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RESUMO

Esta tese de doutorado teve como objetivo principal investigar os efeitos da adigcdo de diferentes
sais quelantes de calcio (sais estabilizantes) nas propriedades fisico-quimicas e na estrutura
coloidal do leite desnatado. O trabalho foi estruturado em dois capitulos que abordaram
aspectos fundamentais para a industria de laticinios. No primeiro capitulo, avaliou-se a
influéncia de sais sequestrantes de calcio permitidos e nao permitidos pela legislagao brasileira
para leite UHT. Foram testados citrato de sodio e diversos orto- e polifosfatos de sédio em cinco
concentragdes distintas (0,00; 0,05; 0,10; 0,15 ¢ 0,20% m.m™"). As amostras foram submetidas
a tratamento térmico em banho de 6leo a 155°C (Fo = 1,43 minutos), seguidas de resfriamento
rapido e analises fisico-quimicas. Os resultados demonstraram que o difosfato tetrassddico
(TSP) e o trifosfato de sddio (STP) nas concentrag¢des de 0,15% e 0,20% m.m™' promoveram as
alteracdes mais significativas no sistema coloidal, com aumento acentuado do pH, elevada
capacidade de sequestro de célcio e diminui¢do do tempo de coagulagdo térmica. Além disso,
esses sais alteraram significativamente a distribuicdo do tamanho de particulas e o equilibrio
do Ca?" em pH 4,0, mostrando que a concentragdo do sal influencia diretamente nas mudancas
observadas. O segundo capitulo focou na comparacdo entre sais sequestrantes de calcio
formados por diferentes cations (Na" e K*). Foram avaliados dois fosfatos de sédio (fosfato
dissodico - DSP e fosfato trissddico - TSP) e seus andlogos de potassio (fosfato dipotassico -
DKP e fosfato tripotassico - TKP), além de citrato trissédico como controle. A substituicao do
ion sédio pelo potassio ndo alterou significativamente parametros como pH, capacidade de
sequestro de célcio ou tempo de coagulacdo térmica. Entretanto, observou-se que o fosfato
tripotassico (TKP) em concentragdes a partir de 0,10% m.m™! provocou alteracdes significativas
no perfil de distribuicao de particulas, sugerindo que o ion K* interage de forma distinta com
as proteinas se comparado ao ion Na'. Em conclusio, essa tese traz uma contribui¢io sobre as
interagdes entre sais sequestrantes de calcio e a matriz lactea. Os resultados podem oferecer
subsidios técnicos para a industria otimizar processos e formulagdes, alinhando inovacao

tecnoldgica com exigéncias regulatdrias e demandas de mercado.

Palavras-chave: Leite desnatado. Sais sequestrantes de calcio. Sais estabilizantes.

Estabilidade térmica. Substituicdo sddio-potéssio. Propriedades coloidais.



ABSTRACT

This doctoral thesis primarily aimed to investigate the effects of adding different calcium
chelating salts (stabilizing salts) on the physicochemical properties and colloidal structure of
skimmed milk. The work was structured in two chapters addressing fundamental aspects for
the dairy industry. In the first chapter, we evaluated the influence of calcium sequestrant salts
permitted and not permitted by Brazilian legislation for UHT milk. Sodium citrate and various
sodium ortho- and polyphosphates were tested at five distinct concentrations (0.00, 0.05, 0.10,
0.15 and 0.20% w.w!). Samples underwent heat treatment in an oil bath at 155°C (Fo = 1.43
minutes), followed by rapid cooling and physicochemical analyses. Results demonstrated that
tetrasodium diphosphate (TSP) and sodium triphosphate (STP) at 0.15% and 0.20% w.w’!
concentrations promoted the most significant changes in the colloidal system, with marked pH
increase, high calcium sequestration capacity, and reduced heat coagulation time. Furthermore,
these salts significantly altered particle size distribution and Ca*" equilibrium at pH 4.0,
showing that salt concentration directly influences the observed changes. The second chapter
focused on comparing calcium sequestrant salts formed by different cations (Na* and K*). We
evaluated two sodium phosphates (disodium phosphate - DSP and trisodium phosphate - TSP)
and their potassium analogs (dipotassium phosphate - DKP and tripotassium phosphate - TKP),
with trisodium citrate as control. Replacing sodium with potassium ions did not significantly
alter parameters such as pH, calcium sequestration capacity or heat coagulation time. However,

tripotassium phosphate (TKP) at concentrations from 0.10% w.w!

caused significant changes
in particle size distribution profile, suggesting that K* ions interact differently with proteins
compared to Na' ions. In conclusion, this thesis provides important contributions to
understanding the interactions between calcium sequestrant salts and the milk matrix. The
results may offer technical support for the industry to optimize processes and formulations,

aligning technological innovation with regulatory requirements and market demands.

Keywords: Skimmed milk. Calcium sequestrant salts. Stabilizing salts. Thermal stability.

Sodium-potassium replacement. Colloidal properties.
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1 INTRODUCAO

O trabalho apresentado neste documento ¢ um projeto de quimica e tecnologia na area
de alimentos, vinculado ao Programa DAI (Doutorado Académico para Inovagao) da UFJF, em
parceria com uma empresa multinacional fornecedora de produtos a base de minerais para o
setor de alimentos. O objetivo geral € estudar a influéncia da adicdo de sais estabilizantes na
estrutura coloidal de leite desnatado sob condi¢des simuladas de tratamento térmico.

A tese esta dividida em dois capitulos, sendo que no capitulo 1 ¢ discutido a influéncia
que os sais estabilizantes permitidos pela legislagao brasileira para leite UHT exercem na
estrutura coloidal de leite desnatado tratado termicamente, além de estudar a influéncia de mais
dois estabilizantes que nao sao permitidos até o presente momento pela legislagao brasileira. O
capitulo 2 discute a influéncia de sais estabilizantes formados por diferentes cations (sodio e
potassio) e os impactos devido a troca do ion so6dio pelo potassio na estrutura coloidal do leite
desnatado tratado termicamente.

Apesar de existirem trabalhos na literatura cientifica sobre sais estabilizantes e seus
efeitos nas caracteristicas fisico-quimicas do leite, ainda ha uma intensa discussao cientifica em
relacdo aos mecanismos de acdo desses sais e seus impactos no equilibrio salino do leite e
demais produtos lacteos como queijos, bebidas lacteas, bebidas proteicas, entre outros produtos.
Além disso, existem diferentes modos de ac¢do desses sais considerando os diferentes tipos de
tratamentos térmicos que o leite e seus derivados podem sofrer (De Kort, 2012; De Kort et al.,
2012; Garcia; Alting; Huppertz, 2023; Pitkowski; Nicolai; Durand, 2008; Silva et al., 2019;
Tsioulpas et al., 2010; Udabage; McKinnon; Augustin, 2000). Portanto, esse trabalho tem o
objetivo de contribuir nos estudos sobre sais estabilizantes e sua influéncia nas caracteristicas

fisico-quimicas do leite, principalmente, quando submetido a processamentos térmicos.
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral da tese foi estudar a influéncia de diferentes sais estabilizantes na
estrutura coloidal de leite desnatado sob condi¢des simuladas de tratamento térmico. No
capitulo 1 foi avaliada a influéncia, de forma comparativa, dos sais estabilizantes permitidos
pela legislacdo brasileira, além de mais dois sais ndo permitidos, na estrutura coloidal de leite
desnatado antes e apos o tratamento térmico. Ja no capitulo 2, foi avaliada a influéncia de sais
estabilizantes formados por diferentes cations (sddio e potassio) e os impactos devido a troca
do ion sodio pelo potéssio na estrutura coloidal do leite desnatado antes e apos o tratamento

térmico.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos foram subdivididos para os dois capitulos da tese.

2.1.1 Objetivos especificos do primeiro capitulo

a) Estudar o efeito da adi¢do de diferentes sais estabilizantes no pH do leite desnatado
antes e ap0ds o tratamento térmico;

b) Estudar a capacidade sequestrante dos diferentes sais estabilizantes adicionados
em leite desnatado antes e apds o tratamento térmico;

c¢) Estudar o efeito da adi¢do de diferentes sais estabilizantes no teor de Ca** em pH
= 4,0 (célcio total) do leite desnatado antes e apos o tratamento térmico;

d) Estudar o efeito da adi¢ao de diferentes sais estabilizantes na estabilidade térmica
através do tempo de coagulagdo pelo calor (HCT) em leite desnatado antes e apds
o tratamento térmico;

e) Estudar o efeito da adigdo dos diferentes sais estabilizantes na distribui¢do do
tamanho das particulas através da andlise de tamanho de particulas por difragao a
laser (LS) em leite desnatado antes e apos o tratamento térmico;

f) Estudar o efeito da adi¢ao dos diferentes sais estabilizantes na carga superficial das
micelas de caseina através da analise de potencial zeta em leite desnatado antes e

apos o tratamento térmico.

2.1.2 Objetivos especificos do segundo capitulo
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Comparar o efeito da adicao de sais formados por diferentes cations (sodio e
potassio) no pH do leite desnatado antes e apos o tratamento térmico;

Comparar a capacidade sequestrante de sais formados por diferentes cations (sddio
e potassio) adicionados em leite desnatado antes e apds o tratamento térmico;
Estudar o efeito da adigdo de sais formados por diferentes cations (sddio e potassio)
na estabilidade térmica através do tempo de coagulagdo pelo calor (HCT) do leite
desnatado antes e apds o tratamento térmico;

Estudar o efeito da adi¢@o de sais formados por diferentes cations (sddio e potassio)
no teor de Ca*" em pH = 4,0 (célcio total) do leite desnatado apds o tratamento
térmico;

Estudar o efeito da adicdo dos sais formados por diferentes cations (sédio e
potassio) na distribui¢do do tamanho das particulas através da analise de tamanho

de particulas por difragdo a laser (LS) em leite desnatado ap6s o tratamento térmico.
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3 INFLUENCIA DA ADICAO DE SAIS ESTABILIZANTES NA ESTRUTURA
COLOIDAL DE LEITE DESNATADO SOB CONDICOES SIMULADAS DE
TRATAMENTO TERMICO

A partir da se¢do 3.1 serd apresentada uma revisdo bibliografica baseado nos principais

topicos abordados nesse primeiro capitulo.

3.1 REFERENCIAL TEORICO

Os produtos lacteos, em geral, estio em crescente consumo € espera-se que essa
tendéncia continue se expandindo devido ao crescimento populacional, aumento da urbanizagao
e aumento da classe média. Além disso, ha o desejo por um estilo de vida mais saudavel e os
produtos lacteos tendem a ser uma das principais escolhas para dietas (Anema, 2019). O leite é
considerado importante na alimentacdo humana devido aos nutrientes presentes, como
proteinas, lipideos, carboidratos, vitaminas e minerais (Walstra, Wouters; Geurts, 20006).
Segundo o Anuario do Leite (2023), o leite inspecionado adquirido pelos laticinios no ano de
2022 alcangou a marca de 23,854 bilhdes de litros, sendo que mais de 6 bilhdes de litros foram
destinados para a produgdo de leite UHT.

O leite ¢ submetido a tratamentos térmicos por questdes de satde publica e conservagao,
com o intuito de eliminar possiveis patdgenos, além de microrganismos deteriorantes e enzimas
(Da Silva, 2003). O tratamento térmico do leite pode causar mudangas nos constituintes do leite,
como possiveis reagdes de desnaturagdo proteica e formagdo de complexos entre proteinas do
soro e caseinas, sendo que algumas dessas mudangas podem ser reversiveis enquanto outras sao
irreversiveis. Se o tratamento térmico for inferior a 95 °C durante alguns minutos, as
modificagdes no equilibrio salino do leite sao consideradas reversiveis. Porém, aquecimentos
severos, por exemplo, de 120 °C durante 20 minutos, causam mudangas irreversiveis nas
micelas de caseina e no equilibrio salino (Gaucheron, 2005; Holt, 1995; Nieuwenhuije;
Huppertz, 2022). Portanto para compreender as mudancgas causadas pelo tratamento térmico ¢é

preciso conhecer o conteudo proteico e a composi¢do mineral do leite.

3.1.1 Proteinas do leite

As proteinas representam componentes indispensaveis entre os trés macronutrientes

essenciais para a sobrevivéncia dos seres vivos, desempenhando uma variedade de fungdes
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biologicas criticas. No contexto do metabolismo humano, essas biomoléculas ndo apenas
fornecem elementos estruturais para tecidos e células, mas também atuam como mediadoras
em processos fisioldégicos complexos, incluindo reagdes enzimaticas, transporte de substancias
e resposta imune. Além disso, as proteinas do leite interagem com diversos minerais, como
calcio, magnésio e ferro. Essas interagdes sao fundamentais para uma ampla gama de fungdes
corporais, como a mineralizagdo Ossea, a transmissao de impulsos nervosos e a regulagdo de
processos enzimaticos. Dessa forma, reforga-se a importancia das proteinas nao apenas como
fontes nutricionais, mas também como elementos-chave para a manutengdo da saude e para o
funcionamento adequado dos sistemas bioldgicos (Gaucheron, 2011; Javed et al., 2022).

As proteinas do leite constituem aproximadamente 3,5% de sua composi¢do e sdao
fundamentais tanto do ponto de vista nutricional quanto funcional. Elas se dividem em dois
grupos principais: as caseinas e as proteinas do soro (soroproteinas). As caseinas representam
cerca de 80% das proteinas totais do leite e se organizam em estruturas micelares, responsaveis
pelo transporte de célcio e fosforo, além de desempenharem papel essencial na formagao de
produtos lacteos, como queijos. Ja as proteinas do soro, que correspondem aos 20% restantes,
incluem a B-lactoglobulina e a a-lactoalbumina, entre outras, e sao reconhecidas por seu alto
valor bioldgico e pela presenca de peptideos bioativos, conferindo propriedades funcionais

importantes para a saide humana (Fox; McSweeney, 2013; Walstra; Wouters; Geurts, 2006).

3.1.1.1 Soroproteinas

No soro de leite, as proteinas majoritarias sdo a P-lactoglobulina (B-LG) e a a-
lactoalbumina (a-LA), sendo a B-LG a mais abundante, seguida pela a-LA. A B-lactoglobulina
apresenta elevada capacidade de ligacdo a compostos hidrofobicos, desempenhando fungdes
relevantes no transporte de moléculas bioativas ¢ na estabilidade nutricional do leite. A o-
lactoalbumina, por sua vez, ¢ uma proteina fundamental na regulacao da sintese de lactose na
glandula mamaria, além de apresentar propriedades nutricionais e biofuncionais significativas.
Além dessas proteinas predominantes, o soro de leite contém outras proteinas em menores
proporgdes, listadas em ordem decrescente de concentragdo: as imunoglobulinas, que conferem
imunidade passiva ao neonato; a albumina do soro bovino (BSA), uma proteina de alto valor
biologico envolvida no transporte de diversas moléculas; e a lactoferrina, uma glicoproteina
multifuncional com propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias e imunomoduladoras.
Ademais, encontram-se presentes proteinas de menor expressdo quantitativa, como a

lactoperoxidase — um componente enzimatico do sistema de defesa antimicrobiano —, além
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de fatores de crescimento e outras proteinas bioativas que colaboram para a ampla gama de
funcdes bioldgicas atribuidas ao soro de leite (Smithers, 2008; Tavares, 2020).

A B-lactoglobulina (B-LG) ¢ uma proteina globular de grande relevancia no soro do leite,
representando cerca de 50% das proteinas totais presentes nessa fracdo (Onwulata, 2009). A
organizacdo estrutural da B-LG ¢ altamente dependente do pH do meio em que se encontra. Em
condi¢des fisiologicas, quando o pH ¢ superior ao seu ponto isoelétrico (pH 5,4), a B-LG
apresenta-se predominantemente na forma de dimeros, ou seja, duas unidades de proteina
ligadas entre si (Peti ef al., 2011).

Quando o pH ¢ inferior a 3,5 ou superior a 7,5, ocorre a dissociagdo desses dimeros em
mondmeros, fazendo com que a B-LG exista como moléculas individuais. Em um intervalo de
pH entre 3,5 e 5,2, a proteina tende a formar agregados maiores, com multiplas unidades
associadas (Poppi et al., 2015). Em temperatura ambiente, a B-LG pode coexistir tanto na forma
de dimeros quanto de monomeros, dependendo do pH do meio. Entretanto, quando a
temperatura ultrapassa 40 °C e o pH estd entre 6 € 9, hd uma tendéncia a dissociacdo dos dimeros
em mondmeros (Sousa, 2019).

Em temperaturas superiores a 70 °C, a B-LG sofre alteracdes estruturais mais
acentuadas, perdendo suas configuracdes secundaria e tercidria. Essa desnaturagdo expoe
grupos sulfidrila (-SH) que, anteriormente, estavam protegidos no interior da proteina,
permitindo a formagdo de ligagdes covalentes entre diferentes moléculas e promovendo a

agregacao proteica (Onwulata, 2009; Peti ef al., 2011; Poppi et al., 2015).

3.1.1.2 Micelas de caseina

As caseinas representam cerca de 80% do contetido proteico do leite e se apresentam na
forma de micelas de caseina. Elas sdo constituidas por moléculas de caseina (osi, ds2, B € k-
caseinas), agua ¢ minerais ¢ desempenham fungdes bioldgicas como vetores de calcio, que
passam das fémeas de mamiferos para os neonatos, além de ser fonte de aminoacidos (Holt,
2016; Walstra; Wouters; Geurts, 2006).

As caseinas sdo descritas como agregados supramoleculares que sdo mantidas por
interacdes intermoleculares, possuem diametro médio de 200 nm e sdo consideradas estruturas
dindmicas, pois se transformam de acordo com as condigdes fisico-quimicas do meio como pH,
temperatura, forca ionica, presenca de enzimas, entre outros. Por esse motivo sua estabilidade
ou desestabilizacdo controlada ¢ de extrema importancia para o desenvolvimento de derivados

lacteos (Silva et al., 2019).
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Dentre os minerais que fazem parte das caseinas estd o fosforo. Portanto, todas as
caseinas sdo fosforiladas. Os grupos fosfatos se ligam preferencialmente aos aminoacidos
serina e, menos frequentemente, aos aminoacidos treonina, como demonstrado nos estudos de
Holland & Boland (2014) e Huppertz (2013). Esses grupos fosfatos carregados negativamente
possuem afinidade por minerais positivamente carregados, especialmente cations bivalentes.
Por isso, as caseinas tém uma capacidade de se ligar a minerais como o calcio (Ca?*") e o
magnésio (Mg?"), formando complexos estaveis (Silva et al., 2019).

A asi-caseina, que representa cerca de 40% do total de caseinas. Do ponto de vista
funcional, as asi-caseinas demonstram sensibilidade moderada a precipitacdo por calcio,
ocorrendo na presenca de 3-8 mM de CaCl. em pH 7,0 (Huppertz, 2013; Aoki et al., 1985;
Silva et al., 2019).

A asz-caseina, correspondendo a aproximadamente 10% do total de caseinas, destaca-

o~

se por apresentar o maior grau de fosforilagdo entre as caseinas. Esta fragdo proteica

O~

considerada a mais hidrofilica entre as caseinas. Sua extrema sensibilidade ao calcio
evidenciada pela precipitagdo de 90% da proteina na presenca de apenas 2 mM de CaCl: em
pH 7,0, comportamento atribuido ao seu elevado contetido de grupos fosfato (Aoki et al., 1985;
Swaisgood, 2003; Silva et al., 2019).

A B-caseina (35% do total de caseinas) apresenta um comportamento termossensivel em
relacdo a precipitagdo por calcio. Enquanto sdo necessarios 20 mM de CaCl: para induzir sua
precipitacdo a 20°C, apenas 4 mM sao suficientes para obter o mesmo efeito a 40°C (Dalgleish;
Parker, 1980; Huppertz, 2013).

Por fim, a k-caseina, que representa aproximadamente 15% das caseinas totais,
diferencia-se das demais por sua natureza glicosilada. Ao contrario das outras caseinas, a k-
caseina apresenta baixa sensibilidade ao célcio, comportamento atribuido ao seu reduzido grau
de fosforilacdo (Swaisgood, 2003). De acordo com imagens feitas através das técnicas de
microscopia de for¢a atdmica e microscopia eletronica de varredura, a k-caseina esta localizada
na superficie das micelas de caseina, sendo a camada responsavel pela carga negativa das
micelas de caseina e desempenhando papel crucial na estabiliza¢do das micelas de caseina no

leite (Ouanezar et al., 2012; Dalgleish et al., 2004; Silva et al., 2019).

3.1.2 Composicio mineral do leite

A composi¢ao mineral do leite ¢ complexa e se relaciona diretamente com as caseinas,

pois os minerais sdo parte de sua estrutura. Além disso, a composi¢do mineral depende de
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fatores genéticos, estagios de lactagdo, alimentacdo e saide dos animais. A fracdo mineral do
leite contém cations como cdalcio, magnésio, s6dio e potdssio, além de anions como fosfato
inorganico, citrato e cloreto. O citrato, apesar de ser uma molécula organica, tem consideravel
participacao no equilibrio entre os minerais (Gaucheron, 2005). A Tabela 1 apresenta as faixas

de concentragdo desses minerais no leite de vaca.

Tabela 1 - Composi¢ao mineral do leite de vaca.

Mineral Concentracio (mg.kg™!) Concentrac¢io (mmol.kg™)
Célcio 1043-1283 26-32
Magnésio 97-146 4-6
Fosfato inorganico 1805-2185 19-23
Fosforo total 930-992 30-32
Citrato 1323-2079 7-11
Sédio 391-644 17-28
Potassio 1212-1681 31-43
Cloreto 772-1207 22-34

Fonte: Adaptado de (Gaucheron, 2005).

Os sais se distribuem no leite em duas fases: a fase livre ou soluvel e a fase ligada as
micelas de caseina ou coloidal (Bauland; Gaucheron; Croguennec, 2022; Gaucheron, 2005;
Nieuwenhuije; Huppertz, 2022; Ordofiez et al., 2005; Silva et al., 2019). Os ions potéssio, sédio
e cloreto estdo essencialmente na fase solivel. Mas os ions cdlcio, fosfato inorganico e
magnésio estao parcialmente ligados as micelas de caseina. Cerca de um tergo do calcio, metade
do fosfato inorgénico, dois tergos do magnésio e mais de 90% do citrato estdo na fase solavel
do leite. Dessa forma, célcio, fosfato inorganico e magnésio se encontram tanto na fase soluvel
quanto na fase coloidal (Gaucheron, 2005).

Na fase soluvel do leite, os ions ndo se apresentam totalmente isolados em solugdo,
ocorrendo diferentes associagdes entre eles. Essas associagdes dependem da capacidade de
ligacdo entre cations e anions e das solubilidades dos sais formados (Bauland; Gaucheron;
Croguennec, 2022; Gaucheron, 2005; Holt; Dalgleish; Jenness, 1981). Holt, Dalgleish e Jenness
(1981) propuseram um célculo para o equilibrio de ions presentes na fase soltvel do leite. Na

Tabela 2 ¢ apresentado um exemplo deste célculo explicitando as diferentes associacdes.
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De acordo com a Tabela 2, o célcio existe como ion livre e forma um complexo estavel
principalmente com citrato, € em menor grau com fosfato inorganico e com cloreto. A baixa
quantidade de fosfato de célcio na fase solivel se deve as baixas solubilidades destes sais. O
sodio e o potassio existem principalmente como ions livres, mas uma pequena parte desses ions
esta associada ao citrato, fosfato inorganico e cloreto (Gaucheron, 2005).

A fase coloidal contém dois principais tipos de sais: cations e anions ligados diretamente
aos residuos de aminoacidos das caseinas e o fosfato de calcio coloidal. Em relacao aos cations
e anions ligados aos aminodacidos, as caseinas contém grupos fosfato ligados principalmente
aos residuos seril (fosfosseril). Como consequéncia disso, as caseinas apresentam afinidade por
cations bivalentes como calcio e magnésio. No entanto, em relacdo ao fosfato de calcio coloidal,
ainda ndo existe um consenso sobre sua estrutura quimica (Silva et al., 2019). De acordo com
Kruif e Holt (2003), a féormula quimica do fosfato de calcio coloidal ¢ dada por:

[Cay32(Pi)esMgy,City zSerP,Cas]yg

em que Pi ¢ fosfato inorganico, SerP4+Cas ¢ um peptideo fosforilado e Cit ¢ citrato.

Na literatura ¢ descrito que o fosfato de célcio, presente na fase solivel do leite, tem sua
solubilidade diminuida durante o tratamento térmico. Além disso, sdo descritas mudangas na
estrutura e composicao do fosfato de calcio coloidal para uma forma mais insoluvel (Holt,
1995). As novas estruturas formadas nao sdo claramente identificadas, embora alguns autores
relacionem a formagdo de P-fosfato tricalcico cristalino ou hidroxiapatita (Nelson; Holt;
Huckins, 1989; Visser et al., 1986).

Os minerais das fases soluvel e coloidal estdo em equilibrio dindmico, pois os ions € 0s
sais estdo em constante troca entre as fases, principalmente calcio e fosfato inorgéanico. A
cinética de troca ¢ dependente das condigdes fisico-quimicas como pH, temperatura, forca
ionica, entre outros. Portanto, qualquer tipo de modificacdo na concentracao das espécies
i0nicas na fase solavel, por meio de acidificagdo, concentragdao, aquecimento, adi¢ao de sais,
entre outros fatores, acarreta mudancas no equilibrio salino. A adi¢ao de sais estabilizantes
(quelantes de calcio) com o intuito de aumentar a estabilidade térmica do leite ¢ um dos fatores

que afeta tal equilibrio (Bauland; Gaucheron; Croguennec, 2022).
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Tabela 2 - Concentragdes (mM) de ions livres e associados na fase soluvel do leite.

Anion fon livre fon complexado
Ca2’ Mg Na* K
H,Cit + + + + +
HCit 0,04 0,01 + + +
Cit* 0,26 6,96 2,02 0,03 0,04
H2PO4 7,50 0,07 0,04 0,10 0,18
HPO4* 2,65 0,59 0,34 0,39 0,52
PO4* + 0,01 + 1 +
Glc-1-PH 0,50 + + 0,01 0,01
Glc-1-P* 1,59 0,17 0,07 0,10 0,14
H>CO3 0,11 - - - -
HCOs 0,32 0,01 + + +
COs* + + + + +
Cr 30,90 0,26 0,07 0,39 0,68
HSO4 + + + + +
SO4* 0,96 0,07 0.03 0,04 0,10
RCOOH 0,02 - - - -
RCOO 2,98 0,03 0,02 0,02 0,04
fon livre - 2,00 0,81 20,92 36,29

Concentragao mostrada como: (+) <0,005 e (-) ndo estimada.

Fonte: Adaptado de (Holt; Dalgleish; Jenness, 1981).

3.1.3 Sais sequestrantes de calcio (sais estabilizantes)

A estabilidade térmica do leite é o tempo necessario para originar coagulagdo visivel a
uma determinada temperatura e determinado pH e dentre os fatores que a influenciam estao:
tempo e temperatura, pH, equilibrio salino, teor natural de ureia, estabilidade das micelas de
caseina, periodo de lactacdo, alimentacao deficiente do gado e mastite. Portanto, a estabilidade
térmica corresponde a capacidade do leite em resistir @ coagulacdo pelo calor visando sua
aptiddo para o processamento (Da Silva, 2003; Da Silva; Almeida, 1998).

Os sais estabilizantes, que também sdo chamados de sais sequestrantes de célcio ou sais

quelantes de calcio, sdo aditivos usados para aumentar a estabilidade térmica do leite ou retardar
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a gelificagdo em produtos lacteos. Esses sais sdo formados por cations monovalentes, como Na*
e K7, e anions polivalentes, como fosfatos e citratos (Deshwal ef al., 2023). Dessa forma, eles
agem diminuindo a atividade quimica de cations metélicos, como o Ca**, ao formar complexos
com esses ions através de seus pares de elétrons ndo compartilhados (Mclntyre; O’Sullivan,;
O’Riordan, 2016).

Na literatura cientifica, encontra-se o uso de diferentes sais estabilizantes em produtos
lacteos, como: citratos (citrato trissddico e citrato tripotdssico), ortofosfatos (monofosfato
monossodico, monofosfato dissédico, monofosfato trissddico e seus equivalentes com o ion
potassio) e fosfatos poliméricos ou fosfatos condensados (difosfato de sodio, difosfato
tetrassodico, tripolifosfato de sodio, hexametafosfato de sodio, entre outros) (Udabage;
McKinnon; Augustin, 2000; De Kort et al., 2011; De Kort et al., 2012; Mclntyre; O’Sullivan;
O’Riordan, 2016; Garcia; Alting; Huppertz, 2023a; Garcia; Alting; Huppertz, 2023b; Tsioulpas
etal.,2010; Deshwal et al., 2023; Deshwal et al., 2024; Mejares; Chandrapala; Huppertz, 2023;
Mejares; Huppertz; Chandrapala, 2024).

A adigcdo desses compostos afeta a estabilidade térmica do leite, pois diminuem a
concentracdo de ions livres de célcio na fase soluvel que reduz a agregacdo das proteinas
induzidas pelo célcio e, consequentemente, aumenta a estabilidade térmica e vida util do leite.
Esse tipo de aditivo também resolve problemas tecnologicos no processamento de leite, pois
evitam a formagdo de depdsitos em trocadores de calor (De Kort, 2012; De Kort ef al., 2012;
Garcia; Alting; Huppertz, 2023; Gaucheron, 2005; Pitkowski; Nicolai; Durand, 2008; Tsioulpas
et al., 2010; Udabage; McKinnon; Augustin, 2000).

No entanto, os quelantes agem de maneiras diferentes e podem diminuir a estabilidade
térmica do leite em uma determinada concentragdo, pois podem quelar o fosfato de célcio
coloidal fazendo com que a integridade da estrutura micelar seja perdida. Além disso, os
estabilizantes podem dissociar a caseina e alterar a distribui¢do do tamanho das particulas do
leite (De Kort, 2012; Garcia; Alting; Huppertz, 2023; Pitkowski; Nicolai; Durand, 2008; Renhe;
Indris; Corredig, 2018).

Recentemente, Deshwal ef al. (2024) demonstraram que, com exce¢do do difosfato de
sodio (SDP) e do tetrassddio difosfato (TSDP), a adi¢do de monofosfato dissédico (DSMP),
tripolifosfato de sodio (STP), hexametafosfato de s6dio (SHMP) e citrato de s6dio (TSC) a uma
solugdo de 5% de isolado de caseina micelar reduziu o tamanho das particulas e a viscosidade
a medida que a concentragdo de sais quelantes aumentava. Mejares, Chandrapala e Huppertz
(2023) investigaram a viabilidade da adi¢do de TSC e DSMP a misturas de leite de vaca

desnatado ¢ leite de bufala desnatado em uma concentragdo de SmM, utilizando diferentes
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tratamentos térmicos (85 e 95°C por 5 minutos), e concluiram que a adigdo de sais quelantes
alterou o tamanho das particulas, o potencial zeta, o pH, a atividade dos ions de célcio e a
distribuicao das proteinas de maneira dependente da composigao.

De acordo com a Portaria n® 783 de 2025 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), ¢ permitido o uso de alguns sais estabilizantes em leite UHT. Dentre
eles, estdo: citrato de sddio, monofosfato de sodio, difosfato de sodio e trifosfato de sddio,
podendo ser adicionados de forma separada ou em combinagdo, em uma quantidade nado
superior a 0,1 g.100 mL™! expressos em P>Os (Brasil, 2025).

Nesse sentido, torna-se importante estudar os sais sequestrantes de calcio permitidos
pela legislacdo brasileira para leite UHT e sua influéncia nas caracteristicas fisico-quimicas do
produto, especialmente considerando o limite para P>Os (Brasil, 2025) exigido por ela. Esse
tipo de estudo pode auxiliar na escolha do sal estabilizante que melhor atenda as demandas da
industria de laticinios, bem como na redugdo da quantidade desse aditivo utilizada pela
industria. Assim, este trabalho tem como objetivo estudar a influéncia da adi¢do de diferentes
sais estabilizantes na estrutura coloidal do leite desnatado sob condi¢des simuladas de

tratamento térmico.



25

4 METODOLOGIA

A seguir sera apresentada a metodologia utilizada para a realizacdo desse trabalho.
Dentre as etapas estdo: o preparo das amostras, a descrigao das analises propostas e o tratamento

estatistico dado aos resultados.

4.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

O preparo das amostras seguiu a metodologia descrita por Campos et al. (2024). As
amostras foram preparadas a partir de leite em pd desnatado de baixo tratamento térmico (Land
O'Lakes, Inc.) com a seguinte composicao fisico-quimica: gordura 0,74%, umidade 3,28%,
proteina 38,63% e indice de nitrogénio de proteina do soro (WPNI) 7,80 mgN-g™'. O leite em
po6 foi utilizado para garantir que o experimento pudesse ser realizado com réplicas (duplicatas)
e para observar sua reprodutibilidade. O leite em p6 foi reconstituido com agua deionizada a
temperatura ambiente (22 + 2 °C) para 9% m-m™ de sélidos totais. O leite reconstituido foi
deixado na geladeira (8 °C) por 24 horas para assegurar a completa solubilizacao (hidratagao
proteica) do pd. Apos esse periodo, foram realizadas andlises fisico-quimicas utilizando o
analisador portatil de leite ultrassonico Ekomilk (Cap-Lab, Sdo Paulo, Brasil), obtendo-se a
seguinte composi¢do: gordura 0,28 £+ 0,07%, matéria seca desengordurada 9,11 £+ 0,58%,
densidade 1,035 £+ 0,002 g-mL"", proteina 3,55 + 0,22% e lactose 4,88 + 0,31%.

As amostras foram preparadas a partir do leite reconstituido, com a adi¢do dos seguintes
sais: citrato de trissédico (TSC), monofosfato de sédio (SMP), difosfato de sodio (SDP),
tripolifosfato de sédio (STP), monofosfato dissodico (DSMP) e difosfato tetrassddico (TSDP).
Todos os sais foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, Estados Unidos). A Figura 1
apresenta as estruturas quimicas dos sais citados acima. A Tabela 3 apresenta o Sistema
Internacional de Numeracdo de Aditivos Alimentares (INS) e os numeros do Chemical
Abstracts Service (CAS) para cada sal, bem como a féormula molecular, coeficiente de
solubilidade e teor de P-Os (Maurer-Rothmann; Scheurer, 2005). As concentracdes utilizadas
para cada sal foram 0,00 (controle), 0,05, 0,10, 0,15 e 0,20% (m-m™"). E por fim a Tabela 4
apresenta a conversao da concentracao de cada sal de % (m-m™) para mM e o teor de P2Os.

As amostras foram submetidas a tratamento térmico em banho de 6leo a 155 °C por 8
minutos (Fo = 1,43 min). Em seguida, foram resfriadas em banho de gelo até atingirem
temperatura ambiente (22 £ 2 °C). Um exemplo de curva de tratamento térmico a qual as

amostras foram submetidas ¢ apresentado na Figura 2. Apds esse processo, as amostras foram
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analisadas usando o conjunto de analises descritas na secdo 4.2, antes e depois de serem
submetidas ao tratamento térmico. A preparacdo e andlise das amostras foram realizadas em
duplicata.

O valor de Fo e a curva de tratamento térmico (Figura 2) foram determinados utilizando
uma calculadora para determinar a letalidade e as alteragdes quimicas em produtos UHT com a

regra de Simpson disponivel em Mullan (2018).
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Tabela 3 - Férmula molecular, Sistema Internacional de Numeragao de Aditivos Alimentares
(INS), numero Chemical Abstracts Service (CAS), teor de P2Os e solubilidade dos sais

quelantes de célcio usados nesse estudo.

Solubilidade
Formula
Sais* INS CAS P05 (%) (g-100 g'! H20)
molecular
20 °C/80 °C
TSC Na3sCsHsO7.2H,O 331111 6132-04-3 - 75,0/99,8
SMP NaH>PO4 3391 7558-80-7 59,2 85,2/207,3
SDP NaH2P>07 4501 7758-16-9 63,9 13,0/20,0
STP NasP3O10 4511 7758-29-4 57,9 14,6/-
DSMP Na,HPOg4 33911 7558-79-4 50,0 9,3/96,6
TSDP NasP,07 450111 7722-88-5 53,4 6,2/30,0

*citrato trissodico (TSC), monofosfato de sodio (SMP), difosfato de sodio (SDP), trifosfato de sodio
(STP), monofosfato dissodico (DSMP), e difosfato tetrassédico (TSDP).
Fonte: Campos ef al. (2024).

Tabela 4 - Conversdo da concentragio adicionada dos sais de % (m.m!) para mM e teor de

P20s5 (%).
Saic® mM P205 (%)
0,05% 0,10% 0,15% 0,20% 0,05% 0,10% 0,15% 0,20%
TSC 1,70 3,40 5,10 6,80 - - - -
SMP 4,17 8,33 12,50 16,67 0,03 0,06 0,09 0,12
SDP 2,25 4,51 6,76 9,01 0,03 0,06 0,10 0,13
STP 1,36 2,72 4,08 5,44 0,03 0,06 0,09 0,12
DSMP 3,52 7,04 10,57 14,09 0,03 0,05 0,08 0,10
TSDP 1,88 3,76 5,64 7,52 0,03 0,05 0,08 0,11

*citrato trissodico (TSC), monofosfato de sodio (SMP), difosfato de sodio (SDP), trifosfato de sodio
(STP), monofosfato dissodico (DSMP), e difosfato tetrassodico (TSDP).
Fonte: Campos et al. (2024).
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Figura 1 - Estrutura quimica dos sais quelantes de célcio usados nesse estudo.
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TSDP: Difosfato tetrassédico (450iii)

Figura 2 - Exemplo de curva de tratamento térmico a qual as amostras foram submetidas.
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4.2 ANALISES

A seguir estao descritas as analises que foram realizadas nas amostras adicionadas de

sais estabilizantes antes e ap0Os o tratamento térmico.
4.2.1 Potencial hidrogenionico (pH)

O pH das amostras foi medido a temperatura ambiente usando o medidor de pH PG1400

(Gehaka, Sao Paulo, Brasil). O equipamento foi calibrado com solug¢des padrao de pH 4,0 ¢ 7,0.
4.2.2 Capacidade sequestrante

A capacidade sequestrante foi medida indiretamente através da determinacdo da
atividade do Ca2", conforme descrito por Campos et al. (2024). A atividade do Ca*" foi feita
através da adicao direta de uma pequena aliquota da amostra no sensor do eletrodo ion seletivo
portatil para Ca>" LAQUAtwin (Horiba Instruments, Kyoto, Japdo). O eletrodo foi calibrado
usando solu¢des padrao de calcio de 3,74 mM (150 ppm) e 49,90 mM (2000 ppm) antes de cada
experimento. As solu¢des padrido de 150 e 2000 ppm foram adquiridas pelo fornecedor do
equipamento e continham 0,04% e 0,55% (m.m') de cloreto de calcio, respectivamente, e
0,75% (m.m™") de cloreto de potassio em ambas as solucdes.

Todas as medidas de capacidade sequestrante foram feitas sem ajuste de pH. O
equipamento descrito acima faz o registro dos resultados em ppm, portanto foi necessaria a
conversao desses resultados para a forma de capacidade sequestrante (CS). Para isso, a Equacao
1 foi aplicada, em que Camostra € @ concentragdo de Ca>" (em ppm) da amostra a ser convertida
e Ceontrole ¢ @ concentragdo de Ca>" (em ppm) presente na amostra controle (sem adi¢do dos

sais).

CS (%) = 100% — (Camoma (ppm)xlOO) (Equagio 1)

Ccontrole (PPM)

4.2.3 Tempo de coagulaciao pelo calor (HCT)

A determinagdo do tempo de coagulacdo térmica (HCT) das amostras foi feito através
de uma adaptacdo do procedimento descrito por Dumpler e Kulozik (2015). Para o ensaio,

utilizou-se um frasco de vidro com 10 mL de amostra, que foi colocado em um agitador e imerso
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em um banho de 6leo a 155 °C. O frasco foi posicionado de modo que o nivel da amostra
coincidisse com o nivel do 6leo, facilitando a observag¢do do inicio da coagulagdo. O HCT
corresponde ao intervalo de tempo entre a inser¢ao da amostra no banho de 6leo e o surgimento

dos primeiros sinais visiveis de coagulacdao. O tempo foi registrado em minutos.

4.2.4 Calcio idnico (Ca®>") em pH = 4,0

A determinagdo da atividade do Ca*" em pH = 4,0 também foi feita conforme descrigio
de Campos et al. (2024). Esse pH foi usado para quantificar o calcio total presente nas amostras,
pois nesse pH todas as formas de célcio estdo solubilizadas. Para atingir o pH = 4,0 foi usado
acido cloridrico PA (Synth, Sao Paulo, Brazil) e em seguida uma pequena aliquota da amostra
foi adicionada diretamente no sensor do equipamento LAQUAtwin (Horiba Instruments,

Kyoto, Japao).

4.2.5 Distribuicao do tamanho das particulas

Para a andlise da distribuicdo do tamanho das particulas, utilizou-se um analisador de
particulas por difracdo a laser modelo LS 13320 (Beckman Coulter, Califérnia, EUA), equipado
com um modulo de dispersdo em meio aquoso. As amostras foram adicionadas lentamente e de
forma direta ao reservatorio do equipamento, até alcancar uma obscurescéncia entre 1% e 3%.
Os calculos dos resultados consideraram os indices de refragdo de 1,332 para o dispersante
(agua) e 1,57 para as micelas de caseina. A aquisi¢do dos dados foi realizada utilizando o
software Beckman Coulter versdao 5.03. Os resultados sdo apresentados como Dv90, que

representa o tamanho hidrodinamico abaixo do qual se encontram 90% das particulas.

4.2.6 Potencial zeta

O potencial zeta ( ) foi realizado através do analisador Zetasizer Nano ZS90 (Malvern
Instruments Ltd, Reino Unido). As amostras foram previamente diluidas em uma razdo de 1:250
em agua deionizada. Em seguida, as amostras diluidas foram injetas em uma cubeta e analisadas

diretamente no equipamento.

4.3 ANALISE ESTATISTICA
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Todos os resultados sdo representados na forma de graficos de barras, que foram
construidos utilizando o Origin 2018. Todos os graficos mostram a média e o desvio padrao
dos resultados obtidos em duplicata. Para a analise estatistica ANOVA (intervalo de confianca
= 95%) dos resultados, foi utilizada a versdo 4.2.3 do R, e o Excel 2016 foi utilizado para

calcular a correlagdo de Pearson (r) entre Dv90 e a capacidade sequestrante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas sessoes a seguir serao apresentados os resultados obtidos neste trabalho a partir das
analises realizadas. De acordo com os resultados, foi feita uma discussdo com base em

referéncias da literatura cientifica.

5.1 POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH)

Os valores médios de pH das amostras com varias concentracdes de diferentes sais
sequestrantes de célcio sdo apresentados na Figura 3. O pH das amostras contendo TSC (A),
STP (D), DSMP (E) e TSDP (F) tendia a aumentar conforme a concentracao do sal aumentava.
Isso ¢ diferente dos produtos contendo SMP (B) e SDP (C), nos quais o pH diminuia com o
aumento da concentracdo do sal. Além disso, o SDP (C) apresentou uma maior capacidade de
reduzir o pH do que o SMP (B). Nao hé diferenca significativa entre os valores de pH do mesmo
sal antes e depois do tratamento térmico (p > 0,05).

Tsioulpas et al. (2010) adicionaram TSC, SMP e DSMP a amostras de leite desnatado
nas mesmas concentragdes propostas neste estudo (0,05, 0,10, 0,15 e 0,20% m.m™), mas
submeteram-nas a tratamento térmico a uma temperatura de 121°C por 15 minutos, ou seja, sob
condi¢des de esterilizagdo. O mesmo comportamento de aumento do pH para as amostras com
adicao de TSC e DSMP, e de diminui¢do do pH para as amostras com adicao de SMP, foi
relatado pelos autores citados. Gao et al. (2010) relataram que a adi¢do de TSDP ao leite
ultrafiltrado aumentou o pH mais do que quando STP foi adicionado, pois o TSDP ¢ mais
basico. Isso também foi confirmado pelos resultados apresentados neste estudo. Além disso, as
tendéncias de aumento e diminui¢ao do pH sao consistentes com os valores de pH relatados por
Maurer-Rothmann e Scheurer (2005) para solugdes aquosas a 1% de TSC e os efeitos no pH

induzidos pelos cinco fosfatos adicionados no presente estudo.
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Figura 3 - pH das amostras de leite desnatado com adi¢@o de sais quelantes de célcio em

concentragdes de 0,05%, 0,10%, 0,15% e 0,20% m.m™!, sem e com tratamento térmico: citrato

de sodio (A), monofostato de sodio (B), difosfato de sddio (C), trifosfato de sddio (D),

monofosfato dissddico (E) e difosfato tetrassddico (F).
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5.2 CAPACIDADE SEQUESTRANTE

A capacidade sequestrante média das amostras com varias concentracdes de diferentes
sais sequestrantes de calcio ¢ apresentada na Figura 4. A capacidade de sequestro tendia a
aumentar de forma dependente da concentragdo, demonstrando que os sais sequestrantes
geralmente tendem a reduzir o teor de Ca?". Na maioria dos casos, ocorre uma diminui¢do do
calcio livre apds o tratamento térmico, o que ja foi descrito na literatura cientifica, pois o calcio
soluvel ¢ deslocado para a fase coloidal com a precipitacao do fosfato tricalcico, devido a baixa
solubilidade desse sal em altas temperaturas (Da Silva, 2003). Por outro lado, a adigdo de
monofosfato de soédio (B) teve pouco efeito sobre a concentragdo de Ca** antes e depois do
tratamento térmico (p > 0,05). Resultados semelhantes foram relatados por Tsioulpas et al.
(2010).

Entre os sais estudados, o difosfato tetrassodico (F) apresentou a maior capacidade de
sequestro em comparacdo com os demais sais. Esse sal também foi responsavel pelo maior
aumento no pH. De acordo com os estudos de Deshwal et al. (2024) e Tsioulpas et al. (2010),
a diminui¢do da atividade de Ca** depende da capacidade de sequestro do sal, mas também ha
uma relagdo com o efeito do pH. Nesse sentido, Tsioulpas, Lewis e Grandison (2007) relataram
que o aumento do pH do leite reduz a concentracdo de ions célcio. De Kort et al. (2012)
associaram a diminui¢ao da atividade de Ca** ao aumento da formacao de complexos de fosfato

de calcio.
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Figura 4 - Capacidade sequestrante (%) das amostras de leite desnatado com adigdo de sais

quelantes de calcio em concentragdes de 0,05%, 0,10%, 0,15% e 0,20% m.m™!, sem e com

tratamento térmico: citrato de sddio (A), monofosfato de sodio (B), difosfato de sédio (C),

trifosfato de sddio (D), monofosfato dissodico (E) e difosfato tetrassodico (F).
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5.3 CALCIO IONICO EM pH = 4,0

Os resultados médios de Ca?" a pH = 4,0 para as amostras com varias concentragdes de
diferentes sais sequestrantes de calcio sdo apresentados na Figura 5. O Ca*" (pH = 4,0) foi
utilizado para quantificar o célcio total presente nas amostras, como uma forma de avaliar se os
sais sequestrantes adicionados nas concentragdes propostas tiveram alguma influéncia no
balanco de calcio em um pH préximo a faixa do ponto isoelétrico das caseinas (pH~4,6 — 4,7).

O teor de Ca*" a pH = 4,0 depende da concentracao dos sais estudados, ja que em alguns
casos ocorreu uma diminui¢@o no teor de calcio em comparagdo com o controle, especialmente
na concentragio de 0,20% m.m™'. Isso sugere que alguns sais sequestrantes influenciaram o
balanco de calcio em pH = 4,0. Os sais responsaveis por essa diminui¢ao significativa foram o
difosfato de sodio e o difosfato tetrassodico antes do tratamento térmico (p < 0,05). Os demais
sais mantiveram o teor de Ca*" em pH = 4,0 com altera¢cdes minimas.

Os grupos fosfato e citrato presentes no leite tornam-se mais protonados a medida que
o pH diminui (Wolfschoon Pombo; Béttger; Losche, 2012). De acordo com Gaucheron (2005),
o fosfato de célcio coloidal ¢ solubilizado em pH 5,2, enquanto o célcio € completamente
solubilizado em pH 3,5. Mekmene et al. (2010) desenvolveram um modelo tedrico para estudar
o equilibrio salino no leite em func¢ao do pH. No estudo citado, observou-se que o calcio nao
era completamente solubilizado e formava um complexo (provavelmente um par i6nico como

CaCl") a medida que o pH diminuia.
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Figura 5 - Teor de Ca?" em pH = 4,0 (mM) de amostras de leite desnatado com adigdo de sais

quelantes de calcio em concentragdes de 0,05%, 0,10%, 0,15% e 0,20% m.m™!, sem e com

tratamento térmico: citrato de sdédio (A), monofosfato de sodio (B), difosfato de sddio (C),

trifosfato de sddio (D), monofosfato dissodico (E) e difosfato tetrassodico (F).
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5.4 TEMPO DE COAGULACAO PELO CALOR (HCT)

A média do HCT das amostras com varias concentragdes de diferentes sais sequestrantes
de calcio ¢ apresentada na Figura 6. A estabilidade térmica do leite ¢ influenciada por varios
fatores, incluindo o pH e a concentragdo de Ca*" (Huppertz, 2016; Nieuwenhuije; Huppertz,
2022).

A adigdo dos sais SDP (C), STP (D) e TSDP (F) reduziu o HCT nas concentragdes de
0,15 € 0,20% m.m™'. As amostras com adi¢do de STP (D) e TSDP (F) apresentaram HCT de 0
minutos na concentragdo de 0,20% m.m™! ap6s o tratamento térmico. Isso indicou que a amostra
coagulou antes de ser submetida as condi¢des de temperatura do HCT. O difosfato tetrassodico
foi o sal com maior capacidade de sequestrar Ca?', além de aumentar o pH.

A presenga de agregados (coagulagdo) e a baixa estabilidade térmica estao relacionadas
as interagdes entre proteinas. Segundo Horne (2017), intera¢des hidrofobicas estdo envolvidas
na agregacao das caseinas. A instabilidade térmica do leite também esta associada a dissociagao
da k-caseina induzida pelo calor, que ocorre em niveis elevados de pH (Anema, 2021). Além
disso, a diminuicao da estabilidade térmica pode ser causada pela precipitagdo de Ca e PO4 nas
micelas de caseina durante o tratamento térmico, aumentando assim os niveis de fosfato de
calcio coloidal (Nieuwenhuije; Huppertz, 2022; Ahmadi; Huppertz; Vasiljevic, 2024). Portanto,
as alteragdes no HCT podem estar associadas as variagdes no teor de fosfato de calcio coloidal.

As amostras com adicdo de TSC (A) e DSMP (E) nas concentragdes estudadas
apresentaram diferenca significativa quando comparadas ao grupo controle, antes e depois do
tratamento térmico (p < 0,05). No entanto, as amostras com adi¢ao dos sais (TSC (A) e DSMP
(E)) ndo apresentaram diferenca significativa entre as concentragdes estudadas (0,05, 0,10, 0,15
e 0,20%) antes e depois do tratamento térmico (p > 0,05). O citrato de s6dio e o monofosfato
dissdédico demonstraram capacidade de modular o pH e apresentaram aumento na capacidade
de sequestro de maneira dependente da concentragdo. Embora esses sais demonstrem
caracteristicas semelhantes, conforme mencionado acima, eles podem atuar de forma diferente
na estrutura coloidal do leite. Garcia et al. (2023) relataram que a adi¢do de CCS pode causar a
ruptura micelar. Os autores sugerem que a adi¢do de citrato de sodio causa ruptura devido ao
sequestro do célcio micelar. Dessa forma, os nanoclusters de fosfato de calcio coloidal sao
desfeitos. No entanto, o fésforo proveniente da adi¢ao de fosfato pode competir com o fésforo
inorganico dentro das micelas de caseina, também causando ruptura micelar. Portanto, esses
diferentes mecanismos de acdo sobre as micelas de caseina podem estar influenciando a

estabilidade térmica do leite desnatado.
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De acordo com Dumpler e Kulozik (2015), o leite desnatado com 10% de so6lidos totais
apresentou HCT maximo em pH 6,7. No trabalho citado, os autores mostraram que o HCT
tende a diminuir em valores de pH acima de 7,0 e abaixo de 6,4. Nesse sentido, a amostra com
adicdo de difosfato tetrassodico (F) apresentou aumento na estabilidade térmica na
concentragdo de 0,10% (apds o tratamento térmico). Nessa concentragdo, a amostra apresentou
pH de 6,83 £ 0,04, situando-se, portanto, dentro da faixa de pH definida por Dumpler e Kulozik

(2015), na qual ha aumento da estabilidade térmica.
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Figura 6 - Tempo de coagulagdo térmica (HCT, minutos) de amostras de leite desnatado com

adi¢do de sais quelantes de célcio em concentragdes de 0,05%, 0,10%, 0,15% e 0,20% m.m™",

1

sem e com tratamento térmico: citrato de sodio (A), monofosfato de sodio (B), difosfato de

sodio (C), trifosfato de sodio (D), monofosfato dissodico (E) e difosfato tetrassodico (F).
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5.5 DISTRIBUICAO DO TAMANHO DAS PARTICULAS

A Figura 7 mostra o tamanho hidrodinamico médio correspondente a 90% das particulas
(Dv90) das amostras com varias concentragoes de diferentes sais sequestrantes de célcio. Os
valores de Dv90 foram semelhantes para a maioria das amostras, exceto no caso das amostras
com adigdo de trifosfato de sodio (D) e difosfato tetrassddico (F). A amostra com adig¢ao de
STP (D) apresentou um aumento no Dv90 apenas apds o tratamento térmico na concentragao
de 0,20% m.m!, enquanto a amostra suplementada com TSDP (F) também apresentou um
aumento no Dv90, mas isso ocorreu nas concentragdes de 0,15 e 0,20% m.m™" antes (r = 0,65)
e depois do tratamento térmico (r = 0,86).

Tsioulpas et al. (2010) sugeriram que o tamanho das micelas de caseina pode ser
influenciado pelo Ca?*, ja que a reducao de Ca?" em amostras de leite tratadas termicamente
resultou em um aumento no tamanho das micelas. Com base nos resultados apresentados, pode-
se sugerir que a distribuicdo do tamanho das particulas (PSD) ¢ influenciada pelo Ca**, pois o
sal com maior capacidade de sequestro, o TSDP (F), ¢ responsavel pelas principais alteragdes

no Dv90.
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Figura 7 - Dv90 (didmetro hidrodinamico no qual 90% das particulas estdo distribuidas) de

amostras de leite desnatado com adicao de sais quelantes de calcio em concentragdes de

0,05%, 0,10%, 0,15% e 0,20% m.m™!, sem e com tratamento térmico: citrato de sédio (A),

monofosfato de sodio (B), difosfato de sodio (C), trifosfato de sddio (D), monofosfato
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5.6 POTENCIAL ZETA

A Figura 8 mostra os resultados médios do potencial { para as amostras com as
concentracoes de sais sequestrantes de calcio testadas. O leite contém particulas eletricamente
carregadas, incluindo micelas de caseina e globulos de gordura, que interagem entre si (Gaucher
et al., 2008). O objetivo da determinagao do potencial { €, portanto, avaliar a estabilidade do
leite por meio da determinagdo da carga elétrica liquida do sistema. A estabilidade de solugdes
com diferentes valores de potencial { (em mV) ¢ definida da seguinte forma: + 0—10 (muito
instavel), = 10-20 (relativamente estavel), = 20-30 (moderadamente estavel) e £ 30 mV
(altamente estavel) (Cano-Sarmiento ef al., 2018).

A Figura 8 mostra que os valores de potencial { variaram entre -25 e -35 mV para todas
as amostras. As variacdes de pH, Ca?* e distribui¢do do tamanho das particulas induzidas pela
adi¢do dos sais sequestrantes ndo levaram a alteragdes significativas nos valores de potencial C
das amostras. A energia aplicada (Fo) para o tratamento térmico também ndo alterou
significativamente os valores de potencial { (p > 0). Parece que a adigao dos sais e o tratamento
térmico nao induziram mudangas significativas no potencial {, mantendo os valores dentro da
faixa considerada estavel.

Anema e Klostermeyer (1996) relataram que o potencial { para micelas de caseina
variou entre —20 ¢ —13 mV na faixa de pH de 8,0 a 4,75. Tsioulpas et al. (2010) obtiveram
valores de potencial { entre —31,5 e —25,8 mV para amostras de leite desnatado com adi¢do de
citrato de sodio, monofosfato de s6dio e monofosfato dissddico, sem tratamento térmico, €
observaram uma diminui¢ao no potencial { (valores mais negativos) apos o tratamento térmico
a 121 °C por 15 minutos, aumentando assim a repulsdo entre as cargas e tornando o sistema

mais estavel.
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Figura 8 - Potencial { (mV) de amostras de leite desnatado com adi¢ao de sais quelantes de

calcio em concentragdes de 0,05%, 0,10%, 0,15% e 0,20% m.m™!, sem e com tratamento

térmico: citrato de sddio (A), monofosfato de sodio (B), difosfato de sddio (C), trifosfato de

sodio (D), monofosfato dissodico (E) e difosfato tetrassodico (F).
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6 CONSIDERACOES

Diante dos resultados acima, € possivel concluir que os maiores efeitos sobre a estrutura
coloidal do leite desnatado foram causados pela adicao de difosfato tetrassddico e trifosfato de
s6dio nas concentragdes de 0,15 e 0,20% m.m™', pois foram os que apresentaram maior
capacidade de aumentar o pH, sequestrar Ca?>" e reduzir o HCT, além de influenciarem o
equilibrio do calcio em pH = 4,0 e também alterarem a distribui¢ao do tamanho das particulas.
O potencial C foi o tinico parametro que ndo apresentou alteragdes significativas com a adi¢ao

de sais quelantes de calcio e a aplicagdo de calor.
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7 INFLUENCIA DA ADICAO DE SAIS ESTABILIZANTES NA ESTRUTURA
COLOIDAL DE LEITE DESNATADO: UMA COMPARACAO ENTRE SAIS DE
SODIO E SAIS DE POTASSIO

A partir da se¢ao 7.1 sera apresentada uma revisdo bibliografica sintetizando os
principais topicos ja abordados no primeiro capitulo, além de trazer novas informagdes

relevantes para a discussao do segundo capitulo.

7.1 REFERENCIAL TEORICO

Os sais quelantes de calcio ou sais sequestrantes de calcio sao amplamente usados em
produtos lacteos como, por exemplo, leite UHT, queijo processado, bebidas lacteas, entre
outros. Esses sais sao aditivos utilizados com o intuito de aumentar a estabilidade térmica e
evitar problemas no processamento do leite, solucionando o depdsito em trocadores de calor
(Gaucheron, 2005).

E possivel encontrar na literatura cientifica estudos referentes ao uso dos sais
sequestrantes € seus impactos nos sistemas proteicos do leite. Nesse sentido, ha trabalhos
incluindo o uso desses sais em concentrado de proteina do leite (Hoyt et al., 2022; Pranata et
al., 2023), concentrado de caseina micelar (De Kort ef al., 2011; De Kort et al., 2012; Garcia;
Alting; Huppertz, 2023a; Garcia; Alting; Huppertz, 2023b), leite desnatado (Tsioulpas et al.,
2010; Campos et al., 2024) e misturas de leite bovino e leite de bufala (Mejares; Chandrapala;
Huppertz, 2023; Mejares; Huppertz; Chandrapala, 2024).

No leite, os sais quelantes de célcio diminuem a concentragio de Ca’" na fase soltivel,
reduzindo a agregacdo de proteinas sensiveis ao célcio e, consequentemente, aumentam a
estabilidade térmica e o tempo de prateleira (De Kort, 2012). Os sais quelantes de calcio podem
agir de maneiras distintas na estrutura coloidal do leite e de forma dependente da concentragao.
Ha relatos na literatura cientifica evidenciando que citratos e fosfatos tém diferentes
mecanismos de a¢cdo nas micelas de caseina (Deshwal et al., 2023; Garcia; Alting; Huppertz,
2023b). Dependendo da concentragdo usada, esses sais podem dissociar as micelas de caseina
e liberar fra¢des de proteina para a fase soluvel (Pitkowski; Nicolai; Durand, 2008). Além disso,
ha uma competi¢do pelos ions célcio entre o fosfato proveniente dos CCS e o fosfato inorganico
do fosfato de célcio coloidal. Isso pode comprometer a estrutura micelar, visto que fosfato de
calcio coloidal desempenha um importante papel na manutencdo da integridade micelar

(Garcia; Alting; Huppertz, 2023b).
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A legislagdo brasileira permite o uso de 4 sais sequestrantes de calcio para uso em leite
UHT (Ultra-High-Temperature), sendo eles: citrato de sédio (331iii), monofosfato de sodio
(3391), difostato de sodio (4501) e trifosfato de sddio (4511), podendo ser adicionados de forma
separada ou em combinagio, em uma quantidade ndo superior a 0,1 g.100 mL™!' expressos em
P>Os (Brasil, 2025). Também ¢ permitido pela legislagdo brasileira o uso de alguns sais
sequestrantes de calcio em bebidas lacteas UHT, sendo eles: citrato trissodico (331iii), citrato
tripotassico (332ii), monofosfato de monossddico (3391), monofosfato dissdédico (339i1),
monofosfato trissodico (339iii), monofosfato monopotassico (3401) e monofosfato dipotassico
(340ii) (Brasil, 2023).

No Brasil, entrou em vigor, no ano de 2022, a nova rotulagem dos alimentos definida
pela Instrugao Normativa n° 75 e pela Resolugao da Diretoria Colegiada (RDC) n°® 429, ambas
de 2020. A nova rotulagem exige que seja declarado na parte frontal do rétulo os altos teores
de agucar adicionado, gordura saturada e sodio. Nesse sentido, hd um movimento da industria
para reduzir o teor de so6dio adicionado nos alimentos. Uma alternativa viavel é a substitui¢ao
de aditivos que contém sodio por aditivos que contém potassio. Entretanto a troca do ion pode
ocasionar mudangas nas interacdes quimicas do produto.

Recentemente, Deshwal ef al. (2023) revisaram o efeito dos sais sequestrantes de calcio
nas micelas de caseina (sistemas lacteos para processamento de queijo), destacando o papel dos
fosfatos (de sddio) e citratos. Esses ultimos autores mencionaram que a substituicdo do cation
Na' por K" resulta em menor ligagdo catidnica e, consequentemente, em maior pH e hidratagdo
proteica; mais de 50% de substituicdo de Na" por K™ nos sais sequestrantes levou a certos
defeitos na qualidade sensorial. Nao temos conhecimento de relatos sobre como uma troca
i0nica (so6dio <> potassio) nos sais sequestrantes afeta o tempo de coagulagdo térmica (HCT) e
outras propriedades coloidais do leite desnatado. Nesse sentido, ¢ extremamente importante
estudar a influéncia dos sais sequestrantes de calcio em diferentes concentragdes na estrutura
coloidal do leite. Esse tipo de estudo pode auxiliar a industria de laticinios a escolher o melhor
aditivo para seu produto, impactando diretamente na melhoria da estabilidade térmica e no
aumento da vida de prateleira. Além disso, o estudo pode ajudar a reduzir a quantidade desse
aditivo utilizado pela industria lactea. Portanto, o presente estudo compara a influéncia de sais
quelantes de célcio compostos por diferentes cations (Na* e K*) — anions fosfato e citrato de
sodio — no tempo de coagulagdo térmica, volume hidrodindmico (Dv90), distribui¢do de
tamanho de particulas, pH e capacidade de sequestro de amostras de leite desnatado tratadas

termicamente ou nao.
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8 METODOLOGIA

A seguir sera apresentada a metodologia utilizada para a realizagdo dessa parte trabalho.
Dentre as etapas estdo: o preparo das amostras, a descrigao das andlises propostas e o tratamento

estatistico dado aos resultados.

8.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

O preparo das amostras seguiu a metodologia descrita por Campos et al. (2024) que
partiu de leite em pd desnatado de baixo tratamento térmico com o intuito de garantir que o
experimento fosse executado com réplicas, observando sua reprodutibilidade. O leite em po
desnatado (Land O’Lakes, Inc., Minnesota, Estados Unidos) usado no preparo das amostras
obteve a seguinte composicao fisico-quimica: gordura 0,74%, umidade 3,28%, proteina 38,63%
e whey protein nitrogen index (WPNI) 7,80 mgN.g"!. O pé foi reconstituido com 4gua
deionizada em temperatura ambiente (22 + 2 °C) para 9% m.m™' de sélidos totais e foi
armazenado em geladeira (8 °C) por 24 horas, garantindo sua completa solubilizagdo. Apds
esse tempo, as analises fisico-quimicas foram feitas através do analisador de leite ultrassonico
portatil Ekomilk (Cap-Lab, Sao Paulo, Brasil) e obteve a seguinte composi¢do: gordura 0,24 +
0,07%, extrato seco desengordurado (ESD) 9,40 = 0,56%, densidade 1,034 + 0,002 g.mL,
proteina 3,66 + 0,21%, lactose 4,72 + 0,30%.

A partir do leite reconstituido, foram preparadas amostras com a adigao dos sais: citrato
de trissodico (TSC), fosfato dissodico (DSP), fosfato dipotassico (DKP), fosfato trissoédico
(TSP) e fosfato tripotassico (TKP). As estruturas quimicas desses sais estdo dispostas na Figura
9. Os sais foram adquiridos da ICL Food Specialties South America (Sao Paulo, Brasil). As
concentragdes usadas para cada sal foi de 0,00 (controle); 0,05; 0,10; 0,15 e 0,20% (m.m™"). A
Tabela 5 apresenta a formula molecular e o INS (International Food Additive Numbering
System) dos sais quelantes de calcio usados no trabalho e a Tabela 6 apresenta a conversdo das
concentracdes de cada sal de % (m.m™!) para mM.

As amostras foram submetidas ao tratamento térmico em banho de 6leo a 155 °C por 8
minutos (Fo = 1,43 minutos). Um exemplo de curva de tratamento térmico foi apresentado na
Figura 2 (se¢do 4.1). Em seguida, elas foram resfriadas em banho de gelo até atingir a
temperatura ambiente (22 + 2 °C). O valor de Fo foi feito através da calculadora para
determinag¢do da letalidade e alteragdes quimicas em produtos UHT utilizando a regra de

Simpson disponivel em Mullan (2018).
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As amostras sem tratamento térmico foram submetidas as andlises de pH, capacidade
sequestrante e tempo de coagulagdo pelo calor (HCT). Apo6s a aplicagdo do tratamento térmico,
foram feitas as mesmas analises citadas anteriormente, além da distribuicado do tamanho das
particulas e teor de calcio em pH =4,0. A Figura 10 resume o delinecamento experimental. Os

procedimentos para realizacdo de cada analise estdo descritos abaixo.

Figura 9 - Estrutura quimica dos sais quelantes de calcio usados no estudo.

O @]
HO—I|3—ONa HO—I|3—OK
ONa OK
DSP: Fosfato dissodico (339ii) DKP: Fosfato dipotassico (340ii)
@] (@]
NaO——P——ONa KO——P——0K
ONa OK
TSP: Fosfato trissodico (339iii) TKP: Fosfato tripotassico (340iii)
O
(e} ONa
ONa
ONa
HO
@]

TSC: Citrato de soédio (331iii)

Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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Tabela 5 - Nomenclaturas, formula molecular e INS (/nternational Food Additive Numbering

System) dos sais quelantes de célcio usados no estudo.

Sais Nomenclaturas Formula INS
molecular

NaxHPOq4 339i1

Fosfato dissdédico, monofosfato dissodico
ou hidrogeno fosfato dissodico
Fosfato dipotassico, monofosfato

DSP

DKP dipotéssico ou hidrogeno fosfato K>HPO4 34011
dipotéssico
TSP Fosfato trlssoc'hccr) ou monofosfato NasPO, 339
trissddico
TKP Fosfato trlpotg531(io ou monofosfato KsPOu 340iii
tripotassico
TSC Citrato trissodico ou citrato de sodio NazCsHs07 331iii

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Tabela 6 - Conversio das concentragdes dos sais em % (m.m™') para mM.

mM

Sais*

0,05% 0,10% 0,15% 0,20%
DSP 3,52 7,04 10,57 14,09
DKP 2,87 5,74 8,01 11,48
TSP 3,05 6,10 9,15 12,20
TKP 2,36 4,71 7,07 9,42
TSC 1,94 3,88 5,81 7,75

*Fostato dissddico (DSP), fosfato dipotassico (DKP), fosfato trissdédico (TSP), fosfato
tripotéassico (TKP), citrato trissoédico (TSC).
Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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Figura 10 - Delineamento experimental.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

8.2 ANALISES

:> Analises: pH; capacidade
sequestrante; HCT

Analises: pH; capacidade
sequestrante; calcio em pH = 4.0;
:; HCT; distribui¢do do tamanho das
particulas

As analises realizadas para a execugdo desse segundo capitulo sdo as mesmas descritas

nas segoes 4.2.1 (pH), 4.2.2 (capacidade sequestrante), 4.2.3 (HCT), 4.2.4 (Calcio i6nico em

pH =4,0) ¢ 4.2.5 (distribui¢ao do tamanho das particulas).

8.3 ANALISE ESTATISTICA

O teste de Tukey (testes de comparagao multipla e faz comparagdes entre todos os pares)

foi utilizado para analises estatisticas com nivel de significancia de 0,05 no software R, versao

4.3.3. Os resultados dispostos nas tabelas encontram-se na forma de média seguida de seu

respectivo desvio padrdo (média + desvio padrdo).
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9 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas sessoes a seguir serao apresentados os resultados obtidos neste trabalho a partir das
analises realizadas. De acordo com os resultados, foi feita uma discussdo com base em

referéncias da literatura cientifica.

9.1 POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH)

Na Tabela 7 estdo dispostos os valores de pH das amostras sem e com tratamento
térmico, respectivamente. Ao comparar a adi¢ao do sal DSP com a adicdo do DKP, observa-se
que, estatisticamente, ndo ha diferenca de pH entre as amostras adicionadas de sal de sodio ¢ as
amostras adicionadas de sal de potéssio, independente da concentragcdo. O mesmo acontece se
for comparado a adi¢do do sal TSP com a adi¢do do sal TKP. Portanto, ndo ha mudanga de pH
nas amostras quando o ion s6dio € trocado pelo ion potassio. Entretanto, observa-se que a adi¢ao
de TSP e TKP tem um aumento significativo de pH se comparado a adicdo de DSP ¢ DKP,
principalmente nas concentragdes a partir de 0,10%. Ambos os fatos sdo observados para as
amostras sem e com tratamento térmico.

Na auséncia de tratamento térmico, o pH das amostras adicionadas de TSC possui
comportamento semelhante quando comparado ao pH das amostras adicionadas de DSP e DKP
em todas as concentracdes estudadas. Entretanto, o pH das amostras com adi¢dao de TSC se
difere do pH das amostras com adi¢do de TSP e TKP a partir da concentragao de 0,10%. Ja
quando ¢ aplicado o tratamento térmico, o pH das amostras adicionadas de TSC passa a ser
diferente do pH das amostras adicionadas de DSP e DKP e das amostras adicionadas de TSP e
TKP nas concentracoes de 0,15 ¢ 0,20%.

Os efeitos de pH provocados pela adigao de TSC e dos diferentes fosfatos analisados
neste estudo estdo em concordancia com os valores de pH relatados por Maurer-Rothmann e
Scheurer (2005) para solugdes aquosas a 1% dos respectivos sais. Pranata et al. (2023)
observaram pHs de 7,04 e 7,08 para amostras de concentrado de caseina micelar e concentrado

de proteina do leite, respectivamente, apds a adicdo de DKP a uma concentragao de 0,15%.



Tabela 7 - pH das amostras sem e com tratamento térmico.
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pH (sem tratamento térmico)*

Sais** 0,00% 0,05% 0,10% 0,15% 0,20%
DSP 6,66 + 0,066  6,68+0,00° 6,75+0,00° 682+0,01" 6,86+0,01°
DKP  6,66+0,06° 6,71+£0,01° 6,77+0,03° 6,82+0,01®° 6,88+0,01°
TSP 6,66+0,06° 6,78 0,06 7,01 +0,07* 7,24+0,07* 7,52+0,12°
TKP  6,66+0,06° 6,87+0,04° 7,05+£006° 7,22+0,00° 7,37+0,02°
TSC 6,66 0,06 6,78 +0,00° 6,80+0,02° 6,82+0,06° 6,87 +0,04°

pH (com tratamento térmico)*

Sais** 0.00% 0.05% 0.10% 0.15% 0.20%
DSP  6,57+0,04* 6,60+0,03* 6,64+0,04> 6,69+0,01° 6,72+0,01°
DKP  6,57+0,04 6,62+0,01* 6,67+0,02°> 6,70+0,02° 6,74+0,01°
TSP 6,57+0,04* 6,72+0,01* 6,89+0,05 7,07+0,02* 7,24+0,01°
TKP  6,57+0,04 6,73+0,07* 6,92+0,01*° 7,07+0,04* 7,22+0,01°
TSC 6,57 0,04  6,68+0,00° 6,73+0,03° 6,81+0,01" 6,82+0,01°

*M¢édias seguidas da mesma letra, em diferentes sais, ndo diferiram significativamente entre si

no teste de Tukey (p>0,05).
**Fosfato dissodico (DSP), fosfato dipotassico (DKP), fosfato trissodico (TSP), fosfato
tripotéassico (TKP), citrato trissdédico (TSC).

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

9.2 CAPACIDADE SEQUESTRANTE

Na Tabela 8 estao dispostos os valores de capacidade sequestrante das amostras sem e
com tratamento térmico, respectivamente. Os resultados mostram que a capacidade
sequestrante tende a aumentar conforme a concentracao, indicando que os sais sequestrantes
causam uma reducdo no conteudo de Ca** da fase solivel, conforme ja ¢ descrito na literatura
cientifica (Tsioulpas et al., 2010; McIntyre; O’Sullivan; O’Riordan, 2016; Mejares;
Chandrapala; Huppertz, 2023; Campos et al., 2024).

Os resultados também revelam que a troca do ion sodio pelo ion potdssio ndo altera de

forma significativa a capacidade sequestrante. Tal fato foi observado nos dois pares comparados
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(DSP/DKP e TSP/TKP) na presenca e na auséncia de tratamento térmico. O mesmo fato foi
relatado por Mclntyre, O’Sullivan and O’Riordan (2016) para solu¢des de CaCl, em uma
concentragio de 50 mmol L. Observa-se também que a adi¢io de TSP e TKP possui a
capacidade sequestrante significativamente maior se comparada a adi¢do de DSP e DKP,
principalmente nas concentragdes de 0,15 e 0,20% sem tratamento térmico. Ao aplicar o
tratamento térmico, essa caracteristica se mantém apenas na concentracao de 0,15%. O aumento
da capacidade sequestrante do par TSP/TKP estd associado ao aumento de pH registrado por
esses sais, visto que a capacidade de ligacio do Ca®" com os sais sequestrantes ¢ influenciada
pelo pH (Tsioulpas; Lewis; Grandison 2007; De Kort et al., 2009; Tsioulpas et al., 2010). Em
pHs mais elevados, a dissociacdo das moléculas de fosfato de sodio ¢ mais eficiente, pois
acarreta a formagdo de anions com maior valéncia. Esse processo resulta em uma maior
eficiéncia na ligagdo de Ca®’, ja que os anions de maior valéncia tém maior capacidade de
interagir com os cations de calcio (Van Wazer, 1971; Mclntyre; O’Sullivan; O’Riordan, 2016).

As amostras adicionadas de TSC possuem capacidade sequestrante estatisticamente
diferente das amostras adicionadas de TSP e TKP a partir da concentracao de 0,10% na auséncia
de tratamento térmico. Quando o tratamento térmico foi aplicado, o comportamento se manteve,
entretanto na concentragdo de 0,15% o valor da capacidade sequestrante tornou-se
significativamente diferente dos pares DSP/DKP ¢ TSP/TKP.

A literatura cientifica descreve que os sais sequestrantes diminuem a concentracao de
Ca’" na fase soluvel, pois esses sais tém a capacidade de formar complexos com cétions
metalicos (Holt; Dalgleish; Jenness, 1981; Holt, 2004; Bauland; Gaucheron; Croguennec,
2022). Nesse sentido o trabalho de Mclntyre, O’Sullivan e O’Riordan (2016) sugere que o
complexo formado depende do sal sequestrante usado. Os autores citados relatam que a adigao
de DSP forma complexos insoluveis de fosfato de calcio que precipitam (por exemplo, CaHPO4

ou Cas(POa4)2), enquanto a adicdo de TSC forma complexos de citrato de calcio soluveis.



Tabela 8 - Capacidade sequestrante (%) das amostras sem e com tratamento térmico.

Capacidade Sequestrante (sem tratamento térmico)*

Sais** 0,05% 0,10% 0,15% 0,20%
DSP 23,9+2,1° 43,9 + 3,03 54,7 +2,92 63,0 + 1,62
DKP 25,0+ 13,0 38,4 + 8,3° 49,1 +7,5° 57,8 2,3
TSP 36,4 + 1,6° 59,7 + 6,5 74,6 + 5,6 90,1 + 14,0°
TKP 41,7 + 6,6 60,7 + 2,0* 76,1 +1,1° 85,3+0,1¢
TSC 25,6 + 5,0° 42,3+ 1,1% 53,7+ 0,6 61,7 +2,8®

Capacidade sequestrante (com tratamento térmico)*

Sais** 0,05% 0,10% 0,15% 0,20%
DSP 29,1 + 3,32 46,4 + 0,12 56,4 + 1,4% 70,0 + 2,120
DKP 26,1 £0,9° 40,6 + 1,7% 54,7+ 0,32 66,3 + 3,8
TSP 36,8 + 4,5 61,7 +3,9° 76,7 + 1,5 91,1 + 12,6
TKP 32,4+ 15,3% 56,9+ 11,1° 70,6 + 5,5° 81,4 + 4,2
TSC 20,3 + 1,07 33,7 +5,4° 38,9+ 4,59 52,3 + 6,9°
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*M¢édias seguidas da mesma letra, em diferentes sais, ndo diferiram significativamente entre si

no teste de Tukey (p>0,05).

**Fosfato dissodico (DSP), fosfato dipotassico (DKP), fosfato trissddico (TSP), fosfato

tripotassico (TKP), citrato trissdédico (TSC).

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

9.3 TEMPO DE COAGULACAO PELO CALOR (HCT)

Na Tabela 9 estdo dispostos os valores de HCT das amostras sem e com tratamento

térmico, respectivamente. A troca do ion sodio pelo potissio também nao altera de forma

significativa a estabilidade térmica. Isso acontece na auséncia e na presenga de tratamento

térmico e nos dois pares de sais comparados (DSP/DKP ¢ TSP/TKP). E possivel observar que

as amostras com adi¢ao de TSP e TKP, nas concentragdes a partir de 0,10%, apresentaram HCT

igual a 0. Isso significa que essas amostras apresentaram sinais visiveis de coagulacdo antes de

serem submetidas a temperatura de HCT (155°C). Os sais TSP e TKP apresentaram os maiores

valores de pH, além de terem a maior capacidade de sequestrar ions calcio, principalmente nas
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concentragdes de 0,15 e 0,20%. Nesse sentido, a literatura cientifica descreve que o HCT ¢
altamente dependente do pH, pois esse parametro afeta a carga das proteinas, a concentragdo
de Ca?" da fase soltvel, além de afetar a quantidade de fosfato de calcio coloidal (Rose, 1962;
Singh, 2004; De Kort et al., 2012).

O HCT das amostras com adi¢ao de TSC ndo apresenta diferenca estatistica em relagdo
ao par DSP/DKP e ao par TSP/TKP nas amostras de concentracdo de 0,05%. A partir da
concentragdo de 0,10%, o HCT das amostras com adicdo de TSC torna-se diferente do par
TSP/TKP. Tais situagcdes ocorrem na auséncia e presenca de tratamento térmico. As variagdes
no HCT podem estar relacionadas as mudangas na quantidade de fosfato de calcio coloidal, pois
ocorre a precipitacao de calcio e fosfato (Ca e PO4) nas micelas de caseina durante o tratamento
térmico, o que resulta em um aumento nos niveis de fosfato de calcio coloidal (Nieuwenhuije;
Huppertz, 2022; Ahmadi; Huppertz; Vasiljevic, 2024).

Em contrapartida aos resultados aqui apresentados, De Kort et al. (2012) mostra que a
adi¢do de DSP e TSC aumenta o HCT em amostras de isolado de caseina micelar. Essa
diferenca pode estar relacionada a composigdo proteica, pois a presenca de proteinas do soro
torna o perfil de HCT diferente das amostras que contém apenas caseina (Singh, 2004). Além
disso, as proteinas do soro desnaturam em temperaturas acima de 70°C e podem alterar a
superficie das micelas de caseina, ao formar ligacdes dissulfeto com a k-caseina. (Vasbinder;

De Kruif, 2003; Dalgleish; Corredig, 2012).



Tabela 9 - HCT (minutos) sem e com tratamento térmico.

HCT (sem tratamento térmico)*

Sais** 0,00% 0,05% 0,10% 0,15% 0,20%
DSP  243+3,0° 9,5+ 0,72 8,3+0,4° 7,0 + 0,02 6,0 + 0,0
DKP  24,3+3,0° 9,0+ 1,42 8,5+0,7° 7,8 + 0,42 6,5+ 0,7°
TSP 243+3,00 11,0+0,0° 0,0 + 0,0° 0,0 + 0,0 0,0 £ 0,0°
TKP  243+3,0* 11,0+0,0° 0,0 + 0,0° 0,0 + 0,0 0,0 £ 0,0°
TSC  243+3,0* 11,8+04* 11,5+0,7° 9,0 + 1,42 9,0 + 0,0

HCT (com tratamento térmico)*

Sais** 0,00% 0,05% 0,10% 0,15% 0,20%
DSP  12,1+1,1° 83+ 1,1° 7,0 £ 0,0 6,5+ 0,7 5,8 + 0,43
DKP  12,1+1,1° 7,0 + 0,0 7,0 + 0,0° 6,0 + 0,0 5,0+ 0,0
TSP 12,1 £1,1° 7,5+2,12 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0°
TKP  12,1+1,1° 8,5+0,7 0,0 + 0,0° 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0°
TSC  12,1+1,1*  10,0+2,12 8.8+ 1,1° 83+ 1,17 8,0+ 1,4

*M¢édias seguidas da mesma letra, em diferentes sais, ndo diferiram significativamente entre si
no teste de Tukey (p>0,05).

**Fosfato dissodico (DSP), fosfato dipotassico (DKP), fosfato trissodico (TSP), fosfato
tripotassico (TKP), citrato trissodico (TSC).

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

9.4 CALCIO IONICO EM pH = 4,0

Na Tabela 10 ¢é apresentada a atividade do ion Ca®" em pH = 4,0 (mM) das amostras
tratadas termicamente. O Ca®" em pH = 4,0 foi empregado para medir o teor total de célcio nas
amostras, com o objetivo de verificar se a adicdo de sais sequestrantes nas concentragdes
propostas afetava o equilibrio de calcio em um pH préximo ao ponto isoelétrico das caseinas
(pH entre 4,6 e 4,7). A mesma metodologia foi usada por Campos et al. (2024).

Observa-se que nao ha diferenca estatistica entre as amostras. Portanto, a adi¢ao de
diferentes sais, inclusive com a troca do ion sodio pelo ion potassio, em diferentes

concentragdes ndo acarreta mudangas significativas na atividade do fon Ca** em pH =4,0. Esse
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resultado esta de acordo com o que foi relado por Campos et al. (2024) para a adicdo de
ortofosfato (monofosfato monossddico) e citrato trissodico em leite desnatado, visto que esses
sais acarretaram mudangas pequenas (ndo significativas) no teor de calcio (pH = 4,0). Em
contrapartida, Pranata et al. (2023) registrou um aumento no calcio total (analisado por plasma
indutivamente acoplado) nos sobrenadantes de amostras provenientes de concentrado de
caseina micelar e concentrado de proteina do leite adicionadas de DKP a uma concentragdo de

0,15%.

Tabela 10 - Atividade do ion Ca*" em pH = 4,0 (mM) com tratamento térmico.

Ca?" em pH = 4.0 (com tratamento térmico)*

Sais**  0,00% 0,05% 0,10% 0,15% 0,20%
DSP  140+1,5  13,9+12*  13,1+12* 11,9+1,6* 11,1 +1.2°
DKP  140+1,5 11,6+1,6° 104+09* 10,0+00*  9,0+04°
TSP 140+1,5  13,1+£3,00 12,5+2,8  12,0+2,8  11,4+3,0°
TKP  140+15  12,1+1,6° 11,6+0,5  10,9+0,2* 10,1 +0,2°
TSC  14,0+15  150+1,1° 149+23*  146+1,6° 14,5+1,8

*M¢édias seguidas da mesma letra, em diferentes sais, ndo diferiram significativamente entre si
no teste de Tukey (p>0,05).

**Fosfato dissodico (DSP), fosfato dipotassico (DKP), fosfato trissédico (TSP), fosfato
tripotéassico (TKP), citrato trissdédico (TSC).

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

9.5 DISTRIBUICAO DO TAMANHO DAS PARTICULAS

Na Tabela 11 ¢ apresentado os valores de Dv90 (didmetro hidrodindmico em que 90%
das particulas sdo encontradas) das amostras tratadas termicamente. E possivel observar que
em alguns casos, o valor do desvio padrao ¢ muito alto. Isso acontece pois quando ha presenca
de coagulos nas amostras, o perfil de distribuicdo do tamanho de particulas ndo segue um
padrdo, apresentando altos valores de desvio padrdo, conforme ¢ observado na Tabela 11.
Apesar disso, ¢ visivel nos resultados da Tabela 11 que a adi¢cao do sal DSP e a adi¢do do sal

DKP possui valores similares de Dv90. Esse comportamento se torna diferente ao comparar a
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adi¢ao do sal TSP com a adigdo do sal TKP a partir da concentragdo de 0,10%. A adicao do sal
TKP acarreta mudangas ainda maiores no Dv90 a partir da concentra¢dao de 0,10%. Portanto,
nesse caso, a troca do ion sodio pelo potassio alterou o perfil de distribuicao do tamanho das
particulas. Conforme os resultados apresentados anteriormente, nao houve mudanca de pH e de
capacidade sequestrante nas amostras quando o ion sodio ¢ trocado pelo ion potéassio, portanto
essa diferenga observada no Dv90 da amostra adicionada de TKP nao foi devido a mudangas
dos parametros citados.

De acordo com Durdagi, Roux e Noskov (2013), para que uma proteina se ligue de
forma favoravel a um ion, ela deve compensar a perda de hidratagdo, ou seja, a proteina deve
compensar o custo energético de remover moléculas de d4gua de um ion. O K possui o nimero
de hidratagdo igual a 10,5, enquanto o nimero de hidratagdo do Na" ¢é igual a 16,6, segundo Lee
(1999), indicando que as liga¢des entre proteinas podem estar acontecendo de forma mais
favoravel na presenca do ion potassio. Entretanto a preferéncia de um sitio proteico por um ion
especifico depende da combinagdo de diferentes fatores como, por exemplo: composi¢ao
quimica do sitio, nimero de ligantes coordenados e configuracao dos residuos em torno desse
sitio proteico (Durdagi; Roux; Noskov, 2013).

Dubina et al. (2013) mostra, através de evidéncias experimentais e teoricas, que o K é
mais eficaz na oligomerizacdo do 4cido L-glutdmico em solugdes aquosas se comparado ao
Na". O trabalho de Jockusch, Lemoffe Williams (2001) citado por Dubina et al. (2013) comenta
que o ion sodio estd coordenado aos atomos de nitrogénio e oxigénio carbonilico dos
aminoacidos (coordenacdo NO), ja o ion potédssio estd coordenado aos atomos de oxigénio
(coordenagdo O0), que apresenta menor energia de ligagdo. Baseado nessa informagao, Dubina
et al. (2013) sugere que a coordenagdo NO diminui a reatividade dos aminoacidos, pois a
ligagdo peptidica se inicia a partir de um ataque nucleofilico no par de elétrons isolados do
atomo de nitrogénio, mostrando que a formagdo de peptideos mediada por Na* é mais fraca.

Portanto, os resultados apresentados associados aos indicios da literatura cientifica
mostram que o ion potéassio pode estar se ligando as proteinas de forma mais eficiente se
comparado ao ion sdédio e formando aglomerados proteicos que causam as alteragdes

observadas na distribui¢dao do tamanho das particulas (Dv90) das amostras adicionadas de TKP.
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Tabela 11 - Didmetro hidrodinamico em que 90% das particulas sdo encontradas (Dv90) com

tratamento térmico.

Dv90 (com tratamento térmico)*

Sais** 0,00% 0,05% 0,10% 0,15% 0,20%
DSP  0,23+0,00° 0,23 +0,01° 0,23 + 0,00 0,24 £ 0,01 0,27 £ 0,03
DKP  023+0,00° 023+ 0,00° 0,23 £0,01° 0,24 + 0,00 0,26 + 0,00
TSP 023+0,000 0,22+ 0,00° 0,24 + 0,02 1,89 + 1,89° 73,26 + 71,90
TKP  0,23+0,00° 0,22+001* 466,95 +363,95 120,97+ 139,25% 170,40 + 97,87
TSC  023+0,00° 0,23+ 0,00° 0,23 + 0,00° 0,23 + 0,00° 0,26 + 0,01

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram significativamente entre si no teste de Tukey

(p>0,05).

**Fosfato dissodico (DSP), fosfato dipotassico (DKP), fosfato trissddico (TSP), fosfato
tripotéassico (TKP), citrato trissdédico (TSC).

Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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10 CONSIDERACOES

Diante do exposto, ¢ possivel concluir que a troca do ion sédio pelo ion potassio niao
alterou de forma significativa os parametros de pH, capacidade sequestrante, tempo de
coagulacio pelo calor e teor de Ca*>" em pH = 4,0. Entretanto, foi observada uma mudanga no
perfil de distribui¢do do tamanho das particulas com a adi¢ao do fosfato tripotassico (TKP) a
partir da concentracio de 0,10% m.m™!. Portanto a troca do ion sédio pelo ion potassio alterou
0 Dv90 (diametro hidrodinamico em que 90% das particulas sdo encontradas), indicando que o
ion potassio pode estar se ligando as proteinas de forma mais eficiente se comparado ao ion
sodio.

E possivel concluir também que as principais mudangas na estrutura coloidal do leite
desnatado foram causadas pela adi¢ao dos sais fosfato trissoédico (TSP) e fosfato tripotassico

(TKP), principalmente nas concentracdes acima de 0,10% m.m’

, Visto que esses sais
registraram os maiores valores de pH e capacidade sequestrante quando comparado aos demais
sais, além de apresentarem tempo de coagulacdo pelo calor igual a zero e alteracdes no perfil

de distribui¢ao do tamanho das particulas.



62

11 CONCLUSAO

Essa tese de doutorado, em geral, teve como objetivo avaliar o efeito da adi¢ao de
diferentes sais sequestrantes de calcio nas propriedades fisico-quimicas e na estrutura coloidal
do leite desnatado. O primeiro capitulo abordou o uso dos quatro sais sequestrantes de calcio
permitidos pela legislacao brasileira e outros dois sais ndo permitidos, enquanto o segundo
capitulo trouxe a comparacao entre sais sequestrantes de calcio compostos por diferentes
cations (Na" e K"). Os resultados obtidos fornecem informagdes valiosas para a industria de
laticinios, especialmente no contexto da regulamentacdo brasileira acerca do uso de sais
sequestrantes de calcio em produtos lacteos.

No primeiro capitulo, os experimentos demonstraram que os sais sequestrantes de
calcio, em particular o difosfato tetrassodico (TSDP) e o trifosfato de sodio (STP), nas
concentragdes de 0,15% e 0,20% (m.m™'), foram os que provocaram as alteracdes mais
significativas no sistema coloidal do leite desnatado. Esses compostos aumentaram
consideravelmente o pH, demonstraram elevada capacidade de sequestro de calcio e reduziram
o tempo de coagulagdo térmica (HCT). Além disso, influenciaram o equilibrio do calcio em pH
4,0 e modificaram a distribui¢cdo do tamanho das particulas.

O segundo capitulo mostrou que foi a substitui¢do do ion sédio pelo ion potassio nos
sais sequestrantes ndo alterou significativamente parametros importantes como pH, capacidade
de sequestro de célcio, HCT e teor de Ca?" em pH 4,0. Entretanto, observou-se que o fosfato
tripotassico (TKP), em concentragdes a partir de 0,10% (m.m™), provocou alteragdes no perfil
de distribui¢ao de particulas (Dv90), sugerindo que o ion potassio pode interagir de forma mais
efetiva com as proteinas do leite quando comparado ao ion sddio.

Como perspectivas para trabalhos futuros, sugere-se a realizacao de estudos que avaliem
os efeitos sensoriais decorrentes da substitui¢do do ion soédio pelo ion potassio em sais
sequestrantes. Além disso, seria interessante investigar o comportamento dos sais sequestrantes
de calcio em diferentes condi¢cdes de processamento térmico e em formulagdes lacteas mais
complexas, como as formulagdes de alta proteina.

Em sintese, os resultados deste trabalho avangam o conhecimento cientifico sobre os
efeitos dos sais sequestrantes de calcio em leite desnatado e fornecem informagdes relevantes
para a industria de laticinios. A compreensdo detalhada das mudangas na estrutura coloidal do
leite desnatado permite otimizar a sele¢do de aditivos, contribuindo para o desenvolvimento de
produtos com melhor estabilidade térmica, maior vida de prateleira e composi¢ao nutricional

mais adequada as demandas atuais do mercado.
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