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RESUMO

A producéao de leites concentrados no Brasil tem aumentado a cada ano, sobretudo
pelo fato de médios laticinios terem adaptados linhas de leite em po para a elaboracao
destes produtos. O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes fisicas e quimicas
no leite evaporado durante o armazenamento em diferentes temperaturas. O leite
pasteurizado integral foi concentrado até 38° Brix em evaporador rotativo operando
em pressao relativa de 72 mbar e a 60 °C. O material concentrado foi adicionado de
azida sodica (0,05%) e estocado a temperaturas de 10, 30 e 50°C. Os produtos foram
avaliados com 1, 7, 30, 60 e 90 dias de estocagem nessas 3 temperaturas. Foram
analisados o pH, acidez, 5-Hidroximetilfurfural (HMF), cor, sedimentagcdo e
cristalizagao das amostras, além do seu aspecto visual. Observou-se que a exposi¢ao
a diferentes temperaturas afetou significativamente e diretamente todos os
parametros avaliados, sendo que a 30°C e 50°C as amostras apresentaram
instabilidade ja nos primeiros dias. Para a temperatura de 10°C o produto manteve
uma estabilidade maior até 60 dias. O HMF se mostrou independente (p > 0,05) do
tempo de estocagem, mas foi afetado (p < 0,05) pela temperatura de estocagem.
Houve correlacdo linear significativa (p < 0,05) entre grande parte dos parametros
analisados. Concluiu-se que a estabilidade do leite concentrado € dependente da
concentragao, reducao da atividade agua e da temperatura de estocagem. Para uma
maior estabilidade é importante que enzimas proteoliticas sejam inativadas ou
inibidas, sem desestabilizar a matriz proteica, e que a saturacdo da lactose seja
controlada por diferentes técnicas que nao afetem a cor.

Palavras-chave: Leite concentrado, Leite evaporado, Vida de prateleira, Estabilidade

Proteica, Cristalizagao,



ABSTRACT

The production of concentrated milk in Brazil has increased every year, mainly
because medium dairy products had adapted powdered milk brands to formulate this
type of milk. The aim of this paper is to evaluate the physical and chemical alterations
on the evaporated milk on hoarding under different temperatures. Whole pasteurised
milk was concentrated up to 38° Brix in a rotary evaporator which was operating in
relative pressure of 72 mbar and 60° C. This concentrated material was added of
sodium azide (0,05%) and it was stocked under temperatures of 10, 30 and 50 °C.
The products were evaluated at 1, 7, 30, 60 and 90 days of hoarding under these three
temperatures. The samples were analysed by the pH, acidity, 5-Hydroxymethylfurfural
(HMF), colour, sedimentation, and crystallisation of them, furthermore their visual
aspect. It has been observed that the exposition under different temperatures has
significantly and directly affected all the evaluated parameters, moreover, under 30°C
and 50°C the samples displayed instability already on the first days. Under the
temperature of 10°C, the product maintained a greater stability up to 60 days. The
HMF seemed regardless (p > 0,05) of hoarding time, however, it was affected (p <
0,05) by hoarding temperature. There was a significant linear correlation (p < 0,05)
between many parts of the analysed parameters. It is concluded that the stability of
concentrated milk is dependent of the concentration, retrenchment of water activity
and the hoarding temperature. To a greater stability, it is important that proteolytic
enzymes are inactivated or inhibited without destabilizing the protein matrix, and that
the lactose saturation is controlled by different techniques which should not affect the

colour.

Key words: Concentrated milk, Evaporated milk, Shelf life, Protein stability,

Crystallisation
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1. Introducgao

A produgao de leites concentrados no Brasil tem aumentado a cada ano,
sobretudo pelo fato de médios laticinios terem adaptado linhas de leite em p6 para a
elaboragao destes produtos. Os dois principais produtos desta categoria, no Brasil,
séo o leite condensado e o doce de leite (MENDES, 2011), porém o leite evaporado
também tem grande importancia comercial, mas para uso industrial. MAGALHAES et
al (2010) utilizaram leite concentrado por evaporagéo a vacuo para a fabricagédo de
queijo prato obtendo bons resultados depois de algumas alteracbes na etapa de
mexedura. O uso de leite concentrado sem a adicdo de acucar € interessante para
diferentes industrias alimenticias por dois pontos principais: o primeiro € permitir um
menor espago de armazenamento se comparado ao leite fluido e o segundo é
possibilitar uma transferéncia por bombas de menor poténcia que as exigidas para

outros produtos concentrados de leite devido a sua menor viscosidade.

Para que o uso de um produto seja possivel pela industria de alimentos os
parametros de qualidade devem ser mantidos o mais estavel possivel durante toda a
sua estocagem. Para o doce de leite, ROCHA et al. (2017) avaliaram modificagdes
durante a estocagem a temperatura ambiente, dentre as quais as mais importantes
estavam relacionadas a cor e a textura. Nao foram observadas mudancas
microbiolégicas ou no padrdo de aceitabilidade sensorial do produto, além de nao

serem observadas a presenca de cristais de lactose.

Para os leites concentrados sao importantes as mudangas com relagao a cor,
viscosidade e estabilidade do produto durante a estocagem. As mudangas de cor
estdo associadas sobretudo com a reacdo de Maillard. Ja as alteracbes de
viscosidade e estabilidade estdo associadas com a coalescéncia das micelas de
proteinas e sua estabilidade térmica (MENDES, 2011).

A reagao de Maillard € definida como uma reacado de escurecimento nao
enzimatico onde um grupo carbonila de um agucar redutor condensa com um grupo
amino de um aminoacido. Em alimentos; pela diversidade de tipos de agucares
redutores; aminoacidos presentes e pela série de reagdes em cadeia que ocorrem,;
os produtos destas reacdes sao definidos como produtos da reacao de Maillard. Estas
reacdes sao aceleradas por temperaturas mais elevadas, como as associadas aos

tratamentos térmicos de alimentos, mas também ocorrem durante a estocagem de



11

alimentos em condicdes adversas. Além do bindmio tempo temperatura, outros
fatores s&o importantes na cinética do processo, como pH, atividade de agua,
propriedades fisicas do sistema e o tipo e concentragéo dos reagentes (CORTES-
YANEZ et al., 2018). Um dos parametros utilizados para controle da reagdo de
Maillard € a concentragao do HMF. Este € um componente intermediario na complexa
série de reagdes de escurecimento ndo enzimatico. O unico produto alimenticio onde
ha limitagdes legais, no Brasil, € para o mel de abelhas (60 mg/kg), conforme apontado
na Instrugdo Normativa 11/2000 (BRASIL, 2000). Varios métodos tém sido desenvolvidos
para determinar este componente, mas o mais tradicional se baseia na espectrometria
(RIZELIO et al., 2012). O intuito desta analise no mel & verificar se este ndo foi

submetido a binbmios de tempo e temperatura excessivos.

Com relacdo a viscosidade e estabilidade de produtos lacteos, a
concentracdo do leite afeta também as propriedades de proteinas e sais. A
combinagao de aquecimento com a retirada de agua altera o equilibrio de sais e a
hidratacdo e tamanho das micelas de caseina. Com a concentragao, parte do calcio
é transferido para o conteudo micelar e as micelas tendem a aumentar de tamanho.
Estas modificacbes podem se reverter em parte com a reidratacao, porém a perda de

caseina soluvel é permanente (LIU et al, 2012).

Avaliar os parametros de leites evaporados durante o armazenamento
possibilita compreender melhor qual o peso dos parametros na manutencdo dos
padroes de qualidade. Assim, este trabalho avaliou parametros fisicos e quimicos de
leites evaporados estocados a 3 trés temperaturas diferentes para compreender
melhor a evolugao destes durante a estocagem.
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2. Objetivo Geral

Analisar as alteragdes fisicas e quimicas de leite evaporado estocado a

diferentes temperaturas (10, 30 e 50°C) e diferentes tempos (1, 7, 30, 60 e 90 dias) .

2.1.

Objetivos especificos

Acompanhar o pH e o teor de acidez durante a estocagem para
monitoramento.

Determinar parametros de cor e a concentragcdao de HMF para avaliar a
evolucdo do escurecimento ndo enzimatico.

Avaliar a presencga de cristais de lactose e possiveis mudancgas durante
a vida de prateleira.

Avaliar mudancgas na qualidade de reconstituigdo do produto durante a
vida de prateleira.

Avaliar a correlacéo entre os diferentes parametros avaliados
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3. Materiais e métodos

3.1. Elaboracao e estocagem do concentrado
O leite pasteurizado integral foi concentrado em evaporador rotativo (Buchi,
modelo R-210) a pressao absoluta 72 mbar e temperatura de 60 °C até 38°Brix. Apos
a concentragao a amostra foi adicionada de 0,05% p/p de azida sddica para evitar o
crescimento de microrganismos durante a estocagem. O concentrado foi armazenado
em frascos de vidro de 180 mL em BOD a 10°C, 30°C e 50°C para posterior avaliagao

da vida de prateleira.

Os frascos armazenados em BOD a 10°C, 30°C e 50°C foram avaliados nos
dias 1, 30, 60 e 90 em relagcdo ao pH, aos parametros de cor, ao teor de acidez, a
presenca de cristais de lactose, a prova de reconstituicdo e ao teor de
hidroximetilfurfural (HMF). Este desenho experimental de analise fatorial de 3x5 para

temperatura e tempo foi realizado com 3 repeticdes para cada tratamento.
3.2. Tratamento estatistico

Os fatores de variagao, tempo e temperatura, foram avaliados quanto a sua
significancia em afetar os fatores dependentes quantitativos estudados. Para isso foi
utilizada a anélise de variancia de regressao linear (p=0,05). A correlagao linear

significativa (p<0,05) entre os fatores foi também avaliada.

O software gratuito R versao 3.4.2 foi utilizado para tratamento estatistico dos
dados.

3.3. Analises fisico-quimicas

3.31. pH

O pH foi determinado segundo a metodologia 017/IV do INSTITUTO ADOLFO
LUTZ (SAO PAULO, 2008). A medida de cada amostra foi realizada em ftriplicata e
registrada a média.

3.3.2. Parametros de cor

A determinacao da cor foi realizada conforme descrito por LEIVA; NARANJO;

MALEC (2017), com algumas alteragdes: o material, cerca de 15 g, foi colocado em
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placa de Petri para a leitura. Foram feitas 10 leituras, em pontos diferentes da amostra
e registrada a média dos valores de L, a* e b*.

3.3.3. Teor de acidez
A acidez foi determinada conforme metodologia 453/IV do INSTITUTO
ADOLFO LUTZ (SAO PAULO, 2008). Para a analise de acidez do leite concentrado
foram pesados 5,0 g do leite concentrado em béquer de 50 mL e diluido com a adi¢gao
de 35 mL de agua destilada. A titulagao foi realizada com solugédo de hidréxido de
sédio 0,1 mol/L. Os procedimentos foram realizados em triplicata, sendo registrada a

média. Os resultados foram expressos em mg de acido latico/ 100g.

3.3.4. Teor de Hidroximetilfurfural (HMF)

Para avaliagao do teor de HMF, as amostras foram preparadas segundo a
metodologia descrita por LEIVA; NARANJO; MALEC, (2017) com modificagbes. Para
a medi¢cado do HMF foram utilizados 0,15 g de leite concentrado adicionado de 2,0 mL
de agua destilada e 0,525 mL de &cido oxalico 0,3 N. Logo apéds, os tubos das
amostras foram colocados em banho maria a 100°C por 25 minutos. Em seguida, as
amostras foram retiradas e colocadas em um banho maria a 0°C por 10 minutos. Apds
esse procedimento cada amostra foi adicionada de 0,28 mL de acido tricloroacético
40% e centrifugada a 9000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi recuperado em
baldao volumétrico de 10 mL. O material retido no tubo de ensaio foi suspendido com
0,65 mL de acido tricloroacético 4%, centrifugado e o sobrenadante somado ao baléo
volumétrico. Por fim foi adicionado 4,0 mL de tamp&o acetato a pH 4,76 e o volume
do balado volumétrico completado com &cido tricloroacético 4% . Esta foi definida como

a solugado-amostra.

A solugcdo-amostra foi avaliada por método espectrométrico, conforme
descrito na metodologia 175/1V do INSTITUTO ADOLFO LUTZ (SAO PAULO, 2008.

O procedimento foi realizado em ftriplicata e os resultados expressos em mg/kg.

3.3.5. Prova de reconstituicao
A reconstituicao foi determinada conforme metodologia 452/IV do INSTITUTO
ADOLFO LUTZ (SAO PAULO, 2008), com algumas modifica¢cdes. Em um tubo Falcon
de 50 mL foram pesados 12 g de amostra e 28 mL de agua destilada. A amostra foi

mantida na geladeira por 12 horas. Apos este periodo o material foi centrifugado a



15

4.000 rpm por 5 minutos. A massa de precipitado foi pesada e o valor anotado. O
resultado foi expresso em % de sedimentagado, o qual € uma razéo percentual entre
a massa de precipitado e a massa de amostra. O procedimento foi realizado em

triplicata.

3.3.6. Avaliagao Microscépica
A amostra foi homogeneizada e duas gotas da amostra foram adicionadas
em |lamina previamente preparada. As laminas foram lavadas anteriormente com
sabdo e alcool e secas a temperatura ambiente. As laminas preparadas foram
observadas em microscopio otico com aumento de 400x. As fotografias foram
realizadas com celular Motorola G4 plus e avaliadas com relacdo a presenca de

cristais de lactose.
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4. Resultados e Discussao

41. pH e teor de Acidez

O leite fluido apresenta pH entre 6,6 e 6,8 e teor de acidez de 1,6 a 1,8 g/Kg.
O teste de Dornic tem sido o mais utilizado para a avaliagao de acidez do leite, tendo
por objetivo detectar aumentos na concentragdo de acido latico, uma vez que esse
acido é formado pela fermentagdo da lactose por bactérias mesofilas. Outros
componentes do leite também interferem na avaliagdo da acidez como citratos,
fosfatos e proteinas (GALINA, 2010). Segundo BRONDI et al (2011), o leite
condensado apresenta valor médio de pH 6,27 e teor de acido latico de 2,6 g/Kg. Os
valores de pH se mostraram muito semelhantes no primeiro dia, estando entre 6,29 e
6,44. Para os produtos a 10°C houve uma leve tendéncia a um aumento do valor de
pH de pouco mais de um décimo. Ja para as temperaturas de 30°C e 50°C a tendéncia
foi de queda, sendo maior com o aumento da temperatura. A queda chega a ser de
0,67 pontos para a temperatura de 30°C e de 2,02 para a temperatura de 50°C
(Tabela 1).

Tabela 1 - Valor de pH do leite concentrado estocado em diferentes tempos (1, 7,
30, 60 e 90 dias) e temperaturas (10°C, 30°C e 50°C).

Temperatura Dias de Estocagem
(°C)
1 7 30 60 90
10 6,44 6,37 6,50 6,58 6,58
30 6,34 6,25 6,25 5,79 5,67
50 6,29 6,16 5,46 5,06 4,27

Para o teor de acidez observou-se valores muito proximos entre 5,7 e 5,9
g/Kg para todas as amostras no primeiro dia. No sétimo dia todos registraram valores
menores em relagdo ao primeiro. Esta tendéncia de queda no valor de acidez se
mantém para as amostras armazenadas a 10°C. Para as temperaturas de 30°C e

50°C houve um aumento do teor de acidez apods o sétimo dia. Observou-se que o



17

aumento para os tratamentos a 30°C foi mais acentuado entre os dias 60 e 90. Ja
para os tratamentos estocados a 50°C houve uma elevacgao intensa em dois periodos,
do dia 7 para o 30 e depois do dia 60 para o 90 (Tabela 2).

Tabela 2 - Teor de acidez (g/Kg) do leite concentrado estocado em diferentes
tempos (1, 7, 30, 60 e 90 dias) e temperaturas (10°C, 30°C e 50°C).

Dias de Estocagem
Temperatura
(°C) 1 7 30 60 90
10 5,8 5,7 4,3 3,2 2,8
30 59 3,4 3,8 4,6 11,6
50 5,7 4,1 9,2 10,0 16,0

A acidez é um importante parametro para avaliar o estado de conservacao do
leite, uma vez que leites com teores de acidez fora dos padrdes fisico-quimicos séo
considerados anormais e/ou improprios para o consumo. Valores superiores ou
inferiores de acidez encontrados também podem ser devido as variacbes da
composicado do leite, bem como a raga do animal, a individualidade, o colostro, o
periodo de lactagdo e o processo de esterilizagdo (CAMARA; WESCHENFELDER,
2014).

Esta evolugdo poderia estar associada a presenga de micro-organismos,
porém todas as amostras foram adicionadas de azida sddica na concentracdo de
0,05% e né&o foi observado nenhum odor estranho nas amostras. A azida sédica € um
conservante, um solido branco, inodoro e de formula molecular NaN; com massa
molar de 65,0 g/mol (DAMASIO, 2012). Muito utilizada como agente bacteriostatico,
sendo recomendada para a conservacao de amostras de leite, porém sua eficiéncia
é afetada pela temperatura de estocagem (VANCIN et al, 2020). Esse conservante
age como inibidor da respiracdo aerdbia de microrganismos gram-negativos
(LINCHSTEIN, 1943), mas possui pouca eficacia para microrganismos gram-positivos
e anaerobios (EMBRAPA, 2011).
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A caracteristica acida do leite ndo se baseia apenas na presenga do acido
latico. Sais soluveis e mesmo as proteinas tém contribuicbes no valor do pH e da

acidez titulométrica.

4.2. Evolugao da cor
A cor pelo sistema CIELAB é dividida em trés componentes, o L, que
representa a luminosidade, o a*, que representa uma escala de verde a vermelho, e

o b*, que representa uma escala de azul a amarelo.

Para o parametro de luminosidade, o L, observou-se uma tendéncia a uma
variagao muito discreta para as temperaturas de 10°C e 30°C, com valores oscilando
entre 71,32 e 76,39. Para a temperatura de 50°C houve uma tendéncia de redugao
da luminosidade com o tempo, sendo a queda mais drastica ocorrendo do dia 60 para
0 90 (Tabela 3).

Tabela 3 - Parametro de cor L (luminosidade) do leite concentrado estocado em
diferentes tempos (1, 7, 30, 60 e 90 dias) e temperaturas (10°C, 30°C e 50°C).

Dias de Estocagem
Temperatura
(°C) 1 7 30 60 90
10 71,32 73,03 73,84 74,16 74,14
30 73,86 71,98 74,82 76,39 71,63
50 73,58 73,36 72,06 69,53 64,77

Existem efeitos independentes do escurecimento ndo enzimatico e outros
processos quimicos associados ao calor na cor do leite. Em temperaturas entre 5 e
50° C ha um clareamento com aumento de temperatura. Essas mudancas decorrem
da migragéo de calcio na micela com aumento da temperatura, causando assim um
aumento no tamanho da micela e um aumento na dispersao de luz. Em temperaturas
mais altas, acima de 60 °C, ha um irreversivel branqueamento do leite que aumenta
com o tempo a qualquer temperatura, e parece atingir niveis mais elevados com

temperaturas mais altas (Burton, 1994).
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A desnaturagdo das proteinas do soro sobre a caseina do leite, a qual
aumenta o tamanho das particulas, é responsavel por um aumento na refletancia . O
efeito de clareamento é significativo no leite UHT e em outros produtos lacteos. Leite
e creme UHT s&o invariavelmente mais brancos do que o produto nao processado
(Burton, 1994).

Os valores de a* e b* podem ser plotados em forma de coordenadas,
conforme mostrado na Figura 1. A cor de todos os produtos vai se diferenciando com
o tempo e a temperatura de estocagem. Inicialmente as coordenadas mostram
produtos com cores muito proximas no primeiro dia de estocagem. Ja no dia 90 os
tons s&o diferentes, sendo o tratamento a 30°C um tom intermediario entre os dois

tratamentos extremos.

Figura 1 - Grafico de cor a (eixo x) e b (eixo y) nas temperaturas 10 °C (circulo), 30°C
(tridngulo) e 50°C (xis) com 1 dia (cinza), 7 dias (vermelho), 30 dias (verde), 60 dias
(roxo) e 90 dias (azul).

+30
Amarelo 3

&

Verde valor de a Vermelho

-30 +30
valor de b

Azul
-30

Nas tabelas 4 e 5 observou-se este comportamento diferente relacionado a
cada temperatura. Na temperatura de 10°C ha uma diminuigdo do componente

vermelho e uma tendéncia a uma cor mais proxima de verde, indicado pela diminuigao
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do valor de a*. Em uma mesma proporgao tem-se um aumento do tom amarelado das
amostras, observado pelo aumento do valor de b*. Para a temperatura de 30°C
observou-se uma tendéncia de diminuicdo da cor vermelha até o dia 60. A mudanca
de cor foi menos acentuada para a temperatura de 10°C. Porém, entre os dias 60 e
90, houve um aumento deste valor, sendo este maior do que o inicial. Para o valor de
b a 30°C um aumento sempre € observado. Ja para os tratamentos a 50°C houve
uma evolugdo continua dos valores de a* e b*, sendo a evolugao maior para os

valores de b* do que de a*.

Tabela 4 - Parametro de cor a* (verde a vermelho) do leite concentrado estocado em
diferentes tempos (1, 7, 30, 60 e 90 dias) e temperaturas (10°C, 30°C e 50°C).

Dias de Estocagem
Temperatura
(°C) 1 7 30 60 90
10 1,58 1,87 0,08 -2,96 -3,30
30 1,08 1,83 -0,30 -0,88 1,67
50 1,40 2,32 4,41 5,42 6,72

Tabela 5 - Parametro de cor b* (azul a amarelo) do leite concentrado estocado em
diferentes tempos (1, 7, 30, 60 e 90 dias) e temperaturas (10°C, 30°C e 50°C).

Dias de Estocagem
Temperatura
(°C) 1 7 30 60 90
10 8,82 9,93 10,53 11,76 12,17
30 9,36 10,29 14,90 15,96 20,07
50 9,36 12,18 22,37 26,21 28,02

O escurecimento € uma consequéncia da reacao de Maillard entre a lisina
das proteinas do leite e a lactose. A reacao de Maillard no leite € extremamente
complexa. Neste processo compostos intermediarios incolores sao produzidos nas
etapas iniciais e entdo convertidos em melanoidinas, compostos de cor escura que

dao origem a cor marrom do produto. Apesar desta complexidade, o progresso geral
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da reagao pode ser seguido por medigao. A medigdo da queda em refletancia em
qualquer comprimento de onda conveniente na regido do espectro visivel € uma
maneira simples de seguir a reacao de escurecimento durante o tratamento térmico.
O desenvolvimento da cor marrom envolve uma queda progressiva na refletancia do
leite, a queda sendo leve na extremidade vermelha do espectro visivel (comprimento
de onda de 650-700 nm), mas tornando-se progressivamente maior em diregdo a
extremidade azul-violeta do espectro (400- 450 nm) (BURTON, 1994).

Sabe-se que os Produtos de Reacéo de Maillard (PRM), correspondem a um
grupo heterogéneo de substancias de baixo peso molecular. O HMF é considerado
um destes produtos e ndo existe em alimentos crus e frescos, porém ¢é produzido
rapidamente durante o processamento térmico € no armazenamento prolongado,
principalmente em alimentos ricos em carboidratos e lipideos (FRANCISQUINI et al,
2017)

Na Tabela 6 sido apresentados os teores de 5-hidroximetilfurfural das
amostras. Os dados demonstraram uma elevacao brusca dos valores até o dia 30.
Apods este periodo houve uma diferenciagao entre os tratamentos. Para 10°C houve
uma reducao gradual, ja para os tratamentos a 50°C houve um leve aumento na
concentracdo. Ja para a temperatura de 30°C as amostras apresentaram uma
oscilagdo entre os valores de 834,49 mg/kg e 927,84 mg/kg.

Tabela 6 — Teores de 5-Hidroximetilfurfural (mg/kg) das amostras de leite concentrado
estocado em diferentes tempos e temperaturas.

Dias de Estocagem
Temperatura
(°C) 1 7 30 60 90
10 680,73 630,77 | 777,95 | 667,37 551,19
30 1.778,24 | 681,85 | 834,49 | 927,84 908,88
50 700,19 713,49 | 915,67 | 984,54 | 1.008,38

O 5-hidroximetilfurfural (HMF) € um indicador de intensidade de tratamentos
térmicos, pois € um composto intermediario da reacdo de Maillard detectavel por

técnica espectrofotométrica (MORTIER et al., 2000). Estudos recentes demonstram
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a interferéncia desses produtos da reacdo de Maillard em processos bioldgicos, os
quais estdo relacionados com a inibicdo do crescimento celular, a redugcdo da
digestibilidade e a absorgao de proteinas, a hipertrofia de 6rgaos, a redugao de
atividades enzimaticas e intestinais; além de possiveis perdas nutricionais por causa
da reagdo de aminoacidos essenciais com o agucar redutor presente no alimento
(SHIBAO; BASTOS, 2011; FRANCISQUINI et al., 2016).

4.3. Sedimentacgao e Cristalizagao

O percentual de sedimentagcdo pode ser observado na Tabela 7. No dia 1
obteve-se valores aproximados para as trés temperaturas (10; 30 e 50°C), variando
muito pouco entre si, com valores abaixo de 3%, o que mostra uma alta capacidade
de se reconstituir. Porém, a partir do dia 7 o tratamento a 10°C continuou bem préximo
de uma recomposi¢dao completa, mantendo tal comportamento até 30 dias. Ja os
tratamentos as temperaturas de 30 e 50°C demonstraram insolubilidade completa a
partir do dia 7. Ao longo do tempo de estocagem houve aumento dos valores no
tratamento a 10° C, sendo os valores apos 60 dias criticos em relagao a solubilidade.
Apesar de ter ocorrido um decréscimo do pH com o tempo de estocagem, somente

esta caracteristica ndo explica o comportamento observado.

Tabela 7 — Percentual de sedimentacao (% p/p) do leite concentrado estocado em
diferentes tempos (1, 7, 30, 60 e 90 dias) e temperaturas (10°C, 30°C e 50°C).

Dias de Estocagem
Temperatura
(°C) 1 7 30 60 90
10 0,38 0,60 1,32 7,03 30,83
30 0,42 83,34 78,27 88,91 91,75
50 2,57 94,23 92,82 89,02 77,12

Segundo Silva (2004) a sedimentacao € uma desestabilizagao proteica do leite
quando submetido ao tratamento térmico, pois promove a desnaturacao de proteinas

e precipitagao de sais minerais.
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As estruturas das caseinas podem ser divididas em subgrupos, estando todos
presentes na estrutura da micela de caseina. As principais caseinas responsaveis
pela estabilizacdo do produto sdo a B-caseina, pois na refrigeracao ela se separa da
micela, e a k- caseina por ser a porcao mais externa e portanto mais atacada pelo
seu posicionamento (SANTOS et al, 1999).

A desestabilizagdo do leite também esta relacionada as enzimas proteoliticas
e lipoliticas nativas ou de origem microbiana, que séo termoestaveis, portanto,
permanecem no produto mesmo apos o tratamento de altas temperaturas. Proteases
sdo enzimas que hidrolisam as caseinas, consideradas as maiores proteinas do leite,
e a-lactalbumina e B-globulina as menores que pertencem a fase do soro (MELO-
JUNIOR, 2005).

Um estudo com leite UAT (Ultra Alta Temperatura) determinou que a
sedimentagao esta diretamente relacionada com a temperatura de armazenamento
(MALMGREN, et al, 2017). Este fato corrobora com o observado nas amostras deste
estudo.

O leite pasteurizado utilizado para elaboracdo do produto evaporado pode
conter enzimas proteoliticas termorresistentes e isso pode ter favorecido o
aparecimento de geéis ao longo do tempo de armazenamento nas diferentes
temperaturas. Apesar de ndo ter sido feita a identificagdo das enzimas por meio de
analises foi possivel observar que os géis formados foram mais intensos quanto maior
a temperatura. Isso indica uma maior desestabilizacdo da suspensao de proteinas no
meio, reflexo da agdo de enzimas com temperatura de armazenamento mais elevada
e a reducéo do pH do meio.

Ja nas imagens em microscopio Optico podemos observar a formacgao de
cristais, principalmente nas amostras que ficaram estocadas a 10° C. Nelas foram
encontrados cristais de tamanho visualmente superior as amostras de outras
temperaturas (Figura 2). Entre os dias 1 até 60, esses cristais foram observados
apenas com o auxilio do microscopio, mas no dia 90 a consisténcia arenosa

predominou em todas as amostras.
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Figura 2 - Imagens obtidas das laminas contendo leite concentrado para avaliar o
aparecimento de cristais de lactose em diferentes tempos e temperaturas. (Aumento

de 400x).

Tempo
1dia 7 dias 30 dias 60 dias 90 dias

Temperatura

Fonte: Os Autores

As amostras armazenadas a 50° C em todas as avaliagdes (1, 7, 30, 60 e 90
dias), apresentaram cristais grandes em grupos isolados. Nas avaliagbes das
amostras de 10° C houve o aparecimento dos cristais, em maior tamanho e
quantidade, podendo serem visualizados a olho nu bem como a percepcao visual de
uma grande arenosidade ao final de 90 dias de estocagem. Enquanto nas amostras
a 30° C e 50° C percebeu-se uma diminuigado na quantidade dos nucleos de cristais.

Os acucares que possuem carbonos assimétricos, como a lactose, desviam o
plano de vibracao da luz polarizada, e portanto sdo ativos opticamente. A lactose é
encontrada em duas formas ativas opticamente: a a-lactose e a -lactose
(PERRONE, 2006).

HOLSINGER (1997) descreveu que a lactose em sua forma cristalina nos
lacteos pode ser encontrada na forma de a-hidratada ou 3-anidra, ou ainda como uma
mistura vitrea amorfa de a e B-lactose.

A mutarrotacdo é um fendmeno importante ao analisar a cristalizagao, uma vez

que as fragcbes possuem diferentes solubilidades (PERRONE, 2006). A forma a é
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convertida na forma 3 através da mudancga de posi¢ao da hidroxila e do hidrogénio
do grupo redutor.

Estudos mostram que a solubilidade da lactose em solucdo aquosa é variavel
de 14,61g a 156,969 por 100g de agua em temperaturas entre 10°C e 90°C. A o-
lactose se cristaliza como forma hidratada, sendo cristais duros e ndo higroscopicos.
Ja a B-lactose possui uma solubilidade 10 vezes maior, pois seus cristais sdo menores
e aumentam a area de contato (MONTES, 2003).

Para evitar a agregacado e aparecimento de arenosidade (causado pela
cristalizagdo) nos produtos lacteos, os cristais ndo podem ser maiores que 10 ym
(WALSTRA et al, 2001). E solventes, sais ou sacarose, podem influenciar na
solubilidade da lactose, podendo reduzir sua solubilidade em até 80% do valor normal
(PERRONE, 2006).

Pode-se observar a formacédo de cristais de tamanho maior em amostras
estocadas a temperaturas mais baixas, isso se relaciona a diminuicdo da solubilidade
da lactose no meio. A lactose possui menor solubilidade em temperaturas mais
baixas, portanto possui maior probabilidade de formagao de cristais no produto
concentrado em temperaturas mais baixas. Porém, em temperaturas superiores este
fenbmeno também foi observado. Em temperaturas maiores foi observado o
aparecimento dos cristais, porém eles possuiam tamanhos menores, indicando uma

saturacédo do meio.

4.4. Efeito do tempo e temperatura de estocagem

Os fatores de variacio e sua interagao foram avaliados em fungdo de modelo
linear. Na Tabela 8 observa-se os valores de p para cada uma das variaveis
dependentes, sendo destacado as com valores de p<0,05. Todas as variaveis
estudadas foram afetadas pela temperatura de estocagem. Ja o tempo de estocagem
isoladamente n&o € foi fator significativo para a concentragdo de HMF e o valor de cor
a*. A interacdo (temperatura*tempo) foi irrelevante para a sedimentacédo e a
concentracdo de HMF. Vale destacar o fato da dependéncia exclusiva da
concentragdo de HMF da temperatura. Pelos valores da ANOVA para a regressao
linear € de se esperar que a concentragdo de HMF atinja a um patamar e mantenha

seus valores em uma faixa média. Ja para o valor de cor a ha uma importancia maior
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da temperatura do que do tempo, uma vez que este segundo soO é significativo na
interagdo (Temperatura*Tempo).

Tabela 8 - Nivel de significancia (p) das variaveis independentes em relagdo aos
parametros avaliados

Sedime HMF pH Acidez Cor L Cor a Corb
ntagao
Temperatura <0,001* | 0,010* | <0,001* | <0,001* | 0,002* | <0,001* | <0,001*
Tempo 0,044* | 0,614 | <0,001* | 0,001 | 0,043* | 0,550 | <0,001*
Temperatura*Tempo | 0,449 0,077 | <0,001* | <0,001* | <0,001* | <0,001* | 0,009*

* Correlagbes significativas (p<0,05)

A correlagao linear entre as variaveis dependentes foi avaliada (Tabela 9),
sendo as correlagdes significativas (p<0,05) destacadas na tabela. O teor de HMF
tem correlacéo linear com o pH, e os parametros de cor a e b, sendo positivo para
estes dois ultimos. Assim, um aumento do teor de HMF indica também um aumento
dos valores de a e b. Ja para o pH uma reducao desses valores tende a um aumento
do teor de HMF.

A Reacao de Maillard é uma das reagbes mais conhecidas do escurecimento
nao enzimatico e surge principalmente durante aquecimento e armazenamento
prolongado de alimentos e favorece a formacdo de compostos responsaveis pela
alteracdo de sabor, aroma e cor de produtos que sofrem tratamento térmico
(FRANCISQUINI, 2016).

Em forma de cascata, a primeira reagdo € a condensacgao da carbonila do
agucar redutor com a amina livre de aminoacidos, proteinas ou peptideos, formando
uma base de Schiff instavel, gerando agua e glicosilamina. A base de Schiff sofre
alteragcbes formando um acgucar aldose ou um agucar cetose, conhecido também
como produto de Amadori ou produto de Heyns, respectivamente, ambos sendo
estaveis e sem cor. Com a continuagao do aquecimento ou armazenamento esses
produtos sdo quebrados e ocasionam reacdoes de desidratacdo, enolizagdo e
retroaldolizagdo, gerando produtos como redutonas, derivados de furfural como a 5-

hidroximetilfurfural. Estes compostos possuem capacidade de absorcédo de radiacao
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UV, s&o reativos e se polimerizam com residuos de lisina e arginina, formando
pigmentos escuros chamados de melanoidinas, levando a coloragéo desejavel ou n&o
em produtos (ARAUJO, 2008; BASTOS et al., 2011).

A reacdo de Maillard pode ser afetada pela temperatura e pelo pH, onde em
temperaturas baixas a reacao € lenta e duplica a cada aumento de 10°C, enquanto
para o pH a descoloragdo maxima € na faixa de pH 9 e 10 (FENNEMA, 2010).

Verifica-se uma correlagdo negativa entre pH e todos os outros fatores, com
excecdo da luminosidade (cor-L), que apresenta correlagao linear positiva. Uma
reducdo do pH tende aumentar a sedimentag&o. Durante a estocagem, pode ocorrer
uma reducédo de 0,15 unidades no pH, favorecendo assim o depdsito de sedimentos
no leite UHT, uma vez que a reducido no pH esta diretamente relacionado com o
aumento de calcio idnico. O calcio idbnico € aumentado pela dissociacado do fosfato de

calcio da micela de caseina e aumento da solubilidade (COSTA, 2010).

A estabilidade térmica do leite € minima em pH inferior a 6,2, pois a
quantidade de calcio ibnico esta elevada. Enquanto em pH 5,2 ou 5,3 as liga¢des que
mantém as micelas de caseina juntas sao fracas, reduzindo a carga e a hidratagao
das proteinas (BRASIL et al., 2015).

Para a acidez houve uma esperada correlagéo linear negativa com o pH, ja
que por definicdo o aumento da concentragédo de acidos gera um aumento dos ions
da concentracdo de ions H:: no meio. Os parametros de cor a* e b* tem correlacéo
com o pH, apresentando aumento dos valores com a diminuicdo do pH. Ja o

parametro de cor L tende a diminuir com a diminui¢cao do pH.

Uma das variaveis para controlar a rea¢ao de Maillard é o pH, onde em valores
menores reduz a velocidade da reacdo, favorecendo entdo maiores valores dos
paréametros a* e b*, verde a vermelho e azul a amarelo, respectivamente (FENNEMA,
2010).

Os parametros de cor a* e b* tem correlagdo com o pH, apresentando aumento
dos valores com a diminui¢ao do pH. Ja o parametro de cor L tende a diminuir com a

diminuicao do pH.



Tabela 9 — Valor de correlagdo linear entre os parametros avaliados

tempos e temperaturas.
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em diferentes

HMF pH Acidez Cor-L Cor-a* Cor-b*
Sedimentagao 0,20 -0,52* 0,32 -0,22 0,42* 0,57*
HMF -0,36* 0,30 -0,26 0,33* 0,42*
pH -0,71* 0,47* -0,66* -0,83*
Acidez -0,50* 0,59* 0,67*
Cor-L -0,74* -0,52*
Cor-a* 0,62*

* Correlagées significativas (p<0,05)

A acidez também mostra uma correlagao linear positiva com a sedimentacao,

ou seja, um aumento acidez aumenta também a sedimentacgdo. Esta caracteristica

esta relacionada a aproximacao do ponto isoelétrico das micelas de caseina e uma

diminuicao da repulséo destas estruturas coloidais. Ja os parametros de cor tém uma

relagao inversa ao pH, com o aumento da acidez ha um aumento dos valores de a* e

b* e uma diminuigdo de L. As causas sdo as mesmas que as apresentadas para o

pH.

Por fim, observou-se que os préprios parametros de cor tém uma correlagao

linear entre si. A luminosidade apresenta uma correlagao linear negativa em relagao

aos parametros *a e b*. Ja os parametros a* e b* se correlacionam linearmente de

forma positiva. Isto possivelmente esta associado a formacédo ou degradacgédo de

componentes de cor que afetam os dois parametros em conjunto.



29

5. Conclusao

A temperatura e o tempo de estocagem afetaram a cor, a aparéncia e a
consisténcia do leite concentrado. Pode-se constatar por meio do aspecto visual e
das analises fisico-quimicas que a exposi¢cao as temperaturas de 30°C e 50°C
promoveram alteragcdes ja nos primeiros dias. Entretanto, em baixas temperaturas
(10° C), foram verificadas mudancas fisicas associadas a formac&o de cristais, mas
com maior estabilidade em relacdo aos outros parametros. A temperatura afetou
diretamente todos os parametros estudados. Em temperaturas mais baixas, nos
primeiros dias de armazenamento, foi possivel observar que houve uma tendéncia da
aproximacao para a cor verde, diminuindo entdo o valor do parametro de cor a*. Ao
longo dos dias, especificamente, na mudanga no dia 60 para 90, ocorreu um aumento
do paradmetro de cor a. Ja para o parametro de cor b, foi possivel observar que houve
um aumento em todas as temperaturas ao longo do armazenamento. Pode-se
observar um comportamento diferente nos tratamentos de 50°C, onde tanto o
parametro de cor a, quanto o parametro de cor b, tiveram aumentos continuos. Para
o parametro de luminosidade, o L, foi possivel observar uma variacado muito discreta
para as temperaturas de 10°C e 30°C. Para a temperatura de 50°C houve uma

tendéncia de redugdo da luminosidade com o tempo.

Ja o tempo s6 ndo afetou diretamente o parametro de cor a e a concentragao
de HMF. Observou-se também uma correlacéo significativa para grande parte dos
parametros avaliados. Apenas quatro pares de parametros nao apresentaram

correlacdo, sendo 3 deles associados ao HMF.

Observa-se que para o produto em questao os pontos mais importantes foram
a sedimentacdo e a formacdo de cristais. O primeiro esta associado a
desestabilizacao de proteinas por acdo de enzimas proteoliticas e, em parte, a agao
de micro-organismos que nao foram inibidos pelo azida sodica. O segundo associa-
se a lactose possuir menor solubilidade em temperaturas mais baixas e possuir maior
probabilidade de formacgao de cristais no produto concentrado em temperaturas mais
baixas. Porém, em temperaturas superiores este fendbmeno também foi observado
entretanto em tamanhos menores. A observacado destes demostram a necessidade
de se associar outras formas de conservacdo para a maior estabilidade do produto,

como a refrigeragéo ou a esterilizagdo apds concentragdo. Ja a formagao de cristais
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€ oriunda da saturacao de lactose no meio, o que pode ser controlada por meios

enzimaticos ou de controle da formagao de cristais.
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