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RESUMO

Atualmente o teste do alcool € uma das avaliagdes mais difundidas para a liberagédo
do leite destinado ao processamento UHT. A partir de seus resultados a industria
reduz perdas de lotes por desestabilizacdo proteica, precipitacdo, gelificacdo e
consegue aumentar a produtividade. Considerando o custo de interrupcbes de
producédo e o custo de cada turno de limpeza economizado, pode-se depreender o
valor de um teste rapido que indique o ponto de equilibrio para a maior estabilidade
térmica de determinado lote de leite a ser processado. O teste do &lcool € simples e
barato, mas carece de confiabilidade e depende de avaliacdo subjetiva. Sendo
assim, procurou-se avaliar novas metodologias para aumento da acuracia do teste
do alcool. Optou-se por estudar as microestruturas do leite que se formam quando
em contato com o alcool, na faixa de 72%(v/v) a 96%(v/v), em quatro condi¢des de
estabilidade diferentes, e através de trés metodologias de visualizacao diferentes.
Partiu-se de quatro amostras de leite integral pasteurizado nas versdes: sem adicéo
de sais estabilizadores, com adicdo de citrato de sodio, com adicdo de fosfato
dissodico e com adicdo de uma mistura de citratos e fosfatos. As amostras assim
preparadas foram submetidas ao teste do alcool. Confrontou-se a visualizacdo otica
direta em placa de Petri com o microscopio 6tico digital ProScope e com o
analisador de particulas por difracéo a laser LS 13 320 (Beckman Coulter). Verificou-
se que houve alta correlacdo entre os dois métodos qualitativos, ético direto e o
microscopio Otico digital com p<0,01. Os resultados mostraram que 0 processo de
aglutinacdo das proteinas se inicia bem antes da capacidade de percepcao do olho
humano. A facilidade de operacdo, o baixo investimento, a capacidade de registro
digitalizado e os resultados obtidos permitem indicar o uso do microscopio 6tico
digital ProScope como equipamento de linha nos laboratérios das industrias de leite
UHT, tanto como argumento de liberacdo, como ferramenta de ajustes finos das
dosagens de sais estabilizadores. Inédito como metodologia de apoio para elucidar
as ocorréncias do teste do alcool ao nivel micrométrico, o LS foi capaz de avaliar as
particulas nas regides nanométricas do leite, dando respostas quantitativas e de alto
grau de acuracia quanto ao processo de desestabilizacdo ao alcool e demonstrando
de maneira muito clara o efeito dos sais no aumento da estabilidade do leite no teste
de performance ao etanol. A mistura de citratos e fosfatos foi o tratamento de maior
efetividade no aumento da estabilidade do leite ao alcool.

Palavras-chave: Leite UHT. Microestruturas. Sais estabilizadores. Citrato. Fosfato.
Microscoépio 6tico ProScope. Difracdo a laser. Estabilidade ao alcool.



ABSTRACT

The ethanol test is currently among the most spread and known control tests to
release the milk batches designed to the UHT processing. Based on its results, the
industry reduces batches loss by destabilization, precipitation, gelation and increases
the productivity. Considering the production interruption cost and the cost of each
cleaning relay saved, it is possible to surmise the value of a rapid test which shows
the equilibrium point to the highest thermal stability of a milk batch to be processed.
The ethanol test is simple and cheap, but it lacks reliability and depends on
subjective observation. Being so, new methodologies were assessed in order to
improve the ethanol test precision. It was decided to investigate the milk
microstructures formed when it comes into contact with the ethanol in the range of
72%(v/v) to 96%(v/v), in four different conditions of stability, through three
visualization methodologies. The test begun with four samples of hole pasteurized
milk in different versions as: with no addition of stabilizer salts; with addition of
sodium citrate; with addition of disodium phosphate; and with addition of citrates and
phosphates mixture. The samples prepared were submitted to the ethanol test. The
traditional method of evaluation in the Petri plates (optical direct visualization) was
confronted with the optical digital microscope ProScope and with the laser diffraction
particle analyzer LS 13.320 (Beckman Coulter). It was possible to infer that there
was a positive correlation between the two qualitative methods, optical direct and the
optical digital microscope with p<0, 01. The results showed the protein agglutination
process begins far before the human eye perception capacity. The easy operation,
the low investment, the capacity of digital registration and the obtained results, permit
to recommend the optical digital microscope, ProScope, as laboratory equipment for
the UHT dairy industries. It may also be recommended as a control and authorization
argument, as well as a refined adjustment tool for the stabilizer salts dosage.
Considered as an unprecedented support methodology to elucidate the ethanol test
occurrences at the micrometric scale, the LS was able to assess the microstructures
in the milk nanometric regions. It gave quantitative data with high precision about the
ethanol destabilization process and demonstrates accurately the salt effects in the
increase of the milk stability to the ethanol performance test. Beyond, it indicates that
the mixture of citrates and phosphates was the treatment with greater effectiveness
in the increase of the milk stability to the ethanol.

Keywords: UHT milk. Microstructures. Stabilizer salts. Citrate. Phosphate. Digital
microscope ProScope. Laser diffraction. Ethanol stability.
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1 INTRODUCAO

A industria de alimentos tem correspondido aos desafios da concentracao
populacional nos grandes centros. O éxodo rural provocou a necessidade de
desenvolvimento de solugbes alimentares seguras tanto nos aspectos
microbiolégicos quanto nos aspectos nutricionais. Os produtos alimenticios, outrora
produzidos e distribuidos de maneira artesanal, regionalizada e pulverizada,
sofreram um forte processo de modernizacdo, passando a ser preparados e
distribuidos por um grupo menor de atores, mais especializados e, dedicados a uma
escala maior de producdo. Por conseguinte, surgiu a necessidade de se investir em
pesquisas para conservacdo dos alimentos a fim de permitir uma distribuicao
adequada no novo cenério de grandes volumes. O leite ndo escapou a este cenario
e, apesar de ser uma matéria prima altamente perecivel, encontrou nas novas
tecnologias varias formas de transformacdo e conservacdo que conseguiram
responder ao desafio. O leite tratado termicamente a altas temperaturas por curto
tempo se destacou como solucdo viavel e de grande aceitacdo e contribuiu para
solucionar o fornecimento deste alimento na sua forma fluida e de inegavel valor
nutricional.

De acordo com os dados apresentados pela Associacdo Brasileira da
Indastria de Leite Longa Vida (ABLV), no ano de 2014, a participacao do leite longa
vida (ultrapasteurizado ou UHT) alcangou 84% do consumo total de leite fluido do
pais em contraste com o leite pasteurizado. Neste contexto de desenvolvimento da
importancia comercial do leite UHT, observa-se a necessidade de estudos acerca
dos efeitos do aquecimento sobre as qualidades nutricionais do leite e sua
estabilidade.

As pesquisas académicas sobre tecnologias e processos envolvendo o leite
UHT tém se intensificado. O setor industrial se alia ao esfor¢o cientifico demandando
solugdes praticas que auxiliem a rotina operacional. Nesta perspectiva surgiu 0 uso
do teste do alcool como atributo de qualidade para liberacdo de lotes de leite
pasteurizado, destinado ao processamento UHT. Este teste tem se difundido como

ferramenta eficiente e de baixo custo para se encontrar o ponto de equilibrio salino,
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no qual cada lote de leite apresente melhores condi¢cdes de estabilidade para resistir
ao bindbmio tempo/temperatura do processamento UHT.

Desde a década de 1930 o teste do alcool foi aceito como indicador de leite
acido. O Ministério da Agricultura (BRASIL, 1952) normatizou o uso do teste do
alcool para plataformas de recepcéo de leite. Adicionado do indicador Alizarina, o
alcool 68° (v/v) foi declarado o ponto de corte inferior para aceitacdo do leite cru
como apropriado para o processamento industrial. A medicdo era feita
individualizada, a cada latdo de transporte de leite, usualmente com 50L.

O cenario da coleta, do transporte e da recep¢do de leite no Brasil se alterou
muito, principalmente nos ultimos 15 anos. A expanséao da eletrificagdo rural permitiu
incrementar o uso da refrigeracdo nas fazendas, via tanques de expansdo. Esta
mudanca praticamente eliminou o manuseio do leite em latdes e consolidou a coleta
granelizada. Estas duas mudancas reduziram muito a ocorréncia do “leite acido”,
outrora tdo comum.

No Brasil, segundo a Instru¢cdo Normativa 62 do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2011), a concentracdo minima do alcool para
avaliacdo de qualidade do leite cru refrigerado na propriedade rural € de 72%(v/v).

Por ser um método de alta simplicidade e de baixo custo o teste do &lcool,
apesar da melhora dos indices de acidez na plataforma, resistiu ao tempo e ainda é
utilizado para recepcéo do leite generalizado transportado em caminhdes.

Héa vertentes de entendimento que consideram que o teste do alcool ndo seria
mais adequado para os controles de plataforma, pois, em um cenario de leites de
melhor qualidade a acidez deixou de ser o problema principal e que, se
evidenciaram outras fragilidades do leite que também afetam a leitura do teste do
alcool ocasionando resultados falsos positivos como: leite instavel ndo acido (LINA),
polimorfismo genético da k-caseina, fatores como espécies, raca, estagio de
lactagéo e alimentagéo.

No entanto, o teste do &lcool revelou também possuir potencialidade de uso
na discriminagéo da qualidade do leite. Segundo Lin, Lewis e Grandinson (2003) a
estabilidade ao etanol poderia ser usada como referéncia de estabilidade do leite
destinado ao tratamento UHT.
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Autores como Molina et al. (2001) estudaram a correlagédo entre o teste do
alcool e a estabilidade térmica do leite (ETL) ao tratamento UHT (135°C a 140°C por
2s a 4s), usando diferentes concentracdes de etanol.

A partir do seu uso inicial como estimador da qualidade microbiolégica por
meio da acidez nas analises de recepc¢do do leite, o teste do alcool migrou entdo
para dentro das fabricas e passou a ser usado também, como indicador da
estabilidade térmica dos leites destinados ao processamento UHT.

Atualmente, a maioria dos laticinios brasileiros que produzem leite UHT adota
como especificacdo de qualidade o alcool 80%(v/v) para liberacdo dos lotes de leite.

Ainda que simples, rapido e de baixo custo, o teste do alcool tem algumas
fragilidades como a falta de padronizacdo do método e da forte componente humana
na avaliacao dos resultados.

A aplicacdo de metodologias digitais e métodos instrumentais de maior
magnitude poderiam reduzir o erro humano no momento da avaliagdo do teste do
alcool, aumentando a sua acuracia e utilidade na tomada de deciséo.

Sabe-se que o equilibrio salino é decisivo na estabilidade térmica do leite
(ETL) diante do tratamento UHT. Como a estabilidade do leite ao teste do &lcool
pode ser associada com a ETL (SILVA, 2004), o teste do alcool passa a apresentar
grande interesse na estimativa da acédo dos diferentes sais estabilizadores para a
ETL.

Depreende-se que, ao aumentar a acuidade da leitura do teste do alcool,
oferece-se uma ferramenta de grande valia para auxiliar nos ajustes finos da ETL
que, por sua vez, podem se traduzir por efetivos ganhos de produtividade industrial e

ganhos de qualidade do produto final, na industria de leite UHT.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O leite

A Instrucdo Normativa IN 62/2011 do Ministério da Agricultura define Leite
como sendo o produto de ordenha completa, ininterrupta, sob condi¢cdes de higiene,

oriundo de vacas sob condi¢cdes de bem-estar animal (BRASIL, 2011).

2.1.1 Composicéao do leite

O leite se caracteriza por uma emulsdo de globulos de gordura e uma
suspensao de micelas de caseina em uma fase aquosa, além de moléculas de
lactose, soro proteinas e sais minerais solubilizados (GONZALEZ, 2001). Em média,

o leite apresenta a composicao apresentada na Tabela 1:

Tabela 1: Composicao fisico-quimica do leite

Constituintes Teor em g/kg Variagdo em g/kg
Agua 873 855 — 887
[E)Setsrgzogirilcuc;ado 88 79-100
Gordura 39 24 — 55
Lactose 46 38-53
Proteinas 32,5 23— 44
Substéncias Minerais 6,5 53-8,0
Acidos Organicos 1,8 1,3-2,2
Qutros 1,4 -

Fonte: Adaptado de Walstra e Jenness (1984) por Silva e Almeida (1998).

Além dos principais constituintes listados na Tabela 1, o leite contém
centenas de outros constituintes como vitaminas, ions e componentes aromaticos,

gue tém grande importancia nas propriedades nutricional, tecnoldgica e sensorial do
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leite e seus derivados (FOX e MCSWEENEY, 1998). As variacbes se devem a
fatores como raca, alimentagcdo, estdgio de lactacdo, sazonalidade e estado de
saude animal (WALSTRA e JENNESS, 1984).

2.1.2 Fracao proteica do leite

Os compostos nitrogenados do leite se dividem em proteicos, com 95%, e n&o
proteicos representando 5% do total. Os compostos nitrogenados proteicos se
dividem em caseinas, com 80%, e soro-proteinas representando 20% do total. Ja os
compostos nitrogenados nao proteicos compreendem a ureia, o acido Urico, a
creatina e os aminoéacidos (ORDONEZ et al. 2005). As proteinas estdo presentes no

leite a razdo de 33g/kg e se subdividem conforme o Tabela 2:

Tabela 2: Frag&o proteica do leite

PROTEINAS Concentragcdo em g/kg
Proteina Total 33
Caseina Total 26
Soro-proteinas 6,3
Proteinas. Associadas ao Glébulo de Gordura 0,4

Caseina as; 10
Caseina ag» 2,6
Caseina 3 9,3
Caseinay 0,8
Caseina k 3,3
a — Lactoalbumina 1,2
B — Lactoglobulina 3,2
Albumina do Soro Bovino 0,4
Imunoglobulinas 0,7
Outros 0,8

Fonte: Silva e Almeida (1998).

As caracteristicas de muitos derivados lacteos tém sua origem nas proteinas
do leite, apesar da gordura, a lactose e os sais também exercerem uma grande
influéncia. As caseinas sao as principais proteinas do leite e estdo envolvidas na
producdo da grande variedade dos queijos. Os altos tratamentos térmicos aos quais
sdo submetidos muitos dos derivados lacteos s6 sao possiveis gracas a excepcional
estabilidade das caseinas as altas temperaturas (FOX e MCSWEENEY, 1998).
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2.1.3 Composicao mineral

O leite € composto por uma grande variedade de minerais integrados as
micelas, podendo se apresentar isolados ou interligados, conforme sua capacidade
de ligagdo. Os sais se distribuem em duas fases: a fase livre ou soluvel e a fase
ligada as micelas ou coloidal (ORDONEZ et al., 2005).

A observacdo da composicdo salina do leite (Tabela 3) mostra o quanto

situacdes extremas se afastam da média, dificultando os processos tecnoldgicos.

Tabela 3: Composi¢éo salina do leite (mg/100ml)

. Teor Médio Faixa Usual Extremos Reportados
Constituinte (mg/100mi) (mg/100mi) (mg/100mi)
Sadio 50 35-60 11-115
Potassio 145 135 - 155 115 - 200
Célcio 120 100 - 140 65 — 265
Magnésio 13 10-15 2-23
Fosforo Total 95 75-110 47 — 144
Fésforo Inorganico 75 54 — 242
Cloreto 100 80 — 140
Sulfato 10
Carbonato (COy) 20
Citrato (&cido citrico) 175

Fonte: Silva e Almeida (1998).

Segundo Walstra e Jenness (1984), os sais do leite se mantém em equilibrio
constante, se movendo entre as fases sollvel e coloidal conforme variacdes das
condi¢cbes do meio, como temperatura, pH e concentracéo salina. E essa mobilidade

dos sais pode interferir na estabilidade do leite.

2.1.4 Estrutura micelar da caseina

A estabilidade do leite se deve a organizacdo das caseinas em micelas. A
caseina se apresenta como uma proteina globular de conformacéo quaternaria e
anfipatica tendo uma porgéo hidrofobica que se interioriza na estrutura micelar e
uma porgéo hidrofilica superficial WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).
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As caseinas sdo um grupo de fosfoproteinas especificas do leite que
apresentam baixa solubilidade em pH 4,6. Sao constituidas de micelas com 40nm a
500nm de diametro. Segundo o modelo Waugh/Schmidt/Walstra, as micelas séo
formadas por submicelas, grosseiramente esféricas, contendo agregados de varias
moléculas de caseina, com a seguinte relagdo: [as1: As2: (B + V): k= 4: 1: 4: 1,3]. Sao
mantidas unidas por interages hidrofébicas e pontes salinas. O fosfato de célcio
amorfo liga as submicelas entre si, com participacdo de ésteres fosfatos. Desta
forma, quase todas as regifes nas moléculas de caseina tém mobilidade restrita. A
porcdo carboxi-terminal da k-caseina estd predominantemente presente como
filamentos flexiveis, orientados para o meio externo (SILVA; ALMEIDA, 1998).

A k-caseina possui regides de grande hidrofilia em sua molécula orientando-
se para o exterior, enquanto as demais se orientam para o interior. Assim, a K-
caseina ocupa uma posi¢do de destaque, atuando como estabilizadora da micela,
gracas a sua solubilidade ao Ca**, independente da temperatura (SILVA; ALMEIDA,
1998).

Em Kruif et al. (2012) lemos que na literatura varios modelos foram propostos
para a estrutura interna das micelas de caseina. O mais antigo e mais
frequentemente citado € o modelo de submicelas, baseado na ideia que as caseinas
das micelas séo ligadas entre si pelo fosfato de célcio coloidal. Um modelo mais
recente, baseado em experimentos com nanoclusters, enxergou as micelas como
uma matriz homogénea de caseinas na qual nanoclusters de fosfato de calcio
coloidal estdo dispersos como minusculos grupamentos (de 1,72nm a 2,27nm de
raio meédio). Ligados a superficie dos nanoclusters estdo os centros de fosforilacao
das caseinas. A partir dos residuos destas caseinas fosforiladas e ligadas aos
nanoclusters se ligam as caseinas umas as outras formando uma matriz proteica. As
ligacbes entre as caseinas se fazem por uma colecdo de forcas chamadas de
interacdes fracas. Sao interacbes hidrofébicas, ligacbes de hidrogénio, ligacbes
ibnicas, forca de Van der Waals e outros fatores — mas, nenhuma tao forte quanto as
interacdes com o fosfato de calcio —, e todas construindo a associagdo entre as
caseinas. A associagao € altamente cooperativa e originada nas multiplas interacdes
fracas. E € esta cooperacdo que torna estavel a micela de caseina. Invariavelmente,
a K-caseina se encontrou nos limites dos processos auto-associativos, garantindo a

estabilidade das micelas de caseina.
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Dalgleish (2011), comparando as estruturas definidas como micelas
na ciéncia de col6ides com as particulas de caseina, conclui que o termo
ndo seria realmente aplicavel, pois as micelas caracteristicas s&o
agregados multimoleculares de moléculas anfifilicas, enquanto as caseinas
compdem uma estrutura com muitas moléculas (mais de 20.000 unidades
individuais de proteinas em uma particula tipica), mas estas ndo estédo
agregadas com as cabecas hidrofilicas em posicdo externa e as caudas
hidrofébicas internamente (considerando um solvente polar, como é o caso
da agua no leite), conformacado caracteristica das pequenas moléculas
anfifilicas normalmente consideradas. As particulas de caseina na verdade
resultam da agregagdo de as-CN e B-CN com fosfato de calcio e
estabilizagédo superficial pela k-CN. Além disso, a particula contém porcdes
consideraveis de agua (3g a 4 g por g de proteina), este € um fator
importante para sua estrutura interna. Além disso, as evidéncias atuais da
falta de evidéncia de estruturas internas referidas como submicelas por um
lado corrobora 0 modelo de estrutura que considera os nanoclusters de
fosfato de calcio como iniciadores da particula de caseina, por outro lado
torna-se mais um fator no sentido da énfase de que tais agregados nao
caracterizam uma micela classica. A dimensdo das caseinas, que é da
ordem de nandmetros e a composi¢cdo complexa, leva a sugestdo de que
caracteriza mais um nanocompoésito do que uma micela (SILVA, L. H. M.
Professor Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa,
Vigosa, MG. Comunicacgéo pessoal. 2010 in: PEREIRA, 2013).

2.2 Tratamento térmico

Entende-se por leite UHT (do inglés, Ultra High Temperature) ou UAT (Ultra-
Alta Temperatura), também conhecido como Ileite Longa Vida, o leite
homogeneizado que foi submetido, durante 2 a 4 segundos, a uma temperatura
entre 130°C e 150°C, mediante um processo térmico de fluxo continuo,
imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a 32°C e envasado sob
condicdes assépticas em embalagens estéreis e hermeticamente fechadas (BRASIL,
1997).

Segundo Silva (2004), o tratamento térmico do leite, em funcdo de sua
intensidade, destréi as microbiotas contaminantes oportunistas, as patogénicas e as

esporuladas, garantindo ao publico consumidor um produto seguro.
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2.2.1 Estabilidade Térmica do Leite (ETL)

O tratamento térmico do leite € uma necessidade industrial que deve ser
avaliada quanto a sua intensidade para néo trazer prejuizos a qualidade do alimento
processado.

A estrutura micelar da caseina é responsavel pela alta resisténcia do leite ao
aguecimento (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006). Varios esfor¢cos tém sido
feitos no intuito de se conhecer melhor em quais condicfes esta resisténcia €
alterada e o leite perde sua estabilidade.

Num primeiro momento, Miller e Sommer (1940) definiram a ETL baseados ha
temperatura que uma amostra de leite, de pH ajustado, deve ser aquecida para
induzir coagulagdo dentro de dois minutos. Posteriormente, Horne e Muir (1990)
definiram a ETL baseados no tempo necessario para ocorrer a coagulacdo em
condicBes de temperatura padrao (140°C).

Segundo Silva e Almeida (1998), as variaveis fundamentais que influenciam
na ETL s&o: equilibrio salino, teor natural de ureia e estabilidade das micelas de
caseina; associados a tempo e temperatura.

Segundo Ferron-Baumy et al. (1991), o tratamento térmico do leite provoca,
em funcdo de sua intensidade, mudancas sobre as propriedades fisico-quimicas e
tecnolégicas do leite. O aquecimento a 90°C durante um minuto leva a uma
desnaturacdo na ordem dos 40% ou mais das proteinas soluveis.

Fox (1981), ao estudar o leite submetido ao aquecimento, classificou as
mudancas que precedem a coagulacdo em cinco grupos: producdo de acidos,
precipitacdo do fosfato de céalcio, modificacdes da caseina, reacédo de escurecimento
(Maillard) e interacédo de grupos sulfidril, incluindo proteinas do soro ou ureia.

Negri et al. (2001) encontraram correlacbes entre a ETL e a fracao
nitrogenada e mineral do leite. As concentracdes de calcio ibnico, de célcio total e de
potassio foram inversamente correlacionadas com o tempo de coagulagdo. J4 as
concentracbes de ureia, de proteinas do soro e pH do leite foram diretamente
correlacionadas com a ETL.
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2.2.2 Efeitos do aquecimento

Nos estudos de Fox e Morrissey (1977) vemos gque 0 aquecimento tem uma
influéncia sobre os constituintes do leite causando altera¢gdes significativas tanto nas
proteinas, como sobre o equilibrio salino. Entre os efeitos causados nas proteinas os
autores citam a desnaturacdo das proteinas solliveis e as associacfes entre
proteinas, formando o complexo B-lactoglobulina/k-caseina. E, entre os efeitos sobre
o equilibrio salino, os autores citam a precipitacdo de fosfato de calcio com
associacdo a fase micelar e a diminuicdo dos teores de calcio e fésforo inorganicos
soltveis. O equilibrio salino perdido com o aquecimento € parcialmente recuperado
gracas a solubilizacao de parte do fosfato de célcio coloidal original.

As soro-proteinas sdo sollveis, de estrutura terciaria, globular, termo labeis
acima de 65°C e nao séao fosforiladas. Isso explica a baixa estabilidade térmica. A
desnaturacao térmica diminui a solubilidade das soro-proteinas. Acima de 80°C e
até 90°C ocorre a desnaturacao da B-lactoglobulina e formacdo do complexo com a
sub-fragao k-caseina (CHELINI; COSTA, 2002).

2.2.3 Outros fatores que afetam a ETL

Rose (1962) descreve que animais com estagios avancados de lactacdo
tendem a apresentar leite instavel.

Segundo Silva e Almeida (1998), outras variaveis relacionadas ao manejo
atuam sobre a fonte do leite, modificando de tal maneira seus constituintes que
promovem desequilibrios prejudicando a ETL. Sao citados: periodo de lactacao,
alimentacdo deficiente e salde animal (mamites).

Lactacdo — Durante a lactacdo, os teores de lactose e potassio tendem a
decrescer continuamente, tendo seu pico no inicio e seu mais baixo teor no final.
Cloretos e Sodio se comportam inversamente partindo de niveis baixos e sofrendo
aumento durante toda a lactagéo, tendo seus maiores teores no final da lactagdo. Os

autores citam ainda que, tanto no inicio quanto no final de lactacdo observa-se
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aumento na concentracdo de proteinas no leite, acarretando numa maior formacao
de complexo B-Lactoglobulina/k-caseina e que as concentragfes de calcio e fosforo
seguem o mesmo perfil de distribuicdo durante a lactacdo. Nas fases iniciais e finais
de lactacdo, hd um aumento do nivel de calcio ibnico, o que interfere de forma
decisiva na estabilidade do leite (BARROS, 2002).

Alimentacédo — Quanto a variagdes na oferta de alimentos, a dieta pobre em
forrageiras pode diminuir o teor de citrato que € formado no ciclo de Krebs a nivel
mitocondrial. Isto ocasiona um desequilibrio salino, diminuindo a ETL (SILVA,;
ALMEIDA, 1998).

Saude animal — Os processos de mastites determinam uma alteracdo das
caracteristicas naturais do leite, reduzindo componentes como lactose, caseina e
gordura e aumentando substancias indesejadas como sais e enzimas proteoliticas
(PHILPOT; NICKERSON, 2002).

Molina et al. (2001) associaram leites com alta contagem de células
somaticas com reducédo da ETL.

Quadros de mastite levam a um aumento da passagem de cloreto de sédio
direto do sangue para o leite gerando um desequilibrio salino que vai interferir na
estabilidade do leite (TOZZETTI, 2008).

Bueno et al. (2008), ao analisarem leite originado de vacas com mamite
apresentando alta contagem bacteriana (CBT), determinaram um aumento de
concentracdes de proteinas e reducao dos niveis de lactose.

O aumento da CBT esta relacionado com o aumento de enzimas proteoliticas
produzidas pelas bactérias (SILVA, 2004).

Quanto as variacdes no quadro da saude animal, em leites provenientes de
animais com mamite, ocorre aumento da rota para-celular com secrecdo de
constituintes do sangue diretamente no leite. Como consequéncia, tem-se o
aumento de fracdes do soro do sangue e desequilibrio salino. Ocorre elevacdo no
pH e diminuicdo da estabilidade das proteinas nativas do leite. Tais fatores
contribuem para a reducédo da ETL (SILVA; ALMEIDA, 1998).
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2.3 Teste do alcool

O teste do alcool é amplamente usado no Brasil para previsdo da ETL e
selecdo de diferentes lotes de leite nas industrias. E um teste simples, rapido e de
baixo custo.

Segundo Horne e Parker (1981a), pode-se definir a estabilidade do leite ao
alcool pela minima concentracédo de solucdo de alcool capaz de causar coagulacéo
do leite quando adicionada em volume igual ao da amostra. A agregacdo das
micelas ocorre na presenca de etanol por causa da reducdo na constante dielétrica
da solugao que gera o colapso da k-caseina e reduz a repulséo estérica.

Silva (2004) relata que o mecanismo de desestabilizacdo das caseinas por
acdo do etanol estd vinculado ao efeito desnaturante do &lcool, o qual promove
reducdo na constante dielétrica da mistura, tornando-a um solvente desfavoravel,

podendo chegar a um limite critico em que ocorra a precipitacao.

2.3.1 Fatores que afetam a estabilidade do leite ao alcool

Segundo Horne e Parker (1981b), a instabilidade das micelas de caseina se
deve em grande parte pela quantidade de calcio ligado a proteina. Na faixa de pH
normal do leite (entre 6,4 e 6,8) as micelas de caseina sdo carregadas
negativamente formando o que pode-se chamar de barreira energética. A variacao
dos niveis de calcio idnico influenciam diretamente na forca desta barreira. O
aumento da disponibilidade de calcio no sistema aumenta o célcio ligado, diminuindo
a carga negativa liquida da micela e diminuindo a barreira energética a coagulacao.
Ja a reducédo do nivel de calcio aumenta a carga negativa das micelas fortalecendo
a barreira energética e dificultando a precipitagao.

Horne e Parker (1981b) afirmam que o etanol tem a propriedade de alterar a
forca da barreira energética, variando a forga elétrica do meio onde as micelas se
encontram. Em situacdes de baixo pH a barreira energética fica prejudicada e

aumenta a facilidade de coagulacdo com baixas quantidades de etanol. Em
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ambientes de elevacdo do pH temos uma reducdo gradativa do célcio soltvel por
sequestro pelos ions fosfatos. Com esta reducdo dos ions de calcio, a carga
negativa da barreira energética volta a aumentar exigindo maior percentagem de

etanol para que ocorra a precipitacao.

2.3.2 Célcio ibnico

O leite est4 entre os alimentos mais ricos em calcio. O calcio no leite esta
distribuido em trés fases: coloidal, solivel e ibnica. Segundo Lin, Lewis e
Grandinson (2003), o equilibrio entre as trés fases do calcio é muito importante para
a estabilidade do leite. Aproximadamente 70% do calcio esta na fase coloidal e se
encontra na forma de fosfato de célcio ligado as micelas de caseina. Os 30%
restantes estdo em solucéo, distribuidos entre ligagcdes com citratos e fosfatos ou na
forma de ions livres.

Ainda segundo Lin, Lewis e Grandinson (2003), variagdes de pH influenciam
diretamente no deslocamento do calcio de uma fase para outra. A diminuicdo do pH
provoca deslocamento do calcio da fase coloidal para a fase soluvel, aumentando o
calcio ibnico.

Trabalhos de Barros et al. (1999) afirmam que a migracdo do calcio coloidal
para a fase aquosa e o consequente aumento do célcio ibnico no leite estédo
relacionados com a diminuicéo da estabilidade da fracao proteica do leite.

Horne e Parker (1981a) consideram que o célcio soltvel é o mais importante

fator que, isoladamente, influencia a estabilidade ao etanol diante da variacdo do pH.

2.3.3 Sais estabilizadores

A portaria N° 370, de 4 de setembro de 1997 (Brasil, 1997) em anexo ao
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Leite UHT (UAT), regulamenta

0 uso dos sais estabilizantes, citrato de sodio (NazCgHs0;), monofosfato de sédio
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(NaH,PO,), difosfato de sodio (Na,HPO,), trifosfato de sédio (NazPO,), separados ou
em combinagdo, em uma quantidade nao superior a 0,1g/100mL expressos em
P,0Os.

Como ions célcio elevado é a maior causa de instabilidade, quanto maior a
relacdo Ca/P, menor serd a estabilidade ao etanol (SILVA et al., 2004).

A acdo de sais estabilizadores, como fosfatos e citratos, influenciam a
estabilidade ao teste do alcool. A adicdo de citrato muda de forma mais sensivel o
perfil da curva de estabilidade, pois o citrato € um sequestrador de calcio mais
potente que o fosfato, tornando o leite um pouco mais estavel (HORNE; PARKER,
1981a).

Em Fox (1991) temos que o citrato do leite, que é sintetizado nas células
epiteliais do alvéolo mamario, se apresenta distribuido em aproximadamente 94% na
fase soltvel, dos quais mais ou menos 85% estao ligados ao célcio e ao magnésio
e, 6% se encontram na fase coloidal ligado as subunidades das micelas de caseina.
E que o citrato tem a caracteristica de sequestrar o calcio livre determinando
alteracdes na estabilidade do leite.

Segundo Silva (2004), os niveis de citrato do leite apresentam correlacdo
direta com a alimentacdo dos animais, sendo que 0s volumosos sdo as principais
fontes desse componente, onde dietas pobres em volumosos determinam baixas
producdes de citrato.

A adicao de fosfatos promove uma reducdo do célcio ibnico no leite,
resultando num aumento da estabilidade (Horne e Muir, 1990). Os fosfatos tém a
funcdo de manter a estrutura micelar e, seu posicionamento nas distintas fases do
leite, estd relacionado ao pH. Em ambientes mais acidos, o fosfato coloidal se
solubiliza, o que provoca desestabilizacao do leite (Rose, 1962).

McMahon (2010) divide os fosfatos em dois grupos na micela de caseina, o
fosfato organico, covalentemente ligado a caseina como parte das cadeias laterais
dos residuos de fosfoserina, e o fosfato inorganico, presente como cristais de fosfato
de célcio que séo deslocados da micela por acidificacao e cuja interacdo tem carater

mais iénico que covalente.
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2.3.4 Acao da temperatura

A pasteurizacdo do leite aumenta a estabilidade ao etanol. A estabilidade é
alterada principalmente na faixa de pH entre 6,4 e 6,8, 0 que se justifica
possivelmente pela alteracdo no balanco i6nico do sistema devido a redugdo do
calcio soluvel pela precipitacdo do fosfato de calcio induzida pela temperatura
(HORNE; PARKER, 1981c).

No leite mantido sob refrigeracdo, a B-caseina deixa as micelas e se dispersa.
Enquanto a 20°C a caseina micelar representa de 93% a 95% da caseina total, a
2°C esse percentual cai para 80% a 85%. Isso ocorre por que, no leite resfriado,
tem-se uma movimentacdo das [(-caseinas em direcdo a fase soluvel e uma
diminuicdo no didmetro médio das micelas. O grau de hidratagdo das micelas
aumenta consideravelmente no leite refrigerado. A quantidade de agua retida ap6s
48h de conservacao entre 3°C a 4°C é de 30% a 40% superior aos valores iniciais
registrados a 20°C (MATHIEV, 1985 apud SILVA; ABREU, 2003).

Os minerais tendem a uma maior solubilizacéo no leite resfriado. Na condi¢cao
de resfriamento temos uma migragéo de minerais do sistema micelar para a solucao
do leite. A solubilizacéo do fosfato de célcio com o frio provoca elevagdo no pH do
leite (MATHIEV, 1985 apud SILVA; ABREU, 2003).

O resfriamento do leite provoca solubilizagdo e dissociacdo da fragdo B-
caseina e incrementa a solubilizacdo do fosfato de calcio coloidal, alterando a
estrutura das micelas e o pH do leite (FOX, 1997). A dissolucdo de parte do fosfato
coloidal pelo frio contribui para a desintegracdo das micelas de caseina, reduzindo a
atracdo entre as fracdes no interior da micela e debilitando a unido das moléculas
individuais de caseina (GAUCHERON, 2005).

A diferenca de migragdo da B-caseina da forma micelar agregada para a
forma molecular dispersa na fase solavel do leite, de acordo com a variacdo da
temperatura contribui para que as micelas diminuam de tamanho liberando agua e
ions calcio para a fase aquosa do leite (DICKINSON et al.., 2001). Esse fato pode
causar alteracdo nas cargas micelares totais, 0 que ocasionaria maior capacidade
de agregacgao entre as micelas e dessa forma, influenciaria o ponto de coagulagéao
do leite frente ao etanol (PEREIRA, 2013).
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O comportamento das fracdes que compdem a micela de caseina frente a
diferentes fatores externos foi esquematizado na Figura 1.

Resfriamento
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Figura 1: Modificag6es das micelas de caseina em diferentes condi¢des. O relevante equilibrio de
célcio e fosfato de calcio é destacado.

Fonte: GAUCHERON, 2005, traduzida por SILVA, 2010. In: PEREIRA, D. B. C., Efeito de dietas
restritivas para bovinos sobre a composicédo e propriedades de processabilidade do leite. Tese de
Doutorado, UFV. Vigosa: 2013.

2.3.5 Leite instavel ndo acido (LINA)

LINA é o leite com pH normal que coagula no teste do alcool. Apesar da
associacdo mais comum da instabilidade do leite ao teste do alcool ser com a acidez
de producdo microbiana, Donatele, Vieira e Folly (2003), na busca de estudar o
fendbmeno de LINA pesquisaram um lote de 287 amostras de leite positivas ao teste
do alcool 72% (v/v) e constataram que 69,34% das amostras ndo apresentavam
nenhum tipo de crescimento microbiano concluindo que, nestes casos, nao houve
envolvimento de bactérias na causa da instabilidade do leite ao &lcool.

Da mesma forma, Donatele, Vieira e Folly (2003) sugerem n&o haver relagao
direta entre a positividade do leite ao teste do alizarol 72%(v/v) e 0 numero de

células somaticas. Os autores encontraram que 61,67% das amostras positivas ao
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alizarol apresentaram baixas contagens de células sométicas — inferior a 300 mil
células/mL de leite — sugerindo que fatores ligados a propria composi¢do do leite

seriam os responsaveis pela instabilidade do leite ao teste do alcool.

2.3.6 Estabilidade coloidal do leite

Kruif et al, (2012) citam que o modelo de Holt, para explicar a estrutura
micelar das caseinas, muda a concep¢do da maneira como ocorrem as ligacdes
internas entre as caseinas a partir de nanoclusters de fosfato de calcio coloidal na
construcdo das micelas de caseinas. Na conclusdo deste modelo os autores
afirmam que mdltiplas interacdes fracas sdo responsaveis por uma associacao
cooperativa e que esta cooperacao de interacdes € que torna a micela estavel e,
portanto, que o modelo de repulsdo estérica para a estabilidade das micelas nao
sofreu mudanca, pois, invariavelmente a k-caseina se encontrou nas extremidades
da cadeia associativa, garantindo a conformacdo de filamentos, responsavel pela
estabilidade das micelas de caseina.

Desta forma, se mantém a explicagdo de Horne e Parker (1981a) para definir
a estabilidade do leite ao alcool como a agregacdo das micelas na presenca de
etanol por causa da reducdo na constante dielétrica da solu¢cdo gerando o colapso
da k-caseina e reduzindo a repulsdo estérica que continua representando bem o

fendmeno.

2.3.7 Relacéo entre a ETL e a estabilidade do leite ao alcool

Comparando o método de medicdo de ETL com o método de estabilidade ao
etanol Horne e Muir (1990) concluiram que existem similaridades entre os dois
meétodos. Os testes apresentaram reposta similar ao ajuste de pH e respondem, pelo
menos qualitativamente, da mesma maneira ao aumento ou diminuicdo do calcio

disponivel.
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Negri et al. (2001) avaliaram que amostras de leite estaveis ao alcool 78%
submetidas ao teste estabilidade térmica apresentaram tempo de coagulacdo
superior ao das amostras de leite instaveis ao alcool 72%. No que diz respeito ao
pH, avaliaram que tanto o leite estavel quanto o leite instavel ao alcool aumentaram
a sua estabilidade ao alcool conforme aumentou o pH.

O ajuste artificial do pH do leite permitiu montar uma curva com um perfil de
estabilidade ao etanol pelo pH, que apresenta perfil semelhante a curva de tempo de

coagulacéao (teste de estabilidade térmica) pelo pH, como apresentado na Figura 2.
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Figura 2: Curva da estabilidade do leite ao etanol pelo pH, referenciando correlacdo com a varia¢éo
do equilibrio salino.

Fonte: In: FOX; MCSWEENEY. Advanced dairy chemistry. Vol.1 part B. 3ed. KA/PP: London. pp.
1346

Silva e Almeida (2004) citam como as principais variaveis que influenciam na
estabilidade térmica do leite o pH, o equilibrio salino, o teor natural de ureia, a
estabilidade das micelas de caseina, o periodo de lactacdo, a alimentacdo deficiente
do gado e a saude animal (mamite). Esses autores estimam que a avaliacdo da
estabilidade térmica por meio do teste do alcool seja um procedimento util para

verificar a aptidao do leite para o processamento.
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2.4 Difragéo a laser

A técnica de analise de tamanho de particulas por difracdo de laser € muito
usada em diversos ramos industriais devido a sua facilidade de operagéo, rapidez e
amplitude de leitura.

A difracdo a laser baseia-se no principio (difracdo da luz) de que, quanto
menor o tamanho da particula, maior o angulo de difracdo de um feixe luminoso que
atravessa uma populacdo de particulas. Essa técnica ndo mede particulas
individuais. Através de ferramentas matematicas (transformada de Fourier inversa),
calcula-se uma estatistica de distribuicdo de tamanho dessa populacdo de
particulas. O tamanho das particulas é indicado como o didametro de uma esfera de
volume equivalente (MALVERN INSTRUMENTS, 2016).

Allen (1993) explicou que, por este método, as particulas séo dispersas num
fluido em movimento causando descontinuidades no fluxo deste fluido, que sé&o
detectadas por uma luz incidente e correlacionadas com o tamanho de particula. Ao
atingir uma quantidade de particulas, a luz incidente sofre uma interacdo segundo
quatro diferentes fendbmenos (difracdo, refracdo, reflexdo e absor¢ao) formando um
involucro tridimensional de luz. O formato e o tamanho deste invélucro séo afetados
pelo indice de refracdo relativo da particula no meio dispersante, pelo comprimento
de onda da luz e pelo tamanho e formato da particula. Detectores estrategicamente
posicionados medem a intensidade e o angulo da luz espalhada. O sinal dos
detectores € entdo convertido para a distribuicdo de tamanho de particula através de

algoritmos matematicos, com base na teoria de difusdo da luz de Mie.
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Figura 3: Esquema de espalhamento e captura da luz nas andlises de particulas.
Fonte: MALVERN INSTRUMENTS (2016).
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3 LIMITACAO DO TESTE DO ALCOOL - JUSTIFICATIVA

O Quadro 1 relaciona uma série de fatores que permitem sugerir que existem

motivos suficientes para a separacdo do teste do alcool em dois tipos,

caracterizados por duas finalidades bem diferentes.

Quadro 1: Diferencas de foco entre duas aplicagdes do teste do alcool.

Fatores
Considerados

Teste do alcool para
Deteccéo de leite &cido

Teste do alcool para
Avaliacao da ETL

Momento da
Analise

- No Campo — coleta no produtor;
- Plataformas — recepcéo;

- Na Industria - Apds pasteurizacao;
- Liberac&o UHT;

Matéria prima

- Leite cru;
- Sem adicéo de sais;

- Leite pasteurizado;
- Com adicéo de sais;

Forca do
alcool

- 72%(viv);

- 80%(v/v) a 85%(v/v);

N° Produtores

- Unitario, pequenos grupos
(tanques comunitérios) e linhas

- Nunca unitario, sempre em lotes e
grandes conjuntos (frequentemente

por analise de leite (generalizadas); > 100.000 litros);
_— - Aceitac&o ou n&o do leite cru - Liberacdo ou nao do leite pre-
Objetivos Segundo IN 62/2011; processado e establll'zado, para o
processamento UHT,
- Separacdo de leites com maior | - Sinalizacdo da capacidade de
estabilidade ao &lcool para determinado lote de leite em
Aplicagéo diferentes destina¢des no suportar o tratamento térmico UHT;
processo produtivo. (ex: queijos, - Auxilio na calibracéo dos ajustes
fermentados, UHT...); salinos;
o . - Permite melhorar o tempo de
- Permite interagir com o campo i :
. i maquina em regime de
informando com agilidade a .
.. existéncia de fragilidades na pro_ce_ssqmento UHT;
Beneficios - Diminui turnos de CIP;

cadeia produtiva;
- E um argumento usado para
pagamento por qualidade.

- Reduz descaracterizagédo durante
shelf life (sedimentacéo);
- Reduz presséo sobre o SAC.

Pontos fortes

Simples, rapido e baixo custo

Simples, rapido e baixo custo

Pontos fracos

Confuséo para casos de
fragilidades ligadas a sintese do
leite (ex: LINA).

Leitura mais dificil quando o leite
esta adicionado de sais corretores,
gerando maior grau de
subjetividade na leitura.

Fonte: Elaborado pelo autor (2016).
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A evolucéo das préticas de ordenha, o armazenamento sob refrigeragéo e o
transporte granelizado, ao reduzir a CBT, diminuiram a importancia do teste do
alcool de plataforma. A discussdo sobre a ocorréncia de fragilidades em certas
amostras de leite ao teste do alcool, oriundas de anomalias fisiolégicas ao nivel da
sintese do leite que, acabam gerando leite instavel ndo acido (LINA) é valida. Esta
abordagem merece a aten¢do dos estudiosos quanto a adequabilidade da legislacao
atual sobre o uso do teste do alcool como método de controle de coleta e recepcgéao
do leite. No entanto, ela ndo se enquadra no estudo em questao.

Baseados na premissa de que existe uma correlagdo entre a ETL e a
estabilidade ao alcool (Horne e Muir, 1990), o teste do &lcool (80%v/v) passou a ser
utilizado nas industrias como método auxiliar na previsdo da ETL dos lotes de leite
destinados ao tratamento UHT.

O teste do alcool, por ser um método simples, rapido e de baixo custo acaba
sendo a base, a partir da qual tomam-se decisdes de alto impacto econdémico para

as empresas de leite UHT.

Figura 4: Precipitado com gelificacdo, 30 dias ap6s envase.
Fonte: Foto do autor

Em nivel industrial, o grau de ETL determina a intensidade da desnaturacéo
e associacao de proteinas com a formacao de precipitados e/ou gelificacdo, gerando
perda de qualidade no produto final. Assim como o tempo de operacdo continuada
que um ultrapasteurizador (UHT) leva para incrustar a linha.
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Quadro 2: Imagens de incrustacoes em tubulagbes abertas apds um ciclo produtivo do
ultrapasteurizador (UHT), em duas situac@es de ajuste salino.

Situacdo 1: Tubulacdo apdés 12 horas de | Situagcdo 2: Tubulagdo ap6s 36 horas de
producéo. Com adicéo de 0,03% de Citrato. producdo. Com adicdo de 0,03% de citrato e
0,03% de fosfato dissédico

Fonte: Foto do autor

Considerando-se a magnitude dos volumes de leite e dos valores envolvidos
no processamento UHT, podemos avaliar quais sdo as consequéncias de uma ma
avaliacdo da ETL.

Na industria, a correta utilizacdo dos sais estabilizadores promove reais
economias de tempo, de energia, de mao de obra e de consumo de produtos
quimicos, com ganhos expressivos de produtividade (maior volume processado num
mesmo tempo), além de promover alivio nas estacdes de tratamento pela reducéo
do numero de ciclos de limpeza CIP e consequente reducéo na geracéo de residuos
organicos e quimicos. Vale ainda citar ganhos na melhor ocupacdo da mao de obra,
0 que ndo ocorre quando temos multiplas paradas de CIP de aproximadamente 5
horas de duracéo cada.

De fato, na pratica, observa-se que o teste do alcool, devido a sua rusticidade,
tem uma componente de subjetividade na avaliagdo Otica direta que dificulta a
padronizacao da decisao.

Figura 5: Reacgédo negativa (esquerda) e positiva (direita) ao teste do alcool
Fonte: (FISCHER, V. et al. 2012)
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Considerando-se a acurcia dos novos equipamentos de laboratério e da
sensibilidade dos controles internos dos proprios equipamentos e processos UHT,
pode-se observar que os mesmos tém alto grau de precisdo que ndo condizem com
o grau de empirismo da avaliacéo visual do teste do alcool.

Este trabalho buscou encontrar um método que aumentasse a magnitude da
visualizacdo das estruturas geradas no teste do alcool aplicado ao processamento
de leite UHT, diminuindo a subjetividade das avaliacbes, aumentando a acuracia e

contribuindo para uma tomada de decisdo mais precisa.

4 OBJETIVOS

As industrias de leite que se dedicam a producdo de leite UHT se deparam
com o problema de falta de uniformidade dos lotes de leite quanto a resisténcia ao
tratamento térmico a ser aplicado. O bindmio tempo/temperatura utilizado no
tratamento UHT, entre 130°C e 150°C por 2 segundos a 4 segundos (BRASIL,
1997), é rigoroso e requer atencdo ao equilibrio entre os componentes do leite para
evitar a desestabilizacdo por aquecimento gerando entupimento dos equipamentos,
perdas de eficiéncia e alteraces fisicas durante o tempo de validade.

Apesar de sua pouca acuracia, o teste do alcool tem sido usado como
indicador de estabilidade térmica para liberacdo de lotes de leite destinados ao
processamento UHT. Além da subjetividade na leitura dos resultados, a rusticidade
deste teste destoa da importancia que ele assume ao ser usado como fator de
deciséo para a liberacédo de grandes lotes de leite.

Este trabalho buscou encontrar um método que aumentasse a magnitude da
visualizacdo das estruturas geradas no teste do alcool, diminuindo a subjetividade
das avaliagdes, aumentando a acuracia e contribuindo para uma tomada de decisao

mais assertiva.
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4.1 Objetivo geral

Aperfeicoar a visualizacdo das particulas geradas no leite pasteurizado,
quando submetido ao teste do alcool, sob a acdo de trés tipos de sais
estabilizadores, avaliado por trés diferentes métodos de visualiza¢cdo, comparando
com a forma como este teste é visualizado hoje nos laboratorios das industrias de
leite UHT.

4.2 Objetivos especificos

e Aprimorar a capacidade de Vvisualizagdo das microparticulas e da
interpretacdo do teste do alcool em amostras de leite pasteurizado destinado
ao tratamento UHT;

e Avaliar e comparar a influéncia dos sais estabilizadores sobre a formacéo de
microparticulas em leite pasteurizado submetido ao teste do etanol;

e Incrementar a visualizacdo e interpretacdo dos resultados do teste do alcool
sobre as amostras de leite pasteurizado, por meio de trés diferentes métodos:
observacédo Otica direta, observacdo microscépica o6tica digital e medidor de
particulas por Difracdo a Laser (LS);

e Inferir sobre a capacidade de uso do teste do alcool como metodologia para
decisé@o de ajustes finos na escolha e dosimetria de sais estabilizadores nos
laticinios;

e Inferir sobre a capacidade de uso do teste do alcool como metodologia para

apoio nos desenvolvimentos de novas combinagdes de sais estabilizadores.
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5 MATERIAL E METODOS

Como proposta inicial de trabalho procurou-se uma solugdo metodoldgica
para aumentar a acuidade da visualizacdo das microestruturas do leite, geradas pelo
teste do alcool e comparar com a forma como este teste € visualizado hoje nos

laboratérios das industrias de leite UHT.

5.1 Delineamento do experimento — Teste do alcool

A partir de uma amostra de leite pasteurizado integral, 3% gordura (m/v)
foram preparados quatro tratamentos com quatro variagdes no ambiente salino: leite
pasteurizado sem adicdo de sais como controle; leite pasteurizado com adi¢céo de
citrato de sodio 0,05%(m/v); leite pasteurizado com adi¢cdo de fosfato dissédico
0,05%(m/v); e leite pasteurizado com adicdo de uma mistura comercial de sais de
citrato e fosfatos (LAC 8074-7) a 0,05%(m/v).

Cada tratamento foi submetido ao teste do alcool. Foram usadas
concentracdes de etanol de 72%(v/v) a 96%(v/v), em intervalos de duas unidades
percentuais.

Para a avaliacdo das microparticulas resultantes do teste do alcool, foram
usados trés diferentes métodos de observacao: visualizacdo 6tica direta em placa de
Petri, visualizacdo por microscopia Otica digital ampliada em 200x (ProScope) e
medicdo por refracao a laser em analisador de particulas LS 13.320.

Na Figura 6, o esquema do delineamento proposto para o trabalho.
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Figura 6: Delineamento da avaliacdo microestrutural do leite pasteurizado submetido ao teste do
alcool, visando processamento UHT.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Para cada amostra submetida a uma determinada graduacao alcodlica, logo
apos a observacao otica direta, uma fracdo da solucdo resultante foi imediatamente

transferida para o ProScope e outra para o LS. Procurou-se através deste
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procedimento linearizado minimizar a agao do tempo sobre as amostras e garantir

gue o objeto de avaliacdo fosse sempre 0 mesmo para as trés metodologias.

5.2 Leite pasteurizado padronizado

Para o experimento utilizou-se leite pasteurizado integral padronizado a 3%
(m/v) de gordura, sendo leite de conjunto, de uma empresa de Juiz de Fora/MG.

As andlises de composicdo do leite foram realizadas no Laboratorio de
Composicdo e Valor Nutricional dos Alimentos do Departamento de Nutricdo da
UFJF, a saber: proteinas pelo método de Kjedahl, gordura pelo método butirométrico
de Gerber, umidade e cinzas pelo método gravimeétrico, lactose por diferenca, acidez
pelo método titrimétrico e pH pelo método potenciométrico, segundo metodologias

preconizadas por Brasil (2006).

5.3 Pesagem e mistura dos sais estabilizadores

Tendo em vista a importancia da relacéo entre a ETL e a estabilidade do leite
ao alcool elegeram-se trés diferentes sais para, adicionados ao leite pasteurizado,
promover diferentes condicbes de estabilidade simulando o que ocorre nas
industrias de leite UHT. Os sais foram o citrato de sddio (NazCgHsO7), fosfato
dissédico (Na,HPO,4) e uma combinagdo comercial de sais “LAC 8074-7" (fosfato
trissodico (NazPO,), fosfato dissddico e citrato de soédio), todos fornecidos pela
Globalfood Sistemas de Ingredientes.

Foram preparados quatro tratamentos; o primeiro sem adi¢cdo de sais como
controle e trés tratamentos com adic¢des de citrato de sédio 0,05% (m/v), de fosfato
dissédico 0,05% (m/v) e do “LAC 8074-7” 0,05% (m/v), na razdo de 0,125¢g de cada
sal em cada pote de 250mL de leite.

As pesagens dos sais foram feitas em balanca analitica de precisédo
SHIMADZU AY220 (capacidade de 0,01g a 220g) do Laboratério de Composicao e
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Valor Nutricional dos Alimentos do Departamento de Nutricdo da UFJF. Os sais
foram adicionados em potes de vidro de 250mL de boca larga e tampa de metal com
selo. A mistura ao leite foi feita a 5°C. Os potes foram agitados de maneira

intermitente durante uma hora e depois foram agitados a cada nova intervencao.

5.4 Preparacao das solucdes alcodlicas

As solugdes alcodlicas foram preparadas no Laboratorio de Composicéo e
Valor Nutricional dos Alimentos do Departamento de NutricAio da UFJF, em
concentracbes de alcool de 72%(v/v) a 96%(v/v) em intervalos de duas unidades
percentuais. As concentracdes foram inicialmente ajustadas com alcodmetro de
Gay-Lussac. Posteriormente, as graduacfes alcoodlicas foram conferidas e
reajustadas com auxilio de um densimetro digital “DENSITO 30P” da METTLER
TOLEDO e, para o pH 6,8 a 7,0 com auxilio de potenciébmetro Gehaka, modelo PG
1800.

5.5 Teste do alcool

Este teste foi conduzido no Laboratério Microestrutural e Microanalise (Micro)
do Nucleo de Espectroscopia e Estrutura Molecular da Universidade Federal de Juiz
de Fora (NEEM/UFJF).

O teste do alcool foi realizado, nos quatro tratamentos, em placa de Petri para
reproducdo do que se faz nos laticinios. Misturou-se 2mL de alcool sobre 2mL de
leite (6°C) para cada ensaio de variacdo alcodlica e foi observada visualmente a
reacdo de desestabilizacdo ao alcool. Foi criada uma planilha para registro do ponto
de coagulacéo. Foi realizado registro fotografico em fundo preto para cada ensaio.

Usou-se micropipetadores INTECH (Volumes de 200puL a 1000upL) e
micropipetas de 1mL exclusivas para evitar contaminagdes cruzadas. As amostras

foram mantidas em geladeira de 3°C a 6°C e os testes de alcool foram realizados
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com as amostras de leite a 6°C. A temperatura do Laboratorio ficou estavel a 19°C
durante todo o tempo decorrido para as analises.

Trabalhou-se com concentracdes crescentes de alcool até a observacdo de
desestabilizacdo visivel. Foi considerado como resultado do teste do alcool a
graduacdo alcodlica que primeiro gerou aglomerados visiveis a olho nu. O analista
que procedeu as leituras dos resultados foi sempre o mesmo em todas as corridas

dos testes do alcool.

5.6 Microscopia otica digital

Os trabalhos de visualizacdo, com auxilio de microscopia 6tica digital, das
microparticulas formadas no leite pasteurizado, quando submetido aos diferentes
niveis do teste do alcool e para cada tratamento, foram realizados no Laboratério
Microestrutural e Microandlise (Micro) do Nucleo de Espectroscopia e Estrutura
Molecular da Universidade Federal de Juiz de Fora (NEEM/UFJF).

Utilizou-se para esta finalidade o microscopio otico digital “ProScope HR”
(High Resolution HandHeld Microscope), um equipamento de alta resolucédo — além
de ser leve (1509) —, portétil e de manuseio simplificado.

Este equipamento consiste num microscopio otico digital, portatil, com Kkits
opcionais de até seis objetivas de aumento (10x, 30x, 50x, 100x 200x, 400x)
intercambiaveis, interligado por cabo USB ou Wi-Fi a um computador ou tablet,
capaz de explorar e capturar imagens e editar pequenos filmes.

Gracas a uma base de fixacdo que faz parte do kit, o ProScope pode ficar na
bancada fixado com a objetiva virada tanto para baixo quanto para cima, de maneira
a facilitar a leitura. A lamina com a amostra € que se move sobre a objetiva ndo
exigindo do analista pericia especifica para com os ajustes 6ticos do equipamento a

cada nova amostra.
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Figura 7: ProScope uso manual e uso fixado na base
Fonte: MANUAIS DO PROSCOPE HR (2016).

A cada corrida do teste de alcool, uma parcela de 10uL da mistura leite/alcool
foi transferida com micropipetador KASVI basic (Volumes de 10uL a 100uL) sobre
uma lamina de microscopia e coberta por laminula. Uma vez montada, a lamina foi
posicionada diretamente sobre o leitor 6tico do ProScope fixado na base com a lente
objetiva virada para cima. Esta combinacdo de fixacdo e posicionamento permitiu
um melhor trabalho exploratério das imagens sobre as amostras diminuindo
problemas de focalizacéo e ndo exigindo ajustes 6ticos do equipamento a cada nova
amostra. Usou-se objetivas com aumento de 200 x.

A leitura do ProScope foi obtida diretamente na tela de um computador,
mediante uso de software de transferéncia de imagem “ProScope HR software”.
Cada uma das andlises gerou um conjunto de 10 a 12 imagens e 1 a 2 filmes de 15
segundos totalizando 608 imagens e 60 filmes.

Para a captura das imagens e filmes foram adotadas as seguintes
especificacdes do programa de imagens do ProScope: Resolucdo 640 x 480, Frame
Rate 15, iluminagédo na posi¢ao “Daylight”, Brilho 0, contraste 0, matiz 0, Saturagao

40, nitidez 1, proporc¢éo de branco 4.

5.7 Medicéo de particulas por difracdo a laser (LS)

Os trabalhos de analise das microparticulas formadas no leite pasteurizado,
guando submetido aos diferentes niveis do teste do alcool para cada tratamento

foram realizados no Laboratorio Microestrutural e Microanalise (Micro) do Ndcleo de
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Espectroscopia e Estrutura Molecular da Universidade Federal de Juiz de Fora
(NEEM/UFJF). As distribuicdes dos tamanhos das particulas das amostras de leite
pasteurizado com e sem adicdo de sais foram obtidas através do analisador de
particulas por difracdo a laser Beckman Coulter LS 13 320 (BECKMAN COULTER,
Miami, FL, EUA, 2011), conforme a Figura 8, acoplado ao médulo de analise liquida
(Aqueous liquid module, Beckman Coulter, Miami, FL, EUA).

Figura 8: Equipamento LS 13 320.
Fonte: Manual Beckman Coulter (2016, p.Capa).

A cada diluicdo do teste do &lcool, uma fracdo de aproximadamente 1,5g da
solucédo, resultante da mistura de leite e alcool, foi imediatamente levada ao LS para
o procedimento de contagem a laser das particulas.

O equipamento LS tem software interno de leitura, processamento e
armazenamento de dados proprio (Software Version 2.01, Miami, FL, EUA). A
dosagem da amostra se da por adicdo lenta por gotejamento da amostra no
misturador de entrada com &agua circulante. A quantidade de amostra suficiente é
medida pelo grau de obscurecéncia da &agua circulante. A obscurecéncia de
operacdo € sinalizada pelo equipamento, como 50% + ou — 5% de PIDS
(Polarization Intensity Differential Scattering System). O sistema é dotado de 5 PIDS
fotodetectores.

Apés a contagem, o LS forneceu os resultados na forma de relatérios e
curvas levando em consideracao diferentes grandezas como: numero de particulas,
area superficial total das particulas ou volume ocupado pelas particulas.

Os dados foram coletados na regido de 0,04um a 2000um com tempo de

coleta estabelecido em 90 segundos. Os resultados foram obtidos utilizando o indice
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refracdo de 1,332 para 0 meio dispersante (agua) e 1,57 para as particulas de
micelas de caseina. De acordo com Mimouni et al. (2009) foram representados pelo
volume (%) ocupado pelas particulas em funcdo do seu tamanho. As condi¢cdes
acima fixadas foram utilizadas para as analises de todas as amostras provenientes

do teste do alcool, em diferentes concentragdes.

5.8 Analises estatisticas

Para fundamentar o estudo das particulas do leite pasteurizado submetido ao
teste do alcool, foram utilizadas duas metodologias qualitativas e uma gquantitativa
de visualizacdo das microparticulas. Os sistemas qualitativos foram o 6tico direto e a
microscopia Otica digital. Ja o sistema quantitativo — LS — permitiu a contagem de
microestruturas a laser com a capacidade de detectar em uma escala nanométrica a
qguantificacdo e a distribuicdo das microestruturas.

A andlise estatistica dos efeitos do teste do &lcool entre os métodos
qualitativos de visualizagdo 6tico direto e o método de microscopia Otica digital foi
realizada por meio do metodo de Correlagbes Paramétricas de Pearson. Para
analise estatistica paramétrica foi usado o programa do SAEG sistema para andlises
estatisticas, versao 9.1 (SAEG, 2007). O nivel de significancia estabelecido foi pelo
menos de p < 0,05.

A andlise estatistica do contador de particulas LS 13 320 foi realizada por
programa de software LS Series, versao 2.01, para Windows Microsoft (BECKMAN
COULTER, 2016) que analisou os dados coletados durante 90 segundos de leitura a
laser do fluxo de microparticulas de cada ensaio. Os resultados sdo apresentados
em planilhas de dados, graficos e resumos estatisticos expressos em: volume (%)
por tamanho (um), diametro (%) por tamanho (um) e numero de particulas por
tamanho (um).

Optou-se pelo volume (%) de particulas em cada faixa de tamanho
nanometrico para avaliacdo do comportamento das microparticulas. Os dados
relativos as curvas geradas pelo programa do LS foram avaliados por analise

descritiva.



46

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo trabalhou-se com o conceito de Teste de Alcool para
Avaliacdo da ETL, usado como argumento de liberacdo industrial dos lotes de leite
para o processamento UHT.

6.1 Ensaios preliminares

A pesquisa para a montagem do delineamento contou com uma fase
preparatoria, onde uma série de fatores foram testados até se chegar na
configuracéo escolhida. Precisou-se definir qual tipo de leite seria 0 mais adequado
e representativo para o objetivo do trabalho. Trabalhou-se com oito diferentes fontes
de leite.

Iniciou-se uma busca por diferentes equipamentos Gticos, desde lupas até a
microscopia convencional. Tanto a aplicacdo do ProScope quanto a do LS na
avaliacdo de microestruturas do teste do alcool sdo inéditas. Por isso, foi necesséria
a criacao de protocolos de trabalho para ambos os métodos.

Testou-se diferentes objetivas no ProScope. A alta sensibilidade do LS
chamou a atencdo para a calibracdo das concentragdes alcodlicas que tiveram que
ser retrabalhadas com metodologia mais refinada. O tempo que leva para perfazer
todo um ciclo de graduacfes alcodlicas levantou o problema do armazenamento e
da temperatura das amostras. Decidiu-se registrar 10 a 12 fotos e 1 a 2 filmes para
cada graduacao alcodlica testada.

Notou-se que o teste do alcool tem um tempo curto de leitura. Ao se esperar
demais, amostras que seriam consideradas boas acabaram apresentando estrias de
desestabilizacdo. Por isso, montou-se um procedimento agil e linear para que as trés
metodologias avaliassem a formacao de particulas de um mesmo objeto de analise
e, garantindo o mesmo momento de leitura, como se faz na industria.

Somente na fase preparatéria foram realizados 120 testes que geraram 120

curvas e 120 estatisticas no LS e 1700 capturas de imagens. Diante dos resultados
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obtidos neste periodo preparatorio, elegeu-se como delineamento o estudo das
particulas do teste do &lcool através da correlacdo entre os dois métodos 6ticos
(direto e digital). Ja o LS foi usado para quantificar os fendbmenos visuais e fornecer
uma interpretacdo matematica e menos subjetiva das ocorréncias observadas pelos
dois meios oticos.

Para estudar diferentes condi¢cdes de estabilidade do leite ao alcool, elegeu-
se trabalhar com quatro diferentes sistemas de estabilizacéo salina.

Uma vez ajustados os protocolos, foram realizados mais 48 testes com
geracdo de 48 curvas e 48 estatisticas no LS e 664 capturas de imagens no

ProScope, os quais confirmaram os comportamentos observados anteriormente.

6.2 Andlises do leite

A industria de leite UHT tem como procedimento padrdo a pasteurizacdo do
leite como pratica obrigatéria na preparacdo dos lotes que serdo destinados ao
tratamento UHT. O leite pasteurizado integral foi devidamente analisado conforme a
Tabela 4, abaixo.

Tabela 4: Composicéo e propriedades fisico-quimicas do leite pasteurizado usado no experimento

Constituinte / Propriedade Valor
Umidade (% m/m) 87,85
Gordura (% m/v) 3,20
Proteina (% m/v) 3,24
Residuo mineral fixo (cinzas) (% m/m) 0,69
Lactose (por diferenca) (% m/v) 5,02
Acidez (°D) 15,0

pH 6,76

Fonte: Elaborado pelo autor a partir de dados laboratoriais (2016).
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6.3 Sais estabilizadores

Adicao de sais sequestrantes de calcio como citratos e fosfatos tem a funcéo
estabilizadora pela modificacdo das propriedades fisicas do leite formando
complexos estaveis por meio de ligacdes ibnicas com metais ou metais alcalino
terrosos (FOX; MCSWEENEY, 1998). Os sais estabilizadores, aumentando a
estabilidade térmica, melhoram as condicbes de processabilidade do leite,
minimizando a formacao de sedimentos e gelificacdo em produtos UHT (WALSTRA
et al.,1999).

Conforme citado na literatura (Horne e Parker,1981a), pode-se constatar que
a adicdo de citrato e fosfato dissédico mudou o perfil da curva de estabilidade. A
afinidade destes sais com o calcio aumentou a estabilidade do leite ao teste do
alcool, gracas a reducéo do calcio soluvel.

A escolha dos tipos de sais e seus niveis de aplicacdo empregados na
montagem dos quatro tratamentos se mostrou acertada pois, como 0 objetivo
principal era a comparacdo de diferentes métodos de visualizacdo das estruturas
formadas no teste do alcool, caso as diferencas entre os comportamentos salinos
fossem muito pequenas e de dificil percepcéo, ter-se-ia mais uma variavel a ser
gerenciada.

A diferenca de estabilidade ao teste do alcool observada nos quatro
tratamentos foi grande, formando quatro ambientes salinos bem distintos, e iSso
facilitou a comparacdo entre os trés métodos de visualizacdo das estruturas
formadas.

O tratamento “Pasteurizado sem adigao de sais” tendo sido montado como
Controle, serviu de base de comparacdo para avaliagdo dos incrementos na
estabilizacdo ao teste do alcool dos demais tratamentos.

Constatou-se uma sequéncia crescente de estabilidade na seguinte ordem:
“adicionado de citrato de sédio 0,05%(v/v)” seguido do “adicionado de fosfato
dissodico 0,05%(v/v)” e do tratamento “adicionado de Mix de estabilizantes LAC
8074-7 0,05%(v/v)”, que foi 0 que apresentou maior estabilidade ao teste do alcool.

Segundo Singh, (2004) o fosfato adicionado ao leite reduz o fosfato soluvel e

altera o padrao de pH para valores alcalinos, aumentando o tempo de coagulagao
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térmica. Nos casos em que o pH estiver abaixo da faixa de estabilidade (6,7 a 6,9) o
citrato de sodio ou fosfato dissédico sdo os mais indicados, com objetivo de
aumentar a estabilidade ao tratamento UHT. O autor relata ainda que, o efeito do
fosfato € menos duradouro do que o citrato por esse se manter por mais tempo na
fase soluvel.

No presente trabalho constatou-se diferenca na especificidade entre citrato e
fosfato dissddico, contudo foi no Mix de sais estabilizantes que se observou o efeito
sinérgico entre os sais, potencializando o efeito estabilizador frente ao teste do
alcool. Embora a funcéo sequestrante seja comum aos sais utilizados, a propriedade
alcalinizadora dos fosfatos aumentando ligeiramente o pH (para 6,94) promoveu

uma melhor condicdo de estabilidade as micelas de caseina.

6.4 Solucdes alcodlicas

As concentra¢cdes alcoodlicas foram previamente preparadas com alcoémetro
de Gay-Lussac, reproduzindo-se o que se faz na industria. Este método se mostrou
impreciso e fonte de erro grosseiro pelo grau de subjetividade das leituras. Ao
checar as concentracdes através de densimetro digital “DENSITO 30P” da
METTLER TOLEDO, deparou-se com diferencas de até 6%(v/v). A partir desta
constatacdo, adotou-se o densimetro digital como procedimento padréo, ficando o
erro das concentragdes entre 0,1%(v/v) e 1%(v/v).

Fica a recomendacdo para que a industria tenha uma atencdo redobrada a
metodologia de calibracdo das diferentes solucdes alcodlicas, principalmente
quando o objetivo do teste do alcool for o ajuste do balanco salino de grandes lotes
de leite.
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6.5 Teste do Alcool

Partindo de um mesmo leite integral pasteurizado registraram-se 0s
resultados obtidos para os quatro tratamentos com e sem adicdo de sais. Os
resultados refletiram a influéncia dos diferentes sais sobre a estabilidade do leite ao
teste do alcool, como citado por Horne e Parker (1981a), cada sal interferindo com
sua especificidade. A Figura 9 mostra os registros das leituras da desestabilizacéo
de cada tratamento e a cada graduacdo alcodlica. A planilha foi elaborada para
registro imediato do grau de desestabilizacdo ao teste do alcool, pelo método de

visualizacao “6tica direta”.

TRATA LU NIVEIS DE ETANOL (% v/v)
T DESCRICAO tura da
mmnmmmmmmmmmnmmm

Calibraggo do alcool 73 755 77,8 805 821 835 855 8 89 912 935 96 99
Calibraggio do pH alcool - - 685 701 689 7,00 700 705 695 673 698 710 7,10 662 7,00 7,00
T1 Leite pasteurizado 6,76 6°C - - -1 1 1 R T T R

Leite past + citrato de

T2 sédio 0,05% (m/v)

6,85 6°C - - - - = - 1 1++  1+4+

i +
13 Leite past + fosfato G c i ) ) ) ) ) ) ) : Er.

dissddico 0,05% (m/v)

Leite past + LAC 8074-7

T4 0,05% (m/v)

6,94 6°C - - - - - - - - - - 1 1++

Figura 9: Registro de dados do teste do alcool aplicado aos quatro tratamentos de sais e avaliados
pelo método “visualizagdo otica direta”. Sendo que (vazio) significa nédo realizado, (-) significa
realizado sem desestabilizagdo aparente, (1-) significa davida, (1) significa ponto de coagulagdo e
(1+, 1++, 1+++) significam visualiza¢des crescentes e confirmativas da coagulacgéo.

Fonte: Elaborado pelo autor com base nos dados do experimento (2016).

Todos os trés sais igualmente dosados [0,05% (m/v)] em um mesmo leite
melhoraram a estabilidade do leite ao alcool comparado com o “controle”. Ocorreu
grande diferenca no comportamento de cada tratamento. O leite pasteurizado sem
adicdo de sais mostrou coagulacao visivel no alcool 82%(v/v), com citrato de sédio a
coagulacao visivel ocorreu no alcool 88%(v/v), com fosfato dissddico a coagulacdo
visivel ocorreu no alcool 92%(v/v) e a mistura de sais LAC 8074-7 mostrou

coagulacao visivel no alcool 96%(v/v).
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Chavez et al. (2004) sugerem que o teste do alcool pode ser util no
entendimento sobre os fatores que afetam a estabilidade micelar e pode ser usado
como método para selecionar tipos e dosagens de sais estabilizadores.

Deu-se atencao especial a alguns fatores ao se fazer o teste do alcool:

o Agilidade - O tempo de exposi¢cdo ao alcool muda o resultado do teste.

Se variar o tempo da leitura, varia o resultado;

o Temperatura - Fixou-se a temperatura do leite em 6°C, tendo em vista

gue a variacdo da temperatura do leite muda a densidade do meio e altera o

resultado do teste do alcool. Desta forma, foi garantida a temperatura das

amostras de leite dentro da faixa da temperatura que o leite da industria fica
estocado nos silos (entre 4°C e 8°C);

o Subjetividade - As visualizagbes foram feitas por apenas um

observador com o objetivo de reduzir o grau de subjetividade.

6.6 Microscopia otica digital — ProScope

Existe uma dificuldade real na industria quanto a tomada de decisdo no
momento da liberacéo dos lotes de leite para o tratamento UHT.

A visualizacdo 6tica direta das microparticulas do teste do alcool é subjetiva e
faz com que os operadores tenham opinides diferentes sobre a leitura de uma
mesma analise. As amostras para a visualizacdo Otica direta sdo de 4mL (2mL de
leite e 2mL de alcool) e estdo distribuidas numa placa de Petri com éarea de
78,54cm? (considerando uma placa de Petri de 10cm de diametro).

Quando se escolheu o ProScope como solugéo otica objetivou-se, aumentar a
capacidade de visualizacdo das particulas do leite, permitindo enxergar e registrar
em imagens a coagulacéo do leite ao teste do alcool em seus primeiros estagios de
formacdo.

Na nova metodologia, as amostras foram de 10uL e ficaram
homogeneamente distribuidas em uma camada delgada formada pelo uso de lamina
e laminula de vidro com dimensdes de 20mm x 20mm, ou seja, uma area total de

400mm?. Além de ter-se trabalhado com um aumento de magnitude de 200x.
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A relagéo entre as observacoes pode ser assim exemplificada:

- Placa de Petri: 4 mL/ 78,53 cm? = 0,05 mL. cm™

- ProScope: 0,01 mL /4 cm? = 0,0025 mL. cm™

Diminuiu-se em 20x a quantidade de amostra por cm? de area observada e
incrementou-se em 200x o0 aumento da visualizagao.

Olhando por este aspecto, 0 método permitiu observar a microestrutura do
material de forma mais assertiva, pois 0 campo de observacéo néo foi saturado com
muita amostra (como no caso da placa de Petri) e teve-se ainda acesso a uma
escala de grandeza que permitiu identificar a formacdo dos primeiros agregados
com tamanho inferior a capacidade de identificacdo do olho humano (100um). Os
primeiros indicios de desestabilizacdo com a formacdo dos primeiros agregados
foram detectados pela microscopia 6tica digital na faixa de 20um.

Os aglomerados observados na visualizacdo 6tica direta (em placa de Petri)
representaram interagfes secundarias entre os primeiros aglomerados, até a
formacdo de agregados maiores que 100um. J& o ProScope permitiu acessar a
escala sub 100um.

Em complementacdo, com a formacéo da camada delgada pela deposicédo da
laminula, aumentou-se a area de observacdo de cada agregado unitario formado,
devido ao efeito de espalhamento da massa do material, ocasionado pela exposi¢cao
dos constituintes originalmente estruturados na parte interna do agregado.

O aumento da capacidade 6tica (200x) do ProScope permitiu ao operador
uma antecipacdo da visualizagcdo da formacdo de grumos e, consequentemente,
permitird uma maior assertividade na tomada de deciséo na liberacdo dos lotes de
leite para o tratamento UHT. Desta forma, o uso do ProScope trouxe uma
colaboracéo inédita para que, o teste do alcool, mantendo a sua simplicidade, seja
capaz de ajudar na tomada de decisfes de fabrica com melhor definicdo, seguranca
e capacidade de registro.

Através da comparacdo entre as duas metodologias (Quadro 3), pbde-se

registrar algumas vantagens da microscopia o6tica digital sobre a 6tica direta.
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Quadro 3: Comparacéo de eficiéncia entre metodologias 6tica direta e microscopia 6tica digital

Metodologia Otica

Atributos -
Otica direta Microscopia 6tica digital

Magnitude da visualizacao 1x 200 x
Responsabilidade da Laboratorista Possibilidade de consulta a
avaliagcéo e decisdo do teste niveis superiores
Capacidade de registro, Em fichas de :-\r’neaglse;[:g g%?gégg-m captura de
rastreabilidade e preenchimento manual; Podge ser ar uivaoio e ou
compartilhamento da Restrita e de baixa com artilhago or meios diaitais
visualizagdo duracéo (dado se perde) por tgmpo inde?erminado 9
Capacidade de uso como Alta capacidade de
ferrpamenta de desenvolvimento devido a maior
desenvolvimento de novos Reduzida magnitude da observacédo e a

. possibilidade de comparacao
produtos ou dosagens de sais com o banco de imagens

Fonte: Elaborado pelo autor com base nos resultados da pesquisa (2016).

Em seguida uma selecdo de imagens em forma de colecdo fotografica dos
dados coletados para os controles sem adi¢cao de alcool, e para os testes do alcool

aplicados nos quatro tratamentos de ajuste salino.



54

6.6.1 Imagens dos leites antes do teste do alcool — Controle

As imagens da Figura 10 abaixo mostram as microestruturas do leite antes de
se iniciar o teste do &lcool. Visualiza-se um fundo homogéneo com aspecto de
rugosidade, tipico do que é a referéncia de microestruturas do leite na magnitude de

200x capturadas pelo microscopio 6tico digital e nas quatro versdes de sais.

Controles

ProScope (200 x)

Controle pasteurizado;
Sem sais;
Sem alcool.

Controle pasteurizado;
Citrato 0,05% (m/v);
Sem alcool.

Controle pasteurizado;
Fosfato 0,05% (m/v);
Sem alcool.

Controle pasteurizado;
Mix de sais 0,05% (m/v);
Sem alcool.

Figura 10: Imagens da visualizacdo do leite pasteurizado sem adicdo de &lcool, nas versdes
pasteurizado sem adi¢fes (P), com adi¢do de citrato de sédio (C), com fosfato dissodico (F) e com
mix de sais (M): ProScope 200x campo 1 (b;) e ProScope 200X campo 2 (b,).

Fonte: Adaptado pelo autor, do programa de imagens do ProScope (2016).
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6.6.2 Teste do alcool no leite sem adicdo de sais

O primeiro tratamento submetido ao teste do alcool foi o leite pasteurizado
sem adicdo de sais estabilizadores. A Figura 11a e 11b na pagina seguinte mostram
os resultados dos dois métodos qualitativos: otico direto em placas de Petri e
microscopia otica digital com aumento 6Otico de duzentas vezes.

Enquanto a visualizacdo Otica direta constatou a coagulacdo ao teste do
alcool na graduacdo 82%(v/v), a microscopia Otica digital antecipou a visualizagédo
da formacg&o dos primeiros coagulos para a graduacao alcodlica de 76%(Vv/v).

Nota-se nas imagens da microscopia 6tica digital um aumento na rugosidade
do fundo das imagens e o aparecimento de pequenos aglomerados branco
amarelados que surgem a partir do alcool 76%(v/v) e crescem conforme aumenta-se

a graduacdo alcodlica.
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Pasteurizado sem adigdo
Otica direta ProScope (200 x)

P72b,

Figura 1la: Imagens comparativas da visualizacao do teste do alcool para o leite pasteurizado sem
adicdes de sais (P) em concentracdes de alcool variando entre 72%(v/v) a 90%(v/v) (0 numero indica
0 grau alcodlico): 6tica direta (a), ProScope 200x campo 1 (b;) e ProScope 200X campo 2 (b,).

Fonte: Adaptado pelo autor, do programa de imagens do ProScope (2016).
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Pasteurizado sem adicd@o
Otica direta

Figura 11b: Continuacéo da analise das imagens.
Fonte: Adaptado pelo autor, do programa de imagens do ProScope (2016).

6.6.3 Teste do alcool no leite com adig&o de citrato de sddio 0,05%(m/v)

O segundo tratamento submetido ao teste do alcool foi o leite pasteurizado
adicionado de citrato de soédio 0,05%(m/v). A Figura 12a e 12b nas paginas
seguintes mostram o0s resultados dos dois métodos qualitativos: Otico direto em

placas de Petri e microscopia 6ética digital com aumento 6tico de duzentas vezes.
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CITRATO 0,05%
Otica direta ProScope (200 x)

Figura 12a: Imagens comparativas da visualizagao do teste do alcool para o leite pasteurizado com
adicdo de citrato de sédio 0,05%(m/v) (C) em concentracdes de alcool variando entre 76%(v/v) a
92%(v/v) (0 nimero indica o grau alcodlico): dtica direta (a), ProScope 200x campo 1 (b;) e ProScope

200X campo 2 (by).
Fonte: Adaptado pelo autor, do programa de imagens do ProScope (2016).
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CITRATO 0,05%
Otica direta ProScope (200 x)

Figura 12b: Continuagédo da analise das imagens.
Fonte: Adaptado pelo autor, do programa de imagens do ProScope (2016).

Enquanto a visualizacdo Otica direta constatou a coagulacdo do tratamento
com citrato de sodio ao teste do alcool na graduagédo 88%(v/v), a microscopia oOtica
digital antecipou a visualizacdo da formacdo dos primeiros coagulos para a
graduacdao alcoolica de 86%(v/v).

6.6.4 Teste do alcool no leite com adi¢édo de fosfato dissodico 0,05%(m/v)

O terceiro tratamento submetido ao teste do alcool foi o leite pasteurizado
adicionado de fosfato dissodico 0,05%(m/v). A Figura 13a e 13b mostram o0s
resultados dos dois métodos qualitativos: o6tico direto em placas de Petri e

microscopia otica digital com aumento 6tico de duzentas vezes.
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FOSFATO DISSODICO 0,05% 7
Otica direta . ~ ProScope (200 x)

F76b,

Figura 13a: Imagens comparativas da visualizagao do teste do alcool para o leite pasteurizado com
adicdo de fosfato dissédico (F) em concentragdes de alcool variando entre 76%(v/v) a 94%(v/v) (o
ndmero indica o grau alcodlico): ¢tica direta (a), ProScope 200x campo 1 (b;) e ProScope 200X
campo 2 (by).

Fonte: Adaptado pelo autor, do programa de imagens do ProScope (2016).
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FOSFATO DISSODICO 0,05%
Otica direta ProScope (200 x)

F88b,

%P0
92" (=
% =

Figura 13b: Continuacéo da analise das imagens.
Fonte: Adaptado pelo autor, do programa de imagens do ProScope (2016).

Enquanto a visualizacdo Otica direta constatou a coagulacdo do tratamento
com fosfato dissodico ao teste do alcool na graduacéo 92%(v/v), a microscopia 6tica
digital antecipou a visualizacdo da formacdo dos primeiros coagulos para a

graduacdo alcodlica de 88%(Vv/v).

6.6.5 Teste do alcool no leite com adi¢do de LAC 8074-7 a 0,05%(m/v)

O quarto tratamento submetido ao teste do alcool foi o leite pasteurizado
adicionado de uma mistura de sais LAC 8074-7 a 0,05%(m/v). A Figura 14a e 14b a
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seguir mostram os resultados dos dois métodos qualitativos: 6tico direto em placas
de Petri e microscopia otica digital com aumento 6tico de duzentas vezes.

Mix 0,05%
Otica direta ProScope (200 x)

Figura 14a: Imagens comparativas da visualizagao do teste do alcool para o leite pasteurizado com
adicdo de Mix de sais Lac 8074-7 (M) em concentracbes de alcool variando entre 76%(v/v) a
96%(v/v) (0 numero indica o grau alcodlico): ética direta (a), ProScope 200x campo 1 (b;) e ProScope
200X campo 2 (b,).

Fonte: Adaptado pelo autor, do programa de imagens do ProScope (2016).
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Mix 0,05%
Otica direta ProScope (200 x)

M88h,

Figura 14b: Continuagéo da analise das imagens.
Fonte: Adaptado pelo autor, do programa de imagens do ProScope (2016).

Enquanto a visualizacdo Gtica direta constatou a coagulacdo do tratamento
com Mix de sais LAC 8074-7 ao teste do alcool na graduacdo 96%(v/v), a
microscopia Otica digital antecipou a visualizacdo da formacdo dos primeiros
coagulos para a graduacao alcodlica de 94%(v/v).

Evidenciou-se um grau de estabilidade do leite ao alcool muito superior
proporcionado pelo Mix de sais LAC 8074-7, em comparacdo com 0s demais

tratamentos.
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6.6.6 Procedimento analitico padrdo (ProScope) - Teste de Performance ao Etanol

Ao se observar a desestabilizacdo do leite no teste do alcool com maior
acuidade, pbde-se constatar que a coagulacdo ndo ocorre de maneira repentina, o
qgue levou ao entendimento de que o processo de coagulacdo ao alcool é gradual e
paulatino. Assim sendo no caso de uso do teste do alcool como ferramenta de ajuste
de balanco salino e liberagéo de lotes de leite para tratamento UHT, sugere-se 0 uso
do termo Teste de Performance ao Etanol.

Como produto do presente trabalho elaborou-se um modelo de
PROCEDIMENTO ANALITICO PADAO para a realizacdo do Teste de Performance
ao Etanol com auxilio do microscépio 6tico digital (ProScope) nos laboratérios das
industrias que operam com leite UHT (APENDICE — A).

O objetivo é auxiliar a industria, por meio do Teste de Performance ao Etanol,
a buscar o ponto de maior estabilidade térmica de determinado lote de leite,
fundamentado na relacdo que existe entre a estabilidade ao etanol e a ETL.

O equipamento ProScope, com baixo custo e simplicidade, promove o
aumento de 200x na capacidade de visualizacdo dos grumos resultantes do teste do
alcool, e devera ser utilizado como ferramenta mais acurada para a definicdo dos

ajustes salinos a cada liberac&o de lote de leite para o processamento UHT.

6.7 Analisador de particulas — LS

O leite muda seu perfil de microestruturas diante da acdo do alcool. O
analisador de particulas — LS demonstrou que a desestabilizacdo pelo efeito do
alcool é gradual e n&o ocorre de maneira subita. A cada concentracdo alcodlica
pbde-se observar minimas variagbes volumétricas representadas pela
movimentagdo dos percentuais de volumes (%) das regides nanométricas para as

regides micrométricas.
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O leite pasteurizado 3%(v/v) de gordura sem adi¢céo de sais e sem adicao de
alcool foi a matriz escolhida para a formacgéo da base de dados como controle.

O grafico, que representa a distribuicdo volume (%) para cada posicado de
tamanho de particulas entre 0,04 e 2000 micrémetros (um) gerada pelo software do
LS, permitiu a visualizacdo refinada da formacdo paulatina de microparticulas
maiores a cada uma das graduacdes crescentes de alcool. Observou-se uma
modificacdo na distribuicdo do volume (%) inicial (controle) com o deslocamento das
particulas da zona das micelas de caseina (40 - 500nm) para regides de agregados
maiores que 10um e, chegando a tamanhos maiores que 50um para as mais altas
concentracdes alcodlicas.

Por trabalhar com uma grande quantidade de dados e ser de grande acuracia
na mensuracao das microparticulas, o software do LS gera relatérios estatisticos da
distribuicdo de particulas, permitindo um entendimento mais aprofundado da
desestabilizacdo pelo teste do alcool quando comparado com a observacdo Otica
direta e por microscopia Otica digital.

Os resultados das leituras do LS acompanharam e confirmaram o0s
fenbmenos visualizados no teste do alcool. Vislumbrou-se um grande potencial de
uso desta ferramenta tanto para aprofundar os estudos das microparticulas do leite
guanto para o desenvolvimento de novas combinac¢des de sais estabilizadores.

Como néo se encontrou referéncias do uso do LS para a andlise de particulas
do leite submetido ao teste do alcool, foi necessario criar um ponto de partida para
balizar a analise de todos os quatro tratamentos. Chamou-se de controle os
resultados do LS para os quatro tratamentos salinos antes da aplicacdo do teste do

alcool.

6.7.1 Resultados dos leites antes do teste do alcool — Controle

Previamente a analise pelo LS dos tratamentos submetidos ao teste do alcool
avaliaram-se os quatro tratamentos na sua forma natural, para formacdo de um
comportamento controle. Mediu-se o volume (%) ocupado pelas particulas em cada

posicdo de tamanho na escala entre 0,04um e 2.000um. Constatou-se que tanto o
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leite pasteurizado sem adi¢do quanto o leite adicionado das trés variacées de sais
apresentaram curvas semelhantes indicando que a simples presenca dos sais nao
foi responsavel pela formacéo de novas particulas na regido observada, conforme a

Figura 15.

Controle - sem dlcool

854 Past sem sais
Citrato de sédio

84 ™\ Fosfato dissdédico
/ \ Mix de sais
754 \ —

14 \

ST
05+ / NN /
0 '\ J

T T T T T T T L T T T T T
0.04 0.06 01 02 03 04 06 08 1 2 3 4 5 6
Diametro de Particula (pm)

Figura 15: Curvas representando a variacdo da distribuicdo das particulas por volume (%) em cada
posicéo de tamanho (entre 0,04pum e 200um) para leite pasteurizado com e sem adi¢éo de sais e ndo

submetido ao teste do alcool.
Fonte: Curvas geradas pelo software do LS 13 320 (BECKMAN COULTER, 2016).
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Evidenciou-se a distribuicdo das microparticulas do leite pasteurizado em
duas regibes micrométricas distintas: regido das micelas de caseina entre 0,04um e
0,4um e a regido dos globulos de gordura entre 1,0um e 10um.

Walstra et al. (1999) citam 10um como limite maximo para o tamanho dos
glébulos de gordura, valor que coincide com o encontrado pelo LS para o leite
pasteurizado usado no experimento.

Com auxilio do software do LS elaborou-se relatérios com a distribuicdo das
particulas em volumes (%) por regido de tamanho (um). A Tabela 5 abaixo indica,
para os quatro tratamentos de sais, que ndo haviam particulas na regido acima de
10um antes da exposicdo das amostras ao teste do alcool, estando a totalidade das
particulas do leite compreendidas nas regides micrométricas abaixo de 10um. Tem-

se ainda, na regido das micelas de caseina (<0,5um), a indicacdo de que, em
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volume (%) ocupado, as micelas de caseina representam aproximadamente 10% do

volume total de particulas do leite.

Tabela 5: Dados estatisticos e distribuicdo das microparticulas por volume (%) para duas faixas de
tamanho (<0,5um e >10um), no leite pasteurizado nos quatro tratamentos de sais e sem os efeitos do
teste do alcool.

Desvio Distribuigdo das particulas (volume %)

Médias ~
Tratamentos (um) padrao
M (um) <0,5um >10pum
Controle sem sais 3,206 1,596 9,91 0%
Controle Cit 0,05 3,180 1,629 10,80 0%
Controle Fosf 0,05 3,095 1,575 11,90 0%
Controle Mix 0,05 3,207 1,643 11,00 0%

Fonte: Software do LS 13 320 (BECKMAN COULTER), modificado pelo autor (2016).

Os resultados estatisticos dos trés tratamentos adicionados de sais
mostraram médias e desvio padrdo semelhantes ao Controle sem adicdo de sais,
indicando que a simples presenca dos sais sem a acdo do teste do alcool nédo foi
capaz de alterar a distribuicao inicial das particulas do leite pasteurizado integral.

6.7.2 Consideracfes gerais - leitura dos efeitos do teste do alcool no LS

Os quatro tratamentos foram submetidos ao teste do alcool. A cada nova
graduacdo alcodlica crescente de 2%(v/v) sobre a anterior, observou-se uma
movimentacdo na distribuicdo das microparticulas com reducgéo dos volumes (%), na
primeira e na segunda regido, surgindo gradativamente uma terceira regido de
estruturas acima de 10um.

Este deslocamento das microparticulas para regides de tamanhos maiores
sugere que a dinamica de desestabilizacdo ao alcool é gradativa e néo repentina até
a formacdo de agregados maiores, compativeis com o que se observou na
coagulacdo das micelas de caseina como visualizados no teste do &lcool. A

sensibilidade do LS permitiu antecipar a percep¢do de minimas alteracdes de
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tamanho nas microestruturas que ndo eram possiveis nem na observacdo Otica
direta, nem com o aumento de 200x da microscopia digital.

Na regido nanométrica abaixo de 0,5um (das micelas de caseina), percebeu-
se patamares de resisténcia a desestabilizacdo diante do aumento das graduacdes
alcodlicas, antes da transferéncia total de matéria, ou coagulacdo, que ocorre nas
concentracfes mais altas de élcool.

Na regido micrométrica entre 1um e 10um (dos glébulos de gordura), notou-
se 0sS mesmos escalonamentos de resisténcia ao aumento das graduacbes
alcodlicas. A perda de volume de particulas na primeira e na segunda regido ocorre
de maneira simultdnea, acompanhadas pela formacéo gradativa de uma terceira
regido com estruturas maiores que 10um, sugerindo que os glébulos de gordura se
comportam como pontos de aglomeracdo das micelas de caseinas, ou que sao
arrastados por aprisionamento fisico na rede de coagulos.

A terceira regido € constituida por particulas maiores que 10um, que nao
existiam no leite inicial. As grandes estruturas se formam também de maneira
gradativa, conforme se aumenta as graduacdes alcoolicas. O grafico apresenta de
forma visual e quantificada as consequéncias do efeito da desestabilizacédo
provocada pelo teste do alcool.

As estruturas da terceira regido obedeceram a uma dinamica de formacao de
tamanhos semelhante para todos os quatro tratamentos, com um inicio de formacéo
de um pico na posicdo de 20um que persistiu crescente por diversas graduacdes

alcodlicas, antes de sugerir um colapso e a subsequente desordem total do sistema.

6.7.2.1 Teste do alcool no leite pasteurizado sem adicéo de sais

Na Figura 16, na pagina seguinte, estdo representadas as curvas com a
dindmica da evolugcédo dos tamanhos das microparticulas do leite pasteurizado sem
adicao de sais estabilizadores e submetido ao teste do alcool nas graduacdes entre
72%(v/v) e 90%(v/v) em intervalos de duas unidades percentuais. A curva “Controle”

se refere ao leite pasteurizado sem adicao de sais e, sem efeito de alcool.
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Pasteurizado sem adicao de sais
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Figura 16: Curvas representando a variacao da distribuicdo das particulas por volume (%) em cada
posicéo de tamanho (entre 0,04pm e 200um) para leite pasteurizado sem adi¢éo de sais e submetido
ao teste do alcool (72%(v/v) a 90%(v/v)).

Fonte: Curvas geradas pelo software do LS 13 320 (BECKMAN COULTER, 2016).

Houve o inicio da formacgédo de um pico na regido de 16,40um desde o alcool
76%(v/v), registrando uma formacdo sutil de microparticulas que néo foi perceptivel
pelo método ético direto nem pelo microscépico digital.

No registro da observacéao visual do teste do alcool apareceram sinais fracos
de desestabilizacdo nos alcoois 78%(v/v) e 80%(v/v), s vindo a apresentar grumos
visiveis no alcool 82%(v/v), evidenciando a dificuldade da defini¢cdo visual do ponto
exato da coagulacao pelo alcool pelo método 6tico convencional.

A Tabela 6, na pagina seguinte, apresenta os resultados estatisticos do LS

com as analises da distribuicdo das particulas em volume (%) por tamanho (um).
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Tabela 6: Dados estatisticos e distribuicdo das microparticulas por volume (%) para duas faixas de
tamanho (< 0,5um e >10um), no leite pasteurizado sem adicédo de sais (Past) e submetido ao teste do

alcool nas concentracdes de 72%(v/v) a 90%(v/v).

. Desvio Distribuicdo das particulas
Tratamentos Médias padrdo (volume %)

(km) (um) <0,5um >10pn

Controle 3,206 1,596 9,91 0,00
Past 72 3,306 1,922 13,90 0,03
Past 74 3,506 2,038 12,40 0,16
Past 76 4,134 3,299 12,30 3,83
Past 78 5,448 5,131 10,80 12,60
Past 80 5,057 4,772 10,80 9,35
Past 82 6,648 6,072 10,20 21,00
Past 84 7,001 6,231 8,43 23,10
Past 86 7,595 6,580 8,75 27,40
Past 88 8,841 6,876 5,32 36,30
Past 90 14,130 10,070 1,27 54,20

Fonte: Software do LS 13 320 (Beckman Coulter), modificado pelo autor (2016).

As médias se referem ao diametro hidrodinamico médio do total de particulas
do leite em cada graduacdo alcodlica que aumenta gradualmente, indicando uma
movimentacdo em direcdo a coagulacdo. O desvio padréo crescente também aponta
para um aumento da desorganiza¢do do sistema, terminando no colapso total das
forcas de repulsdo formando grandes estruturas.

A andlise da distribuicdo das particulas em duas regiées extremas (<0,5um e
>10um) mostra a movimentacéo gradual dos percentuais de volumes (%) migrando
das regibes nanométricas para as regides micrométricas. Os primeiros sinais de
aglomeracdo no LS ocorreram no alcool 76%(v/v), coincidindo com os primeiros
sinais de coagulacdo observada pela microscopia Otica digital, enquanto que a
coagulacao observada pela 6tica direta ocorreu no alcool 82%(v/v).

Apesar de ndo se perceber movimentacéao significativa na regido dos glébulos
de gordura (>10um) para as duas primeiras graduacfes alcoodlicas (72%v/v e
74%vl/v), pode-se perceber um aumento do volume (%) ocupado pelas particulas na
primeira regido (<0,5um) sugerindo que o contato com o alcool provoca um aumento

de volume na regiao das micelas antes do inicio da desestabilizag&o.
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6.7.2.2 Teste do alcool no leite com adi¢do de citrato de sodio 0,05%(m/v)

Na Figura 17, estdo representadas as curvas com a dinamica da evolucao
dos tamanhos das particulas do leite pasteurizado adicionado de 0,05%(m/v) de
citrato de sédio e submetido ao teste do alcool, nas graduacfes entre 76%(v/v) e
92%(v/v), em intervalos de duas unidades percentuais. A curva “Controle” se refere
ao leite pasteurizado sem adicao de sais e sem efeito de alcool. A curva “Cit 0%” se
refere ao tratamento pasteurizado, adicionado de citrato de sodio e, antes dos
efeitos do alcool.

Citrato de sédio 0,05%
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20 30 40 50 60 80 100 200
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Figura 17: Curvas com a variacdo da distribuicdo das particulas por volume (%) em cada posicao de
tamanho (entre 0,04um e 200um) para leite pasteurizado adicionado de citrato de sédio 0,05%(m/v) e
submetido ao teste do &lcool [76%(v/v) a 92%(v/v)].

Fonte: Software do LS 13 320 (BECKMAN COULTER), modificado pelo autor (2016).

A formacdo de acumulo de particulas no pico de 18um na terceira regido se
iniciou entre as curvas dos alcoois 86%(v/v) e 88%(v/v). Neste caso a avaliacao oOtica
direta acusou coagulacdo no alcool 88%(v/v) e o microscépio digital (ProScope)
antecipou a visualizacdo da coagulacéo para o alcool 86%(v/v).

Desde o alcool 76%(v/v) a segunda regido de particulas diminuiu a altura e
alargou a base, ultrapassando o limite de 10um, na direcdo da terceira regiao,
mantendo um comportamento pré colapso semelhante para todas as graduacdes até

o alcool 86%(v/v). O tratamento com leite pasteurizado adicionado de citrato de
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sédio revelou uma maior resisténcia na formacdo da terceira regido e
consequentemente da coagulacao.

Os resultados quantitativos no eixo Y sugerem que exista um nivel critico de
volume (%) de particulas acumuladas na regido 18um que corresponde, no LS, ao
ponto de coagulacéo visivel do ProScope. O nivel critico de coagulacdo se situou
entre 1,2% e 1,5% de volume acumulado para o tratamento com adi¢ao de citrato de
sodio.

Na Tabela 7 tém-se os resultados estatisticos do LS com as analises da

distribuicdo das microparticulas em volume (%) por tamanho (um).

Tabela 7: Dados estatisticos e distribuicdo das microparticulas por volume (%) para duas faixas de
tamanho (< 0,5um e >10um), no leite pasteurizado adicionado de citrato de sédio (Cit) 0,05%(m/v) e
submetido ao teste do alcool [76%(v/v) a 92%(v/V)]

. - Distribui¢do das particulas
Desvio padrao

Tratamentos Médias (um) (volume %)

(km) <0,5um >10p

Controle 3,206 1,596 9,91 0,00
Cito 3,180 1,629 10,80 0,00
Cit 76 3,489 2,038 12,40 0,18
Cit 78 3,884 2,189 8,37 0,94
Cit 80 3,952 2,245 8,32 1,23
Cit 82 3,596 2,145 12,90 0,31
Cit 84 3,897 2,166 7,89 0,90
Cit 86 4,096 2,741 12,10 3,41
Cit 88 4,786 3,770 10,60 8,89
Cit 90 6,289 5,252 9,56 20,10
Cit92 7,189 5,556 4,62 25,80

Fonte: Software do LS 13 320 (BECKMAN COULTER), modificado pelo autor (2016).

Observa-se uma maior homogeneidade tanto das médias quanto dos desvios
padrdo, até o alcool 86%(v/v). A partir deste momento tanto as médias quanto o
desvio padrdo crescem sugerindo aumento da desorganizacdo do sistema,
terminando no colapso das forgcas de repulséo, sugerindo a formacgéao das grandes
estruturas de coagulado da terceira regido (>10um).

Comparando-se os resultados do LS com os momentos da coagulagao pelos
dois métodos de observacdo Otica, pode-se inferir que o LS aponta os primeiros
sinais de aglomeracédo, de forma similar ao ProScope, e antes da Otica direta. O

sistema leite/citrato resistiu a desestabilizagdo ao alcool por 10 pontos percentuais
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na graduacdo alcodlica, pois ndo houve movimentacdo significativa de particulas

para a terceira regido (>10um) até o alcool 86%(v/v).

6.7.2.3 Teste do alcool no leite com adi¢édo de fosfato dissddico 0,05%(m/v)

Na Figura 18 estdo representadas as curvas com a dinamica da evolugéo dos
tamanhos das microparticulas do leite pasteurizado, adicionado de 0,05%(m/v) de
fosfato dissodico e submetido ao teste do &lcool nas graduacdes entre 76%(v/v) e

96%(v/v) em intervalos de duas unidades percentuais.

A curva “Controle” se refere ao leite pasteurizado sem adicdo de sais e sem
efeito de alcool. A curva “Fosf 0%” se refere ao tratamento pasteurizado, adicionado

de fosfato dissodico e, antes dos efeitos do alcool.

Fosfato dissédico 0,05%

Controle Past
~ Fosf 0% alcool

Volume (%)
-

V‘ T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T
004 0.06 01 02 03 04 06 08 1 2 3 4 5 678 0 20 30 40 50 60 80 100 200
Diametro de Particula (ym)

Figura 18: Variacdo da distribuicdo das particulas por volume (%) em cada posicdo de tamanho
(entre 0,04um e 200um) para leite pasteurizado adicionado de fosfato dissédico 0,05%(m/v) e
submetido ao teste do alcool [76%(v/v) a 96%(Vv/V)].

Fonte: Curvas geradas pelo software do LS 13 320 (BECKMAN COULTER, 2016).

Devido ao fato de a coagulagéo ter ocorrido em graduacédo alcoodlica mais alta
(92%(v/v)), continuou-se o teste do alcool até mais duas graduacdes [94%(v/v) e
96%(Vv/v)] para a confirmacéo das ocorréncias dos tratamentos anteriores.

A formacgdo de acumulo de particulas no pico de 19,76um, na terceira regiao,

se iniciou na curva do alcool 86%(v/v). Observou-se que a desestabilizacdo foi
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retardada para as duas metodologias de observacao: a avaliacdo Otica direta acusou
coagulacédo no alcool 92%(v/v) e o microscoépio digital (ProScope) acusou no alcool
88%(Vv/v).

Os resultados quantitativos no eixo Y sugeriram que existe um nivel critico de
volume (%) de particulas acumuladas na posi¢édo 19,76um que corresponde, no LS,
ao ponto de aglomeracao visivel do ProScope. O nivel critico do tratamento com
fosfato dissodico se situou entre 1,2% e 1,5% do volume (%) de particulas
acumulado na posicdo 19,76um.

Assim como no tratamento anterior (Citrato), desde o alcool 76%(v/v) a curva
da segunda regido de microparticulas diminuiu sua altura e alargou a base,
ultrapassando o limite de 10um, na direcdo da terceira regido, mantendo um
comportamento pré colapso semelhante durante 10 graduacdes alcoolicas, até o
alcool 86%(v/v). O tratamento com leite pasteurizado adicionado de fosfato dissédico
revelou uma alta resisténcia na formacédo da terceira regido e consequentemente da
desestabilizacdo. Pode-se observar também, que a primeira regido (micelas de
caseina) se esvaziou apo6s o colapso do sistema, no alcool 96%(v/v).

Na Tabela 8, tém-se os resultados estatisticos do LS com as andlises da

distribuicdo das microparticulas em volume (%) por tamanho (um).

Tabela 8: Dados estatisticos e distribuicdo das microparticulas por volume (%) para duas faixas de
tamanho (< 0,5um e >10um), no leite pasteurizado adicionado de fosfato dissédico (Fosf) 0,05%(m/v)
e submetido ao teste do alcool.

Médias Desvio Distribuicdo das particulas
Tratamentos padrio (volume %)

(um) (um) <0,5um >10p

Controle 3,206 1,596 9,91 0,00
Fosf 0 3,095 1,575 11,90 0,00
Fosf 76 3,781 2,303 12,20 1,01
Fosf 78 3,829 2,297 11,70 1,01
Fosf 80 3,760 2,268 12,50 0,84
Fosf 82 3,590 2,156 13,40 0,35
Fosf 84 3,814 2,362 13,20 1,14
Fosf 86 4,565 3,722 11,50 5,93
Fosf 88 5,414 5,059 11,40 10,70
Fosf 90 5,521 5,355 10,70 11,00
Fosf 92 7,594 8,215 8,74 20,10
Fosf 94 11,340 11,850 5,44 34,90
Fosf 96 20,640 19,950 1,89 55,70

Fonte: Software do LS 13 320 (BECKMAN COULTER), modificado pelo autor (2016).
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Observa-se uma maior homogeneidade tanto das médias quanto dos desvios
padrdo, até o alcool 84%(v/v). Apés um sinal de inicio de desestabilizacdo, ocorreu a
formacdo de um segundo patamar de resisténcia a coagulacédo entre as graduacdes
alcoolicas 86%(v/v) e 90%(v/v).

A partir do alcool 92%(v/v), tanto as médias quanto os desvios padrédo
crescem sugerindo aumento da desorganizagao do sistema, terminando no colapso
das forcas de repulsdo formando as grandes estruturas de coagulado qualificadas
no ProScope e quantificadas na terceira regido (>10um) pelo LS.

A analise da distribuicdo das particulas em duas regifes extremas (<0,5um e
>10pm) mostra uma alta estabilidade do tratamento leite/fosfato ao teste do alcool.

O primeiro sinal de movimentacdo consistente de particulas para a terceira
regido (>10um) ocorreu no alcool 86%(v/v), 2 graus alcodlicos mais cedo que a
microscopia Otica digital (ProScope) e 6 graus alcodlicos mais cedo que o método

6tico direto.

6.7.2.4 Teste do alcool no leite com adi¢do de LAC 8074-7 a 0,05%(m/v)

Na Figura 19 estdo representadas as curvas com a dinamica da evolugéo dos
tamanhos das microparticulas do leite pasteurizado, adicionado de 0,05%(m/v) de
Mistura de sais LAC 8074-7 e submetido ao teste do alcool nas graduacdes entre
76%(v/v) e 96%(v/v) em intervalos de duas unidades percentuais.

A curva “Controle” se refere ao leite pasteurizado sem adi¢cao de sais e sem
efeito de alcool. A curva “Mix 0%” se refere a este tratamento sem os efeitos do teste

do alcool.
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Figura 19: Curvas com a variacdo da distribuicdo das particulas por volume (%) em cada posicao de
tamanho (entre 0,04um e 200um) para leite pasteurizado adicionado de Mix de sais LAC 8074-7 a
0,05%(m/v) e submetido ao teste do alcool [76%(v/v) a 96%(v/V)].

Fonte: Curvas geradas pelo software do LS 13 320 (BECKMAN COULTER, 2016).

Para o tratamento com Mix de sais LAC 8074-7, observou-se uma grande
resisténcia a formacdo dos picos de acumulo de particulas na regido de 20um. A
formacao da terceira regido s6 veio a surgir no alcool 84%(v/v), ap0s uma série de
12 graus alcodlicos. Mais uma vez a coagulacédo pelas duas metodologias oticas s6
ocorreram apos a formacéo da zona do pico de 19,76um.

A avaliagdo Otica direta acusou coagulacdo no alcool 96%(v/v) e o
microscopio digital (ProScope) antecipou a visualiza¢do da coagulacdo para o alcool
94%(v/v). Mesmo apdés a submissdo ao alcool 96%(v/v) a primeira regido
correspondente as micelas de caseina, ndo se esvaziou por completo.

Os resultados quantitativos no eixo Y do grafico das curvas reforcam a
suspeita de que existe um nivel critico de volume (%) de particulas acumuladas na
posicdo proxima aos 20um (19,76um) que corresponde, no LS, ao ponto de
coagulacao visivel do ProScope. O ponto critico se situou, mais uma vez, entre 1,2%
e 1,5% de volume (%) acumulado na posicéo de 19,76um.

O tratamento com leite pasteurizado adicionado do Mix LAC 8074-7 foi o que
ofereceu a maior resisténcia a desestabilizacdo ao teste do &lcool e,
consequentemente, foi 0 que revelou a mais alta resisténcia dentre os quatro
tratamentos de sais na formacao da terceira regido, conforme pode-se observar na

Tabela 9.
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Tabela 9: Dados estatisticos e distribuicdo das microparticulas por volume (%) para duas faixas de
tamanho (< 0,5um e >10um), no leite pasteurizado adicionado de mistura (Mix) de sais citrato/fosfato
(LAC 8074-7) a 0,05%(m/v) e submetido ao teste do alcool.

Desvio Distribuicao das particulas

Tratamentos Médias padrao (volume %)
(km) (im) <0,5um >10p
Controle 3,206 1,596 9,91 0,00
Mix O 3,207 1,643 11,00 0,00
Mix 76 3,473 2,029 13,10 0,16
Mix 78 3.589 2,113 12,50 0,30
Mix 80 3,840 2,357 12,50 1,19
Mix 82 3,809 2,284 11,80 0,97
Mix 84 4,339 3,440 12,60 4,18
Mix 86 4,829 4,222 11,70 6,98
Mix 88 4,960 4,184 11,20 8,25
Mix 90 5,251 4,399 11,00 10,30
Mix 92 5,486 4,703 9,95 11,60
Mix 94 5,395 4,794 9,98 10,80
Mix 96 9,235 9,640 6,41 27,80

Fonte: Software do LS 13 320 (BECKMAN COULTER), modificado pelo autor (2016).

As alteracfes tanto das médias quanto dos desvios padrdo ocorreram de
maneira suave, refletindo uma maior resisténcia do sistema a desorganizacdo. Até o
alcool 94%(v/v) os registros da zona das micelas (<0,5um) sugeria ndo ter havido
perda de volume (%) de microparticulas.

No tratamento mix de sais LAC 8074-7, a desorganizacdo do sistema so veio
a ocorrer no alcool 96%(v/v), sugerindo uma alta resisténcia ao colapso das forcas
de repulsdo e consequente formacdo das estruturas de coagulado conforme
observadas no ProScope e quantificadas pelo LS.

A analise da migracéo das particulas entre as duas regides extremas (<0,5um
e >10um) indica, para o tratamento mistura de sais LAC 8074-7, uma estabilidade
maior do que os demais tratamentos.

Nos quatro tratamentos o LS foi fundamental para mostrar as diferencas de
acdo de cada combinacdo salina na estabilizacdo do leite ao teste do &lcool.
Vislumbrou-se um grande potencial do método sugerido por este trabalho, para o
desenvolvimento e selecéo de sistemas de sais estabilizadores para a industria do
leite UHT.

Considerando que as dosagens das trés combinagdes salinas foram idénticas

(0,05%(m/v)), os dados extraidos do LS indicam que houve diferenca na capacidade
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de estabilizacdo ao teste do alcool de cada sal ou combinacdo de sais. O sistema
de sais LAC 8074-7 foi o tratamento que promoveu a maior estabilidade ao teste do
alcool.

6.8 Andlise de Correlacéo

Para a comparacgao dos dois testes qualitativos de visualizagdo dos efeitos do
teste do alcool, 6tico direto e microscopia o6tica digital, utilizou-se o Coeficiente de
Correlacdo de Pearson.

Comprovou-se haver coeficiente de correlacao significativo (coeficiente 0,985
e p<0,01) entre os resultados fornecidos pelos dois métodos de observacao do teste
do alcool, dtica direta e microscopia 6tica digital (ProScope).

Os resultados obtidos pelo novo método (ProScope), com aumento de
magnitude das visualizacdes em 200 vezes, apresentaram alta associacdo com a

visualizacdo da prova do alcool por otica direta, para todos os quatro tratamentos.
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6.9 Discusséao consolidada das trés metodologias

Com o objetivo de facilitar a comparacdo dos resultados obtidos nas trés
metodologias empregadas na visualizagdo da desestabilizacéo ao teste do alcool, na
Figura 20, confrontou-se lado a lado os dois métodos qualitativos de visualizacéo,
Otica direta e microscopia 6tica digital com objetiva de 200x (ProScope).

Os dados quantitativos coletados no medidor de particulas LS foram
apresentados em paralelo para ilustrar as movimenta¢des volumétricas entre cada
concentragdo alcodlica nas regides de particulas abaixo de 0,5um e acima de 10um
(terceira regido).

Os dados da avaliacdo da desestabilizacdo do leite ao alcool para os quatro
tratamentos e avaliados pelos trés métodos propostos foram agrupados com o
objetivo de facilitar a interpretacdo das paridades entre os métodos, na Figura 20.

A acdo dos trés sistemas de sais na estabilizacdo ao teste do alcool ficou
evidenciada, assim como a eficiéncia diferenciada de cada sistema salino em
retardar a desestabilizagéo.

O analisador de particulas LS quantificou os fenbmenos dando o
embasamento matematico necessario as conclusées relativas as observacfes

visuais.



Leite Pasteurizado Leite Pasteurizado Leite Pasteurizado Leite Pasteurizado
Sem adigdo de sais Citrato de s6dio 0,05% (v/v) Fosfato dissédico 0,05% (v/v) LAC 8074-7 mistura de sais 0,05% (v/v)
Grau
Alcool Visualizagao LS Visualizagao LS Visualizagao LS Visualizagao LS
Otica ProScope % de Volume Otica ProScope % de Volume Otica ProScope % de Volume Otica ProScope % de Volume
Direta 200x <0,5um >10pm Direta 200x <0,5um  >10um Direta 200x <0,5um >10pm Direta 200x <0,5um >10pm
Controle 9,91% 0,00% - - 10,80%  0,00% 11,90% 0,00% - - 11% 0,00%
72 13,90 0,03 X X X X X X X X X X X X
74 12,40 0,16 X X X X X X X X X X X X
76 1 12,30 3,83 12,40 0,18 12,20 1,01 13,10 0,16
78 1 1 10,80 12,60 8,37 0,94 11,70 1,01 12,50 0,30
80 1 1 10,80 9,35 8,32 1,23 12,50 0,84 12,50 1,19
82 1 1+ 10,20 21,00 12,90 0,31 13,40 0,35 11,80 0,97
84 1+ 1+ 8,43 23,10 7,89 0,90 13,20 1,14 12,60 4,18
86 1+ 1++ 8,75 27,40 1 12,10 3,41 11,50 5,93 11,70 6,98
88 1++ 1T++ 5,32 36,30 1 1+ 10,60 8,89 1 11,40 10,70 11,20 8,25
90 T+++ T+++ 1,27 54,20 14+ 1++ 9,56 20,10 1 10,70 11,00 11,00 10,30
92 X X X X T++ T++ 4,62 25,80 1 1++ 8,74 20,10 9,95 11,60
94 X X X X X X X X 1+ 1+++ 1,89 55,70 1 9,98 10,80
96 X X X X X X X X X X X X 1 1+ 6,41 27,80
99 X X X X X X X X X X X X 1++ 1++ 0,00 59,80

Figura 20: Registro de dados do teste do alcool aplicado aos quatro tratamentos de sais e avaliados por trés diferentes métodos:
visualizacdo otica direta, microscopia otica digital (ProScope) com objetiva 200x e analisador de particulas LS avaliando volume
(%) de particulas nas regides <0,5um e >10um. Sendo que (x) significa ndo realizado, (-) significa realizado sem desestabilizacao
aparente, (1-) significa davida, (1) significa ponto de coagulacdo e (1+, 1++, 1+++) significam visualizacdes crescentes e
confirmativas da coagulacdo. No LS (Volume% >10um), os valores em vermelho indicam a zona de resisténcia a desestabilizacao.

Fonte: Elaborado pelo autor, com base nos dados do experimento (2016).

08
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Observou-se um aumento na amplitude da zona de resisténcia a
desestabilizacdo em ordem crescente citrato, fosfato, mix de sais. Este
comportamento indicou melhora no processo de estabilizacdo do leite para o
processamento UHT.

Os graficos da Figura 21 mostram o deslocamento das microparticulas do
leite avaliados em duas zonas micrométricas (<0,5um e > 10um) e quantificado pelo
analisador de particulas - LS, em cada um dos quatro tratamentos salinos quando

submetidos ao teste do alcool.
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Figura 21: Dindmica da evolugdo das microparticulas do leite pasteurizado quando submetido ao
teste do alcool, em quatro condi¢des salinas (sem adi¢do de sais, com citrato de sédio 0,05%(m/v),
com fosfato dissédico 0,05%(m/v) e com Mix de sais LAC 8074-7 a 0,05%(m/v)), avaliados em duas
zonas micrométricas (<0,5um e >10um) e quantificado pelo analisador de particulas - LS.

Fonte: Elaborado pelo autor, com base nos dados da pesquisa (2016).

Observou-se que, conforme cresce a graduacdo alcoodlica, a regido das
micelas de caseina (<0,5um) perde volume de particulas e a terceira regido

(>10um), situada logo apos a regiao dos globulos de gordura, inicialmente vazia,
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ganha volume de particulas. O comportamento encontrado sugere movimentacao
caracteristica da desestabilizagdo ao alcool para cada tratamento salino. As
marcacdes indicam as graduacdes alcoodlicas aonde ocorreu coagulacédo tanto para
0s métodos de visualizacdo por Otica direta quanto pela microscopia O6tica digital
(ProScope).

A fragilidade do leite pasteurizado sem adicdo de sais ao teste do &lcool, ficou
evidenciada pela baixa graduacdo alcodlica em que se deu a visualizacdo do
ProScope (76%(v/v)). A superioridade de sensibilidade de leitura da microscopia
Otica digital se evidenciou quando comparada com a leitura da otica direta que sO
ocorreu no alcool 82%(v/v). Ja no medidor de particulas (LS), o deslocamento de
volume (%) de microparticulas se deu de maneira inversa entre as duas regides
medidas, com esvaziamento gradativo da primeira regido (micelas <0,5um) e fortes
ganhos de volume na terceira regidao (agregados >10um). Notou-se que a
coagulacao visualizada nos testes 6ticos coincidiu com a zona de cruzamento entre
as duas curvas do LS.

O comportamento do tratamento com citrato de sédio pareceu indicar uma
maior resisténcia, apesar de irregular, a desestabilizacdo diante das diferentes
graduacdes do teste do alcool do que o “leite pasteurizado sem adi¢cao de sais”. A
maior resisténcia ficou evidenciada pela graduacdo alcodlica mais alta em que se
deu a visualizacdo do ProScope (86%(Vv/v)) e pela leitura da Gtica direta que ocorreu
no alcool 88%(v/v). A analise do deslocamento de volume (%) de microparticulas
pelo LS mostrou que o esvaziamento da primeira regido (<0,5um) sé se definiu apos
o alcool 88%(v/v). Notou-se que, mais uma vez, a coagulacao ocorreu na zona de
cruzamento das duas curvas.

O comportamento do tratamento com fosfato dissddico indicou alta resisténcia
ao teste do alcool e maior regularidade nas primeiras graduacfes alcodlicas até o
alcool 86%(v/v). A maior resisténcia sobre os tratamentos anteriores ficou
evidenciada pela graduacdo alcodlica em que se deu a visualizacdo do ProScope
(88%(v/v)) e pela leitura da visualizacdo oOtica direta que sO ocorreu no &lcool
92%(v/v). A analise do deslocamento de volume (%) de microparticulas pelo LS
mostrou que o esvaziamento da primeira regido (<0,5um) so se definiu apos o alcool
90%(v/v). Mais uma vez, a coagulacao visualizada pelos testes oticos coincidiu com

a zona de cruzamento das duas curvas.
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O tratamento com a associacdo de sais citrato/fosfatos (LAC 8074-7)
apresentou comportamento similar ao fosfato dissédico até o alcool 82%(v/v). Entre
as graduacOes alcoolicas 84%(v/v) e 88%(v/v) observou-se surgimento de volume
(%) de particulas crescente, gradual e ordenado na terceira regido (>10um), sem
gue se evidenciassem perdas de volumes na primeira regiao (<0,5um). A maior
resisténcia sobre os tratamentos anteriores ficou evidenciada pela alta graduacao
alcodlica em que se deu a visualizagdo do ProScope, 94%(v/v) e, pela leitura da
visualizacao otica direta que sO veio a ocorrer no alcool 96%(v/v). Observou-se a
formacao de um patamar de estabilidade entre as graduacgfes alcodlicas 90%(v/v) e
94%(v/v) antecedendo ao colapso total no alcool 96%(v/v). A analise do
deslocamento de volume (%) de microparticulas pelo LS mostrou que o
esvaziamento da primeira regido (<0,5um) s6 se definiu no alcool 96%(v/v). Mais
uma vez observou-se que as coagulacbes visualizadas pelos dois testes 6ticos
coincidiram com a zona de cruzamento das duas curvas do LS.

O tratamento com a mistura de sais LAC 8074-7 foi o que conferiu ao leite

pasteurizado integral a maior resisténcia a desestabilizacédo ao teste do alcool.
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7 CONCLUSAO

Com base nas condicfes utilizadas neste trabalho e nos resultados obtidos,
tem-se as conclusdes apresentadas abaixo.

Diante do comportamento observado no teste do &lcool, pdde-se constatar
que a coagulacdo ndo ocorre de maneira abrupta e imediata, o que levou ao
entendimento de que o processo de coagulacdo ao alcool ocorre de maneira
paulatina. Assim sendo no caso de uso do teste do alcool como ferramenta de ajuste
de balanco salino e liberagéo de lotes de leite para tratamento UHT, sugere-se 0 uso
do termo Teste de Performance ao Etanol.

O ProScope, trouxe uma colaboracéo inédita para que o teste do alcool ou,
teste de performance ao etanol, mantendo a sua simplicidade, seja capaz de ajudar
na tomada de decisfes de fabrica com melhor definicdo, seguranga e registro.

Concluiu-se que o microscépio o6tico digital ProScope, € um equipamento util
para a industria de leite UHT com o objetivo de melhorar a capacidade de leitura das
microparticulas do leite pasteurizado resultantes do teste de performance ao etanol.
O experimento permitiu estabelecer alta correlacdo entre os dois métodos oticos
avaliados, assim como inferir sobre o efeito da adicdo de sais no aumento da
estabilidade ao alcool.

O ProScope, dotado de objetiva de 200x, permitiu atingir o objetivo de
melhorar consideravelmente a capacidade de visualizacdo e interpretacdo dos
resultados do teste de performance ao etanol em amostras de leite pasteurizado
destinado ao tratamento UHT. O novo método ndo soO reduziu a subjetividade das
leituras, mas gerou imagens de alta resolucado das microparticulas o que permitira a
confeccao de um padrao de imagem especifico para cada tipo de produto final.

Considerando que se partiu de um tratamento controle, sem adi¢éo de sais, e
gue se utilizou uma dosagem fixa de 0,05%(m/v) de cada um dos sais nos outros
trés tratamentos, pode-se concluir que os resultados confirmaram o efeito e a
especificidade de cada um dos sais na estabilidade do leite ao teste de performance
ao etanol. E que, a mistura de sais estabilizadores citrato/fosfatos (LAC 8074-7) foi a
gue conferiu o maior grau de estabilidade ao leite pasteurizado diante do teste de

performance ao etanol dentre os quatro tratamentos estudados.
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Os resultados do LS ndo s6 acompanharam os efeitos dos outros dois
métodos como quantificou e gerou gréficos explicativos que mostram as minimas
movimentacdes das particulas conforme se aumenta a graduacéo alcodlica.

A aplicagdo do ProScope na industria, e o uso do LS na pesquisa académica
ou aplicada, mostraram-se adequados como metodologias para a tomada de
decisdo de ajustes finos na escolha e dosimetria de sais estabilizadores para a
producao de leite UHT.

O teste do &lcool associado ao ProScope e ao LS séo ferramentas de
primeira escolha para o desenvolvimento sistematico de novas combinagdes de sais

estabilizadores.
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8 INDICACOES PARA FUTUROS ESFORCOS

A praticidade e a acurécia do ProScope sugerem a criacdo de um padréo de
imagem fixa para auxiliar os operadores de laboratério na decisdo de liberagdo do
leite destinado ao processamento UHT.

Criacdo de um protocolo de validacdo do ProScope para a utilizagdo nas
industrias de leite UHT como metodologia oficial de leitura do teste de performance
ao etanol com intuito de se identificar, com maior acuidade, o ponto de melhor ETL.

Como a acurécia de mensuracdo da desestabilizacdo pelo alcool, pelo LS é
muito grande, propde-se, o estudo mais detalhado da movimentacdo de particulas
nas quatro regides, a saber:

- Primeira regido (entre 0,04um e 0,5um): registrou-se, para 0s quatro
tratamentos, um aumento de volume ocupado pelas particulas da primeira regiao
(micelas de caseina) logo ap6s a adicdo das primeiras graduacdes alcodlicas. Ao se
avancar nas graduacdes alcodlicas, o volume (%) das particulas desta regido voltam
a cair lentamente até que ocorra uma ruptura mais brusca que coincide com a
visualizacdo dtica direta da coagulacdo. Mesmo sabendo-se que se trata de uma
distribuicdo percentual e que uma reducdo no volume (%) das particulas na regiao
da gordura pode ocasionar um aumento de volume (%) numa outra regido, cabe
investigar a que se deve o incremento de volume na regido das caseinas ao primeiro
contato das micelas com o alcool.

- Regido intermediaria (entre 0,5um e 1,5um): resta inexplicada a néo
formacdo de estruturas intermediarias entre as regides das micelas e dos glébulos
de gordura. O fato parece indicar que as micelas ndo se associam em pequenos
grupos, passando diretamente para agrupamentos 100 vezes maiores (>10um).

- Segunda regiao (entre 1,5um e 9,5um): Estudar o fendmeno que explica a
perda de volume gradativo na regido dos glébulos de gordura diante do contato com
as diversas concentragfes alcodlicas. Ao contato com o &lcool (solvente), os
glébulos poderiam se romper e coalescer formando estruturas maiores.
Alternativamente, os glébulos poderiam atuar como nucleos de desestabilizacdo e
serem carreados para a regido de estruturas >10um, pela formacdo de complexos

gordura/proteinas. Em uma terceira hipotese os glébulos poderiam simplesmente ser
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carreados na malha formada pelas associa¢des entre micelas. Cabe investigar a que
se deve este surgimento de particulas de maior volume expressado pelo aumento na
base da regido da gordura (>10um), desde o primeiro contato dos globulos de
gordura com o alcool.

- Terceira regido (> 10um): A principio se caracterizou como a regido de
agregados completamente desordenados gerados por aglutinacdo durante o
processo de desestabilizacdo ao alcool. No entanto, ficou inexplicado o porqué da
formacdo, na terceira regiao, antes do colapso total das microparticulas ao alcool, de
uma aparente organizagdo em torno do tamanho 20um (mais exatamente entre
16,40pm e 19,76um) para todos os tratamentos.

Apesar dos comportamentos bem diferentes em termos de estabilidade ao
alcool, em todos os quatro tratamentos salinos, o ponto da desestabilizacédo
propriamente dito foi marcado pelo encontro de duas coordenadas no grafico das
curvas: no eixo Y (Volume (%)) a posicao entre 1,2% e 1,5%; e no eixo X (diametro
das particulas (um)) a posicdo entre 16,40um e 19,76um. Isso levanta a hipéteses
de que a desestabilizacdo ao teste do alcool ocorre para todos os tratamentos,
quando o volume acumulado de particulas de 20um atinge um valor préximo de
1,5%.

O estudo mais aprofundado destas coordenadas pode ajudar a gerar no LS o
conhecimento do ponto exato da coagulacdo observada visualmente nos testes
oticos, melhorando ainda mais a acuracia do LS como ferramenta de estudo da ETL

por meio do teste de performance ao etanol.
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ANEXOS
ANEXO A - Especificacdo Técnica do citrato de sodio fornecido pela GLOBALFOOD

o \‘f;\ Globalfood
ESPECIFICACAO TECNICA

Produto Cliente Emissdo | Revisdo |Pag.
_ ClTBATO DE SODIO’ 08/07/2016 n Data 12

Cddigo do cliente: CITRATO DE SODIO 0 | 08/07/2016

REGISTROS

Ministério da Satide / ANVISA | Isento de registro pela ANVISA, conforme Resolucdo n°® 27 de
06.08.2010.

Ministério da Agricultura Dispensado de AUP de acordo com a Instrugdo Normativa n© 49
de 14/09/2006.

CARACTERISTICAS GERAIS

Descricao Estabilizantes.

Aplicacdo Produtos lacteos UHT*.

Composicao Estabilizante citrato de sddio.

P6 de cor branca, sendo que pequenas variacoes na cor podem
ocorrer devido a origem das matérias primas utilizadas.

Solubilidade H|(_:Irata parcialmente em agua fria e dissolve completamente
acima de 65°C.

*Utilizar de acordo com os Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade e com a Legislaciio vigentes,

Aspecto / Cor

PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS

Cinza Min. 95,0 %

Umidade Max. 5,0 %

Sodio Max. 25,0%

Status GMO Nao contém ingredientes transgénicos.

Todas as referéncias lecnoligicas estio de acordo com nosso melhor conbecimento No entanto ¢ indispensivel a elaboragio de estes ¢ a verificagio das
de nossos produtos anles da zua efetiva utilizagio para determinar sua adaplagio i figies tecnokigicas individiais de cada empresa

Rua: Alberto Sampaio. 45/47 * Fone/Fax: (11) 55641100/ (11) 55641101 * www.globalfood.com.br



\"%)‘) Globalfood
Produto Cliente | Emissdo | Revisdo |Pag. |
CITRATO DE SODIO 08/07/2016 n° Data 12
Cédigo do cliente: CITRATO DE SODIO 0 | 08/07/2016
PRESENCA DE ALERGENICOS*
H PR IR IR IR IEREL i P AL R
£53| ¢ 2| £ |E s 2| 3 AR i | E8)|¢ 2
FHEHRIRIEHEIRIEL  BIE R AN BB E
gso| 38| & ] g 2| ¢ | E8| s[£59 33| 8 £33 B
= § % - g &-' E 3 % < 5 g E ‘; = g 2 E 5
ndo ndo | ndo | ndo [ ndo [ ndo | ndo | ndo | ndo | ndo | ndo | ndo | ndo | ndo | mdo
* Resolugio RDC n° 26 de 02/07/2015-ANVISA
PROPRIEDADES MICROBIOLOGICAS
Analises Valores
Contagem total < 1,0 x 10* UFC/g
Coliformes a 35°C < 1,0 x 10° NMP/g
Coliformes a 45°C < 3,0 NMP/g
Salmonella sp Ausente em 25 g
Bolores e Leveduras <2,0x 10° UFC/g
& Saco Kraft branco revestido com polietileno
EMBALAGEM contendo 25 kg.
L & o Nota: Ajude o meio ambiente.
Destine a embalagem vazia a reciclagem.
ARMAZENAGEM Local seco e fresco.
VALIDADE 06 (seis) meses na embalagem original fechada.
Todas as referéncias lecnoldgicas estio de acordo com nosso melhor conhec No entanto ¢ indispensivel a elaboragio de testes ¢ a verificagio das
caracieristicas de nossos produtos antes da sua efetiva wilizagio para imar sum adaplacio ds condic Migicas individuais de cada empresa.

Rua: Alberto Sampaio, 45/47 * Fone/Fax: (11) 55641100/ (11) 55641101 * www.globalfood.com.br
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ANEXO B — Especificacdo Técnica do fosfato dissddico fornecido pela
GLOBALFOOD

\\f;\ Globalfood
ESPECIFICACAO TECNICA
Produto Cliente Emissdo | Revisdo |Pag.
FOSFATO DISSODICO n° Data
Cédigo do cliente: FOSFATO DISSODICO 08/07/2016 0 | 08/07/2016 12

REGISTROS

Ministério da Satide / ANVISA | Isento de registro pela ANVISA, conforme Resolucdo n® 27 de
06.08.2010.

Ministério da Agricultura Dispensado de AUP de acordo com a Instrucdo Normativa n 49
de 14/09/2006.

CARACTERISTICAS GERAIS

Descricdo Estabilizantes.

Aplicacdo Produtos lacteos UHT*.

Composicéo Estabilizante citrato de sddio.
P6 de cor branca, sendo que pequenas variacdes na cor podem

pecto / Cor ocorrer devido a origem das matérias primas utilizadas.

Solubilidade H@rata parcialmente em &gua fria e dissolve completamente

acima de 65°C.

*Utilizar de acordo com os Regulamentos Técnicos de ldentidade e Qualidade e com a Legislaciio vigentes.

PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS

Cinza Min. 95,0 %

Umidade Méx. 5,0 %

P20s Max. 50,0%

Sédio Max. 34,0%

Status GMO Nao contém ingredientes transgénicos.
Todas as referéncias lecnoligicas estio de acordo com nosso meThor b No entanto ¢ indispensivel a elab de testes ¢ a verificagio das
caracieristicas de nossos produtos anies da sua efetiva utilizacho para determinar sia adapiagio is A Iigicas individumis de cada empresa

Rua: Alberto Sampaio, 45/47 * Fone/Fax: (11) 55641100/ (11) 55641101 * www.globalfood.com.br



é‘i Globalfood
Produto Cliente Emissao | Revisao |Pag.
0 °] Data
_ FOSF_ATO DISSODICQ 08/07/2016 n 12
Cédigo do cliente: FOSFATO DISSODICO 0 | 08/07/2016
PRESENCA DE ALERGENICOS*
£=232| 88| £ | ¢ |E8| | £ | 28| £ |54 £8|% |%8|:2 8
SHEHERIABAELHEIRIREL BRI E LR IR
sgg| 28| 3 g | E8| 2| £ | EE| s |£54 3¢8[2 |E3|3 b
EEE| ST B | <T| 8| 8| <7| §|3Z3T|y (272 |3
= 8% &

nao ndo | ndo | ndo | ndo [ ndo | ndo | ndo [ ndo | ndo | ndo | ndo | ndo | ndo | ndo
* Resolucdo RDC n® 26 de 02/07/2015-ANVISA

PROPRIEDADES MICROBIOLOGICAS

Analises Valores

Contagem total < 1,0 x 10* UFC/g

Coliformes a 35°C < 1,0 x 10> NMP/g

Coliformes a 45°C < 3,0 NMP/g

Salmonella sp Ausente em 25 g

Bolores e Leveduras < 2,0x 10° UFC/g

o Saco Kraft branco revestido com polietileno
BALA contendo 25 kg.
EMBALAGEM . 3 o Nota: Ajude o meio ambiente.
Destine a embalagem vazia a reciclagem.

ARMAZENAGEM Local seco e fresco.

VALIDADE 06 (seis) meses na embalagem original fechada.

caracieristicas de nossos produtos antes da sua efetiva wilizagio para

Todas as referincias tecnoldgicas estio de acordo com nosso melhor

No entanto é indispensivel a elaboragio de testes ¢ a verificagio das
L i Wigicas individuais de cada empresa.

Rua: Alberto Sampaio, 45/47 * Fone/Fax:
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ANEXO C - Especificagdo Técnica do mix de sais LAC 8074-7 fornecido pela
GLOBALFOOD

@E;» Globalfood
ESPECIFICACAO TECNICA
Produto Cliente | Emissao | Revisao | Pag. |
GLOBALSYSTEM LAC 8074 n° Data
Codigo do cliente: LAC 8074-7 08/08/2011 |- oromete]| Y2
REGISTROS
Ministério da Satide / ANVISA | Isento de registro pela ANVISA, conforme Resolucdo n° 27 de
06.08.2010.
Ministério da Agricultura Dispensado de AUP de acordo com a Instrucdo Normativa n® 49
de 14/09/2006.
CARACTERISTICAS GERAIS
Descricdo Mistura de estabilizantes.
Aplicacdo Produtos lacteos UHT*.
li i fi iss0
Composicio Esc;sttjakl))i zante fosfato trissodico, fosfato dissddico e citrato de
0/ Cor P6 de cor branca, sendo que pequenas variagdes na cor podem
Aspect ocorrer devido a origem das matérias primas utilizadas.
Hidrata parcialmente em &agua fria e dissolve completamente
Solubilidade acima de 65°C.

*Utilizar de acordo com os Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade e com a Legislagdo vigentes.

PROPRIEDADES FISI IMICAS

Cinza Min. 90,0 %

Umidade Maéx. 5,0 %

P20s Méx. 43,0%

Sédio Max. 39,0%

Status GMO Nao contém ingredientes transgénicos.
Todas as referéncias tecaoldgicas estio de acordo com nosso melhor conbecimento Nm:ulanim! mlls(um-lw:lavlahwa-,inh festes ¢ a verificagio das
caracieristicas de nossos produtos anies da sua efetiva utilizagio para inar sim adaptagio ds Eh iduais de cada empresa.

Rua: Alberto Sampaio, 45/47 * Fone/Fax: (11) 55641100/ (11) 55641101 * www.globalfood.com.br



Q‘Eﬁ Globalfood
Produto Cliente | Emissdo | Revisdo |Pag. |
GLOBALSYSTEM LAC 8074 n° Data
08/08/2011 2/2
Cddigo do cliente: LAC 8074-7 /08/ 14 | 08/07/2016 /
PRESENCA DE ALERGENICOS*
g%f'; ‘e 3| 2 ‘y 3 g : § £2 ;§§ HA £ |3
= = 8 2 2 E 2 2 £ - E o s .g 2
FHEHERIRIELRIRIRLBRIE R AN R EE
58| 28| 5| @ g 2| 2| EE| s |€£53 38|& |is|z | Z
SRR EIR IR B H R R
n3o ndo | ndo | ndo [ ndo [ ndo [ ndo | ndo | ndo | ndo | ndo | ndo | ndo | ndo | ndo
* Resolugdo RDC n® 26 de 0207/2015-ANVISA
PROPRIEDADES MICROBIOLOGICAS
Analises Valores
Contagem total <1,0x 10* UFC/g
Coliformes a 35°C < 1,0 x 10? NMP/g
Coliformes a 45°C < 3,0 NMP/g
Salmonella sp Ausente em 25 g
Bolores e Leveduras <2,0x 10° UFC/g

Saco Kraft branco revestido com polietileno
EMBALAGEM P, | contendo 25 k.
‘O Nota: Ajude o meio ambiente.
Destine a embalagem vazia a reciclagem.
ARMAZENAGEM Local seco e fresco.
VALIDADE 06 (seis) meses na embalagem original fechada.
Todas as referéneias tecnoligicas estio de acordo com nosso melhor conbeci No entanto ¢ indispensivel a elaboragio de testes e a verificagio das
caracteristicas de nossos produtos antes da sua efetiva wilizagio para inar sim adaptago s condiy Iigicas individuais de cada empresa.
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APENDICE A — PROCEDIMENTO ANALITICO PADRAO

Procedimento Analitico Padrao - Teste de Performance ao Etanol

COSTA, Claudio H. F. da. Avaliacdo microestrutural do leite pasteurizado
submetido ao teste do &lcool visando processamento UHT. 2016. 95 f.
Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncia e Tecnologia do
Leite e Derivados, Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, 2016.

OBJETIVO

Apresentacdo dos procedimentos para uso do Microscopio Otico Digital ProScope
com a finalidade de realisar o teste de performance ao etanol aumentando a

qualidade da visualizacdo do ponto de coagulacédo do leite pasteurizado.

APLICACAO

Metodologia auxiliar para aumentar a qualidade da decisdo na liberacdo de lotes de

leite para o processamento nas industrias de leite UHT.

PREPARACAO DA AMOSTRA

O leite deve ser pasteurizado (75°C/20s) e resfriado (entre 4°C e 6°C), podendo ser
adicionado ou ndo de sais estabilizadores, segundo o padrdo de estabilizacdo

adotado por cada industria.

FUNDAMENTO DO METODO

A prova do alcool mede a estabilidade do leite a coagulagcdo quando misturado em
partes iguais com diferentes graduacdes alcodlicas. O ProScope é um método
auxiliar na visualizacdo do teste do alcool em placas de Petri, como praticado hoje
nas industrias. Uma parcela do resultado do teste do alcool € submetida a uma
analise aumentada de 200x com o microscopio 6tico digital (ProScope). As imagens

assim aumentadas sao digitalizadas, capturadas (fotos e/ou videos) e armazenadas.
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MATERIAL

Além dos materiais ja utilizados pela metodologia de visualizagdo Otica direta em
placa de Petri como: diluicbes alcodlicas de 76%(v/v) a 84%(v/v); placas de Petri e
pipetas graduadas; seréo utilizados:

v Micropipetador e ponteiras (Volume de 10uL - microlitros),

v" Conjunto lamina/laminulas de microscopia,

v' Microscopio Otico Digital (ProScope),

v Lente (200x),

v' Base de fixacao sobre a bancada.
As graduacdes alcoodlicas devem ser calibradas com rigor uma vez que a

sensibilidade do teste é muito alta.

MARCHA ANALITICA

Pipetar 2mL do leite a ser analisado na placa de Petri; pipetar 2mL do alcool
80%(v/v) (ou outra graduacao que se queira analisar) sobre o leite e fazer o teste de
performance ao etanol padréo. Imediatamente apds, com auxilio do micropipetador e
uma ponteira de 10uL, retirar uma fracdo de 10uL da solucéo resultante do teste de
performance ao etanol e depositar na lamina de microscopia; cobrir com a laminula
e levar diante da objetiva do ProScope fixado na base prépria e, com a objetiva
(200x) virada para cima.

Gragas ao Software de digitalizacdo do (ProScope), as imagens serao visualizadas
diretamente na tela de um computador ou tablet, aumentadas em 200x. Mover
lentamente o conjunto lamina/laminula com a amostra sobre a objetiva de maneira a
explorar o campo de visdo. Selecionar 0 campo e capturar as imagens.

Para a captura das imagens e filmes foram adotadas as seguintes especificacdes do
programa de imagens do ProScope: Resolucdo 640 x 480, Frame Rate 15,
iluminagao na posicao “Daylight”, Brilho 0, contraste 0, matiz 0, Saturagao 40, nitidez
1, proporcao de branco 4.
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EXPRESSAO E INTERPRETAGCAO DE RESULTADOS

A visualizacdo, com ampliacdo de 200x, das microparticulas € muito nitida e néo
deixa duavidas sobre o grau de estabilidade das amostras. As imagens sao
capturadas e armazenadas num arquivo especifico conforme os procedimentos de
qualidade adotados pela empresa. Sugere-se a geracdo de um banco de imagens
préprio que sirva de base de decisdo para os ajustes salinos e para a decisdo de
liberacdo de cada lote para o processamento UHT. A Figura 1 abaixo, ilustra em
imagens os resultados do ProScope para trés situacdes de estabilidade do leite

pasteurizado ao &lcool.

Figura 1: Aspectos das imagens do leite pasteurizado em trés momentos: antes da
coagulagéo ao alcool (74%(v/v)), nos primeiros sinais de coagulagéo (78%(v/v)) e coagulado
no alcool 82%(v/v).

Fonte: Adaptado pelo autor do programa de imagens do ProScope (2016).

A alta sensibilidade do ProScope permite visualizar a frio, antes da decisdo de
liberacdo dos lotes para o processamento UHT, os efeitos de minimos ajustes

salinos sobre a estabilidade do leite ao alcool.



