises de distribuicdo do tamanho das particulas
utilizando difracdo laser (LS). Na Figura 1, é possivel observar as curvas de distribuicdo do didmetro das particulas (um) em

relacdo ao volume (%).
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Os dados apresentados na Figura 1 séo relacionados aos leites obtidos nos diferentes tratamentos estudados (controle,
0 MPa, 20 MPa, 40 MPa e 80 MPa). Observa-se um perfil bimodal em todas as curvas, independente do tratamento aplicado,
porém podendo ser constatadas diferencas entre os tratamentos sem (controle, 0 MPa) e com pressdo de homogeneizacao (20
MPa, 40 MPa, e 80 MPa). Para os tratamentos controle e 0 MPa, encontramos uma populacdo de particulas na regido entre
0,06 — 0,60 um, relacionada tipicamente as micelas de caseinas. Ja a segunda populagdo de particulas entre 1,0 — 8,0 um ¢é
atribuida aos glébulos de gordura. Assim, apesar das curvas apresentarem uma pequena diferenga de distribui¢do, assumimos
que ndo se verificaram mudangas significativas na micro ou nano estrutura dos leites. Ja no tratamento 20 MPa observamos
também duas populagdes distintas de particulas, porém em faixas diferentes, entre 0,06 — 0,40 um para as caseinas ¢ 0,5 — 3,0
um para os globulos de gordura. J4 as distribui¢Bes das particulas dos tratamentos 40 MPa e 80 MPa ndo apresentaram uma
separacdo tdo definida entre as duas populacfes observadas, havendo uma forte intersecdo entre as duas na regido préxima a

0,5 um, deixando nitida a influéncia da pressdo de homogeneizagdo na estrutura coloidal.

Figura 1. Curvas representando a distribuicdo do tamanho das particulas nos diferentes tratamentos: — controle (sem processo
de homogeneizacdo); — 0 MPa; — 20 MPa; — 40 MPa e — 80 MPa.
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Fonte: Autores.

Com curvas obtidas atraves do LS para os leites apds os tratamentos obteve-se os valores de dio, dgo € regido menor

que 1,0 um, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Andlise de distribuicdo do tamanho das particulas dos leites apds cada tratamento, sem adicao de etanol.

Tratamentos dio (um)* dgo (um)* < 1,0 um (% volume)*
Controle 0,30 +0,02° 5,28 + 0,06° 11,75+ 0,472
0 MPa 0,35 +0,08° 4,98 + 0,39¢ 11,85+ 0,48
20 MPa 0,16 + 0,042 1,56 + 0,04° 64,95 + 7,51°
40 MPa 0,15 + 0,012 1,15 + 0,012P 83,68+ 0,15¢
80 MPa 0,10 + 0,052 0,82 +0,16% 95,65 + 5,02¢

d1o e deo: valor igual ou inferior do didmetro das particulas que representam 10% ou 90% do volume respectivamente.
*Meédias seguidas da mesma letra, na mesma coluna nao diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Fonte: Autores.
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Observa-se pelos dados de dip na Tabela 2, que 10% do volume das particulas do tratamento controle e 0 MPa
possuem didmetro inferior a 0,30 um e 0,35 pm respectivamente, ndo havendo diferenca significativa (p>0,05) entre os
tratamentos. Ja para as pressoes de 20 MPa, 40 MPa e 80 MPa foram observados valores dio de 0,16 pm, 0,15 um e 0,10 pm,
respectivamente. Também n&o houve diferenca significativa entre estes tratamentos (p>0,05). E possivel observar, entretanto, a
influéncia do aumento gradual da pressdo de homogeneizacdo na diminuicdo dos valores dip dos leites homogeneizados,
reforcando o impacto da homogeneizacédo no glébulo de gordura do leite.

Ja para os valores de dgo observamos que os tratamentos controle e 0 MPa apresentaram 90% do volume das suas
particulas com tamanho aproximado de 5,0 pum, (p>0,05) enquanto os tratamentos submetidos as homogeneizacBes em 20
MPa, 40 MPa e 80 MPa possuem particulas cujos valores dg V80 progressivamente diminuindo de 1,56 pm, 1,15 um até 0,82
pm respectivamente (p>0,05), o que corrobora os resultados obtidos anteriormente relativos a diminui¢do do tamanho dos
glébulos. Para a regido menor que 1,0 um (Tabela 2), tanto no tratamento controle como no leite que passou pelo
homogeneizador a 0 MPa, foram identificados valores proximos de 12% do volume das particulas, ndo havendo diferenca
significativa (p>0,05). J& para os demais tratamentos, encontram-se na regido < 1,0 um, aproximadamente 65%, 84% ¢ 96% do
volume das particulas para o leite homogeneizados a 20 MPa, 40 MPa e 80 MPa respectivamente (p< 0,05), notabilizando o
efeito da pressdo de homogeneizacdo do processo. Quando a pressdo de homogeneizagdo do leite aumenta, o tamanho dos
glébulos de gordura diminui, conforme indicado na literatura especializada, e entre muitos outros, relatado por Michalski et al.
(2002).

3.2.2 Leite com adico de etanol

Para melhor entendimento da influéncia do alcool na estabilidade coloidal do leite, além da observagdo visual
indicada no método oficial, também foi realizado o estudo da distribuicdo do tamanho das particulas por difracdo a laser, ap6s
a mistura do leite com o etanol nas diferentes concentragdes. Esses resultados sdo apresentados na Figura 2.

Com a adigdo de alcool ao leite (Figura 2), a cada nova graduacdo alcodlica crescente de 2% (v/v) sobre a anterior,
observou-se uma movimentagdo na distribuicdo das particulas com reducdo dos volumes (%) na segunda regido (1,0 - 8,0 um),
surgindo gradativamente uma terceira regido de estruturas acima de 10,0 pm, que nfo existiam no leite inicial. Este
deslocamento das particulas para regides de tamanhos maiores sugere que a dinamica de desestabilizacdo ao etanol é gradativa
e ja& se inicia no etanol 72% (v/v), mesmo ndo sendo visivel ao olho humano. Esse processo avanga com o aumento da
graduacdo alcodlica até a formacéo de agregados maiores e visiveis ao olho humano, conforme valores apresentados na Tabela
1. A sensibilidade do equipamento de analise de tamanho das particulas por difracdo laser (LS) permitiu antecipar as
percepgdes de minimas alteragBes de distribuicdo das particulas do leite adicionado de etanol que ndo eram possiveis pela
observacgdo direta. Apesar da Figura 2 apresentar apenas os dados referentes ao tratamento 0 MPa, o comportamento para 0s
demais tratamentos foi similar, considerando o aparecimento de uma terceira populacéo de particulas com a mistura de alcool

ao leite.
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Figura 2. Curvas representando a distribui¢do do tamanho das particulas do tratamento — 0 MPa sem a adicéo de etanol e ap6s
adicéo de etanol com diferentes concentragdes alcodlicas: — 72% (v/v); — 80%(Vv/v); — 84%(v/v) e — 90% (v/v).
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Fonte: Autores.

Os dados do LS para os leites adicionados de etanol, revelam uma tendéncia de desestabilizacdo quando analisados 0s
valores de dipcom o aumento da graduacéo alcodlica como visto na Tabela 3. Nota-se maior estabilidade do tratamento 0 MPa
quando submetido ao teste do lcool, gerando particulas aglomeradas somente em concentragdes mais elevadas de etanol.

Por meio da Tabela 3, visualizamos que no tratamento 0 MPa ndo ha diferenca significativa (p>0,05) para os valores
de dio até o éalcool 86% (v/v), mostrando assim uma alta estabilidade quando comparado ao tratamento controle. Verifica-se
que as estabilidades dos tratamentos controle, 20 MPa e 40 MPa sdo mantidas até o alcool 80% (v/v) (p>0,05), comportamento
distinto observado no tratamento 80 MPa que apresenta diferenga estatistica significativa (p<0,05) ap6s o teste de alcool a
concentracdo 78% (v/v). Certifica-se novamente a maior estabilidade do leite que passou através do homogeneizador a 0 MPa
em relacdo aos demais tratamentos de acordo com a analise dos valores de dio com a adicéo de etanol ao leite sob o aspecto dos
dados da distribuicdo do tamanho das particulas. Observou-se uma desestabilizacdo clara ao etanol com o aumento das

graduacdes alcodlicas, devido & mudanca no tamanho do didmetro das particulas analisadas através do LS.

Tabela 3. Dados de dio (um) da distribuicdo do tamanho das particulas do leite pasteurizado ap6s cada tratamento, antes e apds
adicéo de &lcool (etanol) com diferentes concentracgGes alcodlicas (72% (v/v) até 88% (v/v)).

Amostras Controle* 0 MPa* 20 MPa* 40 MPa* 80 MPa*

Leite sem alcool 0,30 + 0,022 0,34 0,082 0,16 + 0,04 0,15+ 0,012 0,10 % 0,052
Alcool 72 (%v/v) 0,28 + 0,03 0,27 + 0,022 0,20 + 0,03 0,17 0,03 0,22 + 0,08
Alcool 74 (%v/v) 0,32 0,012 0,25 + 0,042 0,18 + 0,02 0,19 + 0,012 0,14 £ 0,012
Alcool 76 (%v/v) 0,42 + 0,042 0,26 + 0,03 0,21 + 0,05 0,24 + 0,012 0,22 + 0,012
Alcool 78 (%v/v) 0,58 + 0,08 0,29 + 0,03 0,20 + 0,02 0,20 + 0,042 0,19 + 0,04
Alcool 80 (%v/v) 0,45 + 0,092 0,28 + 0,022 0,34 + 0,202 0,22 + 0,042 9,37 £0,38"
Alcool 82 (%v/v) 2,41 + 0,550 0,31+ 0,072 3,04 + 3,10 12,82 + 1,06° 13,76 + 0,52°
Alcool 84 (%v/v) 3,14 £ 0,36 0,93 + 0,73 7,48 + 0,40° 13,52 + 1,44° 19,09 * 1,31¢
Alcool 86 (%v/v) 4,43 +0,86"¢ 0,72 + 0,58 10,99 + 0,84¢ NR NR

Alcool 88 (%v/v) 6,70 +2,91¢ 3,61+0,97° NR NR NR

dio: valor igual ou inferior do didmetro das particulas que representa 10% do volume; (NR) analise ndo realizada.

*Meédias seguidas da mesma letra na mesma coluna, nao diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Fonte: Autores.
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De acordo com os dados estatisticos obtidos pelo LS na Tabela 2, tem-se que os tratamentos controle e 0 MPa ndo se
diferenciam em sua distribuicdo de tamanho de particulas, porém o leite que foi submetido ao homogeneizador sem pressao (0
MPa) ao ser exposto ao teste do alcool apresentou maior estabilidade coloidal.

Como demonstrado por Michalski et al. (2002), o potencial { aparente do leite ndo homogeneizado ndo ¢ alterado
guando se passa o leite no homogeneizador em baixas pressées, como foi relatado pelos autores para o leite a 1 MPa. Dessa
forma, pressupde-se que a estabilidade do leite 0 MPa em relagéo ao tratamento controle ndo é explicada por alguma mudanca
no potencial .

Assim, presumivelmente, quando se passa o leite pelo homogeneizador sem pressdo, a distribuicdo do tamanho das
particulas ndo muda sensivelmente (conforme valores obtidos para dgo apresentados na Tabela 2), porém, acredita-se que a
distribuicdo da camada superficial da membrana do glébulo de gordura possa ser modificada gerando uma estabilizacdo do
coloide devido a uma diferente organizacdo na superficie dos globulos de gordura do leite, em relacdo as particulas
homogeneizadas. Essa Gltima (a estabilizagdo), provavelmente devida & interacdo das proteinas desnaturadas e aderidas a
membrana do glébulo, foram resultantes da pasteurizacdo do leite utilizado e do tempo necessario para atingir 80°C antes da
homogeneizagdo. Esse ponto precisaria da confirmacéo analitica da estrutura das particulas criadas. Contudo, Cano-Ruiz &
Richter (1997) em seus estudos sobre o efeito da pressdo de homogeneizagdo nas proteinas da membrana dos glébulos de
gordura do leite observaram diferencas significativas na composi¢do da membrana do glébulo de gordura do leite, que foram
causadas pelo tratamento térmico aplicado antes do processo de homogeneizagdo. Além disso, Obeid et al. (2020)
evidenciaram que o tratamento térmico UHT induziu a formagdo de complexos entre as micelas de caseina e as proteinas do
soro, e que esses agregados proteicos foram adsorvidos na superficie do glébulo de gordura durante o processo de
homogeneizagdo. O colapso da fragdo hidrofilica da x-caseina ao adicionar o alcool é necessario para a desestabilizagdo das
micelas, ou seja, 0 ponto onde a carga eletrostética seria nula.

Os leites que foram submetidos ao processo de homogeneizagdo com pressdao (20 MPa, 40 MPa e 80 MPa)
diminuiram a estabilidade ao etanol devido & modificacdo de material original da membrana nativa dos glébulos de gordura,
cobertos por uma segunda membrana composta também de caseinas e soro proteinas aderidas a camada original,
incrementando sua espessura (thickness) nativa, devido ao menor tamanho dos globulos resultantes da homogeneizagdo. Essas
particulas menores tém provavelmente maior probabilidade de colisdes entre si (condigdo necessaria para coagulacdo) que as
particulas maiores observadas no leite ndo homogeneizado, no ambiente modificado pelo alcool. Isso implicaria em uma
desestabilizagdo a uma concentracdo menor de alcool para as particulas homogeneizadas. A determina¢do do potencial
poderia contribuir ao esclarecimento do argumento apresentado. Os resultados obtidos sugerem claramente que pressfes de
homogeneizacdo maiores de 20 MPa influenciaram negativamente ao teste do &lcool, nas condi¢Ges experimentais do presente
estudo.

Akkerman et al. (2021) mostraram em seu estudo da relagdo entre o tamanho da micela de caseina, composicéo
proteica e estabilidade do leite UHT, que para todos os leite analisados, o processamento por homogeneizagdo upstream e
tratamento UHT afetou quase todas as caracteristicas de composi¢do do leite e as deslocaram na mesma dire¢do, sendo que a
estabilidade ao etanol diminui de 96% (v/v) até 78% (v/v). Essa desestabilizacdo ao alcool ocorre devido ao aumento da

ligacdo de proteinas a gordura do leite com o tratamento térmico ap6s a homogeneizacdo (Hansen et al., 2018).

4. Conclusao

As propriedades interfaciais do sistema coloidal do leite sdo modificadas pelo processo de homogeneizacédo, e por
consequéncia sua estabilidade ao etanol. Ao comparar as diferentes pressdes de homogeneizacédo, verificamos que tanto o leite

submetido ao processo com pressdao de 0 MPa bem como o leite controle (sem passar no homogeneizador) apresentaram
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melhor estabilidade coloidal quando submetido ao teste do alcool, seguido das pressdes de 20 MPa, 40 MPa e 80 MPa, nas
condicBes do presente estudo. A utilizacdo de dois métodos de caracterizacdo apds o teste do alcool (6tica direta e analisador
laser de tamanho de particulas), proporcionou melhor interpretacédo dos resultados.

Os dados de LS trouxeram grande avanco na interpretacdo do teste do alcool, salientando a dinamica de
movimentacdo da desestabilizagdo ao etanol das particulas do leite quando submetido ao processo de homogeneizacéo,
simulando condicdo upstream visando um processamento térmico UHT. Portanto, espera-se que essa ferramenta possa vir a ser
utilizada pelas indUstrias para a tomada de decisdes mais assertivas e seguras.

Como perspectivas para futuros trabalhos com estabilidade coloidal é importante a realizagdo da determinagdo do
potencial {, 0 que colaboraria para confirmar a inferéncia gerada através dos experimentos empregados no presente estudo que
a homogeneizacdo upstream com pressdes superiores a 20 MPa influencia negativamente a estabilidade coloidal do leite,

visando processamento industrial UHT.
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