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RESUMO 
 

A estabilidade é fator importante para o aumento da vida útil dos lácteos e esta pode ser afetada por 
diversos fatores, desta forma, garantir essa estabilidade pode proporcionar uma melhor qualidade do produto 
final. A ocorrência de leite instável não ácido (LINA) causa prejuízos aos produtores e laticínios, pois apresenta 
risco de coagulação durante processamentos térmicos na indústria. Diante do exposto, o objetivo do presente 
trabalho foi desenvolver uma revisão a partir da composição do leite e abordar os principais fatores que afetam 
a sua estabilidade, que são essenciais para compreender o comportamento dos derivados lácteos e 
desenvolvimento de novos produtos. A estabilidade das micelas é atribuída à sua carga negativa líquida e 
repulsão estérica pela região macropeptídica flexível da κ-caseínas. O fosfato de cálcio coloidal está em equilíbrio 
dinâmico com o fosfato de cálcio presente no soro. Esse equilíbrio depende de condições físico-químicas como 
temperatura, pH, presença de diferentes minerais e força iônica. O baixo pH, enzimas proteolíticas específicas e 
etanol podem resultar na desestabilização das micelas de caseínas. A estabilidade térmica diminui de acordo 
com o aumento de acidez do leite, ou pode ser alterada por fatores ambientais, genéticos e nutricionais das 
vacas leiteiras, como por exemplo, a ocorrência do Leite Instável Não Ácido (LINA). Quando a estabilidade da 
estrutura micelar da proteína está fraca, devido a fatores como a acidez, a amostra coagula na prova do álcool. 

Palavras-chave: estabilidade; componentes; LINA; caseínas; soroproteínas. 
 
ABSTRACT 
 

Stability is an important factor to increase the shelf life of dairy products, and this can be affected by 
several factors, thus ensuring this stability can provide a better quality of the final product. The occurrence of 
unstable non-acid milk (UNAM) causes losses to producers and dairy products, as it presents a risk of coagulation 
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during thermal processing in the industry. Given the above, the aim of this study was to develop a review based 
on the composition of milk and address the main factors that affect its stability, which is essential to understand 
the behavior of dairy products and the development of new products. The stability of micelles is attributed to 
their net negative charge and steric repulsion by the flexible macropeptide region of κ-casein. Colloidal calcium 
phosphate is in dynamic equilibrium with the calcium phosphate present in serum. This balance depends on 
physicochemical conditions such as temperature, pH, the presence of different minerals, and ionic strength. Low 
pH, specific proteolytic enzymes, and ethanol can result in the destabilization of casein micelles. Thermal stability 
decreases as the acidity of the milk increases, or it can change according to environmental, genetic, and 
nutritional factors in dairy cows, such as the occurrence of Unstable Non-Acid Milk (UNAM). When the stability 
of the protein micellar structure is poor, due to factors such as acidity, the sample coagulates in the alcohol test. 

Keywords: milk; stability; components; UNAM; caseins; serum proteins. 
 

INTRODUÇÃO 
 

O leite é uma combinação de diversos ele-
mentos sólidos em água. Os sólidos representam 
aproximadamente 12% a 13% do leite e a água, 
aproximadamente 87%, sendo os principais: lipídios 
(gordura), carboidratos, proteínas, sais minerais e vi-
taminas. Esses elementos, suas distribuições e inte-
rações são determinantes para a estrutura, proprie-
dades funcionais e aptidão do leite para processa-
mento. As micelas de caseínas e os glóbulos de gor-
dura são responsáveis pela maior parte das caracte-
rísticas físicas (estrutura e cor) encontradas nos pro-
dutos lácteos (BRITO et al., 2021). 

Conforme o Regulamento de Inspeção Indus-
trial e Sanitária de Produtos de Origem Animal (RIIS-
POA), artigo 235, entende-se por leite, sem outra es-
pecificação, o produto oriundo da ordenha com-
pleta, ininterrupta, em condições de higiene, de va-
cas sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL, 
2017). 

A composição do leite pode variar de acordo 
com o estágio de lactação, no colostro, o conteúdo 
de proteína é maior e o de lactose encontra-se redu-
zido. Outros fatores que podem interferir na compo-
sição do leite são: raça das vacas, alimentação (plano 
de nutrição e forma física da ração), temperatura 
ambiente, manejo e intervalo entre as ordenhas, 
produção de leite e infecção da glândula mamária 
(BRITO et al., 2021). 

As proteínas do leite são os principais respon-
sáveis pela formação da estrutura dos produtos lác-
teos. As caseínas representam cerca de 80% do con-
teúdo total de proteínas do leite, sendo o restante, 
as soroproteínas. As caseínas se auto-organizam em 

estruturas coloidais conhecidas como micelas de ca-
seínas e constituem cerca de 10% do volume do leite 
desnatado. Ao compreender e prever seu compor-
tamento coloidal durante o processamento, é possí-
vel modular sua funcionalidade tecnológica quando 
usado como ingrediente chave para estruturar ma-
trizes lácteas (CORREDIG et al., 2019). Outra parte 
importante da proteína do leite é a fração de soro-
proteína do leite, que se refere à proteína solúvel ou 
proteína sérica (MORALES et al., 2021). Desta forma, 
a estabilidade do leite refere-se à capacidade relativa 
das proteínas do leite resistirem ao processamento 
térmico industrial (estabilidade térmica) ou à reação 
com o etanol (estabilidade do leite ao etanol) sem so-
frer coagulação (FISCHER et al., 2012). 

Diante do exposto, o objetivo do presente tra-
balho foi desenvolver uma revisão a partir da com-
posição do leite e leite instável não ácido, abordando 
os principais fatores que afetam a sua estabilidade, 
que são essenciais para entender o comportamento 
dos derivados lácteos. 

 
LEITE 

 
Almeida; Belo (2020) definem o leite como 

um alimento de grande importância na alimentação 
humana, devido ao seu elevado valor nutritivo. 
Como fonte de proteínas, lipídios, carboidratos, mi-
nerais e vitaminas, o leite torna-se também um exce-
lente meio para o crescimento de vários grupos de 
microrganismos desejáveis e indesejáveis. 

As proteínas do leite são componentes impor-
tantes dos alimentos, proporcionando propriedades 
funcionais e excelente nutrição. Além de conter ami-
noácidos e minerais de alta qualidade que contri-
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buem para a saúde humana devido à sua alta digestibi-
lidade e biodisponibilidade, estas proteínas desempe-
nham um papel fundamental na formação da matriz e 
estrutura dos alimentos, devido às  interações físico-
químicas entre as proteínas e os componentes dos ali-
mentos durante o seu processamento(YE, 2021). 

 
CASEÍNAS 

 
As caseínas são as principais proteínas do leite 

(~ 80%), consistindo principalmente em quatro fra-
ções: αs1, αs2, β- e κ-caseínas. As caseínas existem 
naturalmente em uma estrutura agregada chamada 
micelas de caseínas que são mantidas juntas por na-
noclusters de fosfato de cálcio, ligações de hidrogê-
nio e interações hidrofóbicas, sendo altamente hi-
dratadas, com um tamanho médio de cerca de 200 
nm (GUO et al., 2021). Desta forma, uma super mo-
lécula é formada e o complexo é estabilizado pela li-
gação de κ-caseínas (NAITO et al., 2020). 

A estabilidade das micelas é atribuída à sua 
carga negativa líquida e repulsão estérica pela região 
macropeptídica flexível da κ-caseínas (os chamados 
“cabelos”). Diferentes tipos de interações são res-
ponsáveis pela integridade da micela, incluindo inte-
rações induzidas por Ca entre moléculas de proteí-
nas, ligações eletrostáticas, hidrofóbicas e de hidro-
gênio. Essas interações provavelmente também es-
tão envolvidas na formação e nas propriedades es-
truturais dos géis de caseínas (LUCEY, 2017). 

Desde os anos 1960, há um debate científico 
sobre a organização interna das micelas de caseínas. 
O consenso é que a estrutura das micelas de caseínas 
é principalmente estabilizada por interações hidrofó-
bicas e iônicas (SILVA et al., 2019). 

 
FATORES QUE ALTERAM A ESTABILIDADE DAS CA-
SEÍNAS 

 
As micelas de caseínas no leite são muito es-

táveis ao processamento como alta temperatura, 
homogeneização comercial, alta força iônica e íons 
de cálcio. No entanto, baixo pH, enzimas proteolíti-
cas específicas e etanol podem resultar na desestabi-
lização das micelas de caseínas. Abaixar o pH até o 
ponto isoelétrico das caseínas causa precipitação e o 
fosfato de cálcio micelar é totalmente removido 

quando o pH é ≤ 4,9. Além disso, algumas enzimas 
de coagulação do leite, por exemplo, quimosina e 
pepsina, podem catalisar especificamente a hidrólise 
da κ-caseínas, que é dividida em uma fração insolú-
vel (para-κ-caseínas) e uma fração solúvel (caseino-
macropeptídeo), dependendo do grau de glicosila-
ção da κ-caseínas (LUCEY, 2017). 

 
HIDRÓLISE ENZIMÁTICA 

 
A coagulação do leite por enzimas proteolíti-

cas envolve dois estágios: hidrólise enzimática, que 
altera as κ-caseínas e causa uma perda de sua capa-
cidade de estabilizar as micelas de caseínas; agrega-
ção das micelas de caseínas alteradas. A agregação 
das micelas de caseínas pode formar um coágulo 
firme (coágulo) ou um coágulo fraturado macio (co-
alhada), que vai depender das condições ambientais, 
da estrutura e da composição do coágulo formado 
(YE, 2021). 

Para o segundo estágio, a agregação das mi-
celas do leite, devido à perda de repulsão eletrostá-
tica e repulsão estérica das κ-caseínas, depende do 
nível de clivagem das ĸ-caseínas. A proteólise das ĸ-
caseínas também leva a uma diminuição significativa 
no potencial zeta das micelas de caseínas, o que 
pode aumentar a sensibilidade ao estresse ambien-
tal no estômago e promover a coagulação coloidal 
das micelas de caseínas durante a digestão gástrica. 
Sob condições gástricas na presença de Ca+2 e força 
iônica, a agregação das micelas de caseínas induzida 
pela proteólise da pepsina pode ser promovida. A 
presença de íons de cálcio facilita a formação do co-
águlo conectando micelas como uma ponte e indu-
zindo condições isoelétricas (HORNE, 2020). 

 
SOROPROTEÍNAS 

 
As soroproteínas representam uma fração 

menor da proteína total do que as caseínas. Ao con-
trário da fração de caseínas, que consiste em 3 a 4 
produtos gênicos intimamente relacionados, a fra-
ção de soroproteína de leite é muito mais diversa, 
contendo um grande número de proteínas que va-
riam em tamanho e função biológica (ZHU; DINGESS, 
2019). Por concentração, as principais soroproteínas 
do leite da maioria das espécies de mamíferos são β-
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lactoglobulina, α-lactalbumina, albumina sérica san-
guínea e as imunoglobulinas. Juntos, eles represen-
tam mais de 75% das soroproteínas do leite da mai-
oria das espécies. Estruturalmente, todos eles têm 
estrutura secundária e terciária bem definidas, com 
um papel importante das ligações dissulfeto inter-
moleculares na estrutura (HUPPERTZ; CHIA, 2021). 

 
SAIS DO LEITE 

 
A fração mineral representa apenas 0,8% - 

0,9% dos constituintes totais do leite, que contém 
principalmente cálcio, fósforo inorgânico, magnésio, 
sódio, potássio, citrato e cloro. No entanto, os mine-
rais têm um papel crucial no controle da estabilidade 
térmica do leite e de seus derivados. O sistema mine-
ral do leite permanece em equilíbrio dinâmico entre 
as micelas de caseínas e a fase sérica do leite, que 
pode ser influenciado pelo pH e temperatura. O cál-
cio no leite existe parcialmente como fosfato de cál-
cio coloidal (associado às micelas de caseínas) e par-
cialmente na fase sérica como cátions de cálcio livres 
ou em pares de íons com ânions citrato, fosfato e clo-
reto (SINGH et al., 2021). 

O fosfato de cálcio coloidal está em equilíbrio 
dinâmico com o fosfato de cálcio presente no soro. 
Esse equilíbrio depende de condições físico-químicas 
como temperatura, pH, presença de diferentes mi-
nerais e força iônica (ACOSTA et al., 2020). 

O cálcio é muito reconhecido por influenciar a 
estabilidade do sistema de micelas de caseínas coloi-
dal no leite. Citrato de cálcio e fosfato de cálcio são os 
dois principais sais presentes no leite. O fosfato de 
cálcio tende a precipitar durante o processamento. 
O que se deve às reações físico-químicas que levam 
à sua reduzida solubilidade em altas temperaturas, 
conforme observado no tratamento de ultra alta 
temperatura (UHT) (SINGH et al., 2021). 

 
EQUILÍBRIO SALINO, TEMPERATURA E pH DAS MI-
CELAS DAS CASEÍNAS E SOROPROTEÍNAS 

 
Um fator importante para a estabilização do 

leite é o equilíbrio dos sais, o qual pode ser afetado 
durante o processamento industrial dos produtos 
lácteos, principalmente na realização do tratamento 
térmico, a qual é uma etapa muitas vezes utilizada 

para reduzir a contagem de microrganismos a níveis 
seguros e aumentar a vida útil do leite. O fosfato de 
cálcio formado é um sal reversível em termos de 
solubilidade, após o tratamento térmico. Se a 
temperatura for inferior a 90 °C, a mudança de sais 
difusíveis para a fase micelar é considerada reversível 
após o resfriamento. Além disso, o aumento do 
cálcio e do fosfato micelar é atribuído aos ajustes 
dependentes da temperatura, do tamanho ou 
número de nanoclusters de micelas de caseínas. Ao 
contrário, tratamentos térmicos severos (por 
exemplo, 120 °C por 10 min) causam mudanças 
irreversíveis na partição do sal, provavelmente 
devido às modificações na estrutura das micelas 
(WANG; MA, 2020). 

Além da temperatura, o pH é outra variável 
importante para estabilidade. As micelas de caseínas 
são sensíveis ao pH por meio de vários mecanismos. 
A redução do pH diminui o conteúdo de cálcio por 
meio de seu efeito na solubilidade do fosfato de cál-
cio, mas também pode promover interações prote-
ína-proteína, pois sua carga líquida é reduzida. O au-
mento do pH tende a diminuir as interações prote-
ína-proteína à medida que a carga líquida aumenta. 
A remoção do cálcio das micelas por agentes quelan-
tes como o EDTA também leva à dissociação das ca-
seínas na solução (SINGH et al., 2021). 

Ao contrário das caseínas, as soroproteínas 
em seu estado nativo dificilmente têm tendência à 
coagulação como resultado do pH; mesmo em seu 
pH isoelétrico (por exemplo, ∼5,3 para β-Lg, ∼4,2 
para α-La) as proteínas permanecem em solução em 
temperaturas menores que 50 °C (HUPPERTZ; CHIA, 
2021). A estrutura, no entanto, é propensa ao desdo-
bramento induzido pelo calor e todas essas proteí-
nas têm uma temperatura de desnaturação menor 
que 80 °C. Após o desdobramento induzido pelo ca-
lor, as soroproteínas podem agregar, com ligações 
covalentes sendo formadas por meio de ligações dis-
sulfeto intermoleculares. O grupo tiol livre em β-Lg é 
crucial neste processo para iniciar as reações de in-
tercâmbio sulfidril-dissulfeto. As interações podem 
ser com outras soroproteínas de leite, mas também 
com as κ-caseínas, que contém ligações dissulfeto in-
termoleculares. A desnaturação induzida pelo calor 
tem grandes efeitos na funcionalidade da soroprote-
ína (ANEMA, 2019). 
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FATORES EXTRÍNSECOS 
 
Segundo Moradi et al. (2021) um dos fatores 

que afeta diretamente a estabilidade do leite é a alta 
contagem de células somáticas. A plasmina, a elastase 
e a catepsina D são as enzimas proteolíticas primárias 
do leite, que são geralmente encontradas no leite de 
úberes saudáveis e infectados com células somáticas 
elevadas. Esta, por sua vez, é derivada do plasminogê-
nio e é provável que se desloque para o leite devido à 
destruição do epitélio. Vários fatores, por exemplo, a 
presença de células somáticas facilitam a ativação do 
plasminogênio em plasmina no leite (PANTHI et al., 
2017). A conversão do plasminogênio em plasmina 
resulta na proteólise das caseínas, influenciando assim 
na estabilidade térmica (MORADI et al., 2021). 

A mastite bovina, uma inflamação do tecido ma-
mário, diminui a produção, a qualidade do leite e a efici-
ência reprodutiva, causando enormes perdas econômi-
cas (JAMALI et al., 2018). A sanidade da glândula mamá-
ria (mastite subclínica) aparentemente não exerce efei-
tos marcantes sobre a estabilidade do leite no teste do 
álcool, por isso existem dúvidas sobre até que ponto o 
teste do álcool consegue identificar leites provenientes 
de animais com a mastite (ROSA et al., 2017). 

Já foi constatado, segundo Rosa et al. (2017), 
que o estádio de lactação pode ser fator para altera-
ção da estabilidade do leite, possivelmente pela alte-
ração na concentração de proteínas, cátions divalen-
tes e sua proporção com ânions e equilíbrio salino. 
Além disso, outro fator a ser levado em consideração 
é o consumo de nutrientes e alterações digestivas e 
metabólicas, que podem se relacionar a instabilidade 
do leite. Uma causa provável para explicar tal fato é a 
acidose metabólica induzida pela acidose ruminal ou 
pela inclusão de sais à dieta do animal. 

 
LEITE INSTÁVEL NÃO ÁCIDO (LINA) 

 
Como já exposto, a estabilidade térmica dimi-

nui de acordo com o aumento de acidez do leite, ou 
pode alterar de acordo com fatores ambientais, gené-
ticos e nutricionais das vacas leiteiras, diminuindo as-
sim a estabilidade ao teste do etanol. As alterações de 
estabilidade do leite sem aumento de acidez foram 
denominadas de leite instável não ácido (LINA) 
(FISCHER et al., 2012). 

A Instrução Normativa nº 76 de 26 de novem-
bro de 2018, do Ministério da Agricultura, Pecuária e 
Abastecimento evidencia a preocupação com as con-
dições higiênico-sanitárias do leite, porém não faz re-
ferência a composição química, que também é impor-
tante para a obtenção de produtos de qualidade, e 
pode estar relacionada com as causas para a ocorrên-
cia do LINA (BRASIL, 2018). 

A ocorrência de leite instável não ácido (LINA) 
causa prejuízos aos produtores e laticínios, em conse-
quência da penalização aos produtores e do risco de 
coagulação da matéria-prima em alguns processa-
mentos térmicos na indústria (FAGNANI, 2018). Para 
ser classificado como LINA, o leite deve ser instável ao 
teste do álcool a 72% (v/v), sem apresentar acidez ti-
tulável acima de 18 °D (GABBI et al., 2016). 

Estudos sobre LINA em regiões tropicais semi-
áridas são raros (FARIA et al., 2017). É importante co-
nhecer a dinâmica da ocorrência de LINA em diferen-
tes locais e estações do ano (LI, 2019), pois essa altera-
ção é de origem complexa e multifatorial, segundo 
Fagnani (2018). Em um estudo realizado por Manske 
et al., (2020), que avaliaram as propriedades leiteiras 
correlacionando suas características com a ocorrência 
de LINA, também foi evidenciado a importância da ali-
mentação adequada na produção de alimentos e pro-
dutividade do animal levando em consideração a sa-
zonalidade. Desta forma, a dieta se caracteriza como 
um fator importante para manutenção da estabili-
dade e produção de alimentos com qualidade. A Ta-
bela 1 apresenta as referências e descrevem os fato-
res que contribuem para a ocorrência do leite LINA a 
partir das pesquisas obtidas. 

Portanto, quando a amostra coagula na prova 
do álcool, é porque a estabilidade da estrutura micelar 
está fraca, e isso pode ocorrer devido a fatores já cita-
dos anteriormente, como a acidez (neste caso, devido 
a contaminação) ou algum desequilíbrio no sistema, 
como por exemplo, o aumento do cálcio iônico do 
leite (MARTINS et al., 2015). 

Fatores nutricionais e metabólicos, como o 
DCAD (diferença cátion-ânion dietética), influenciam 
diretamente na estabilidade do leite para etanol e du-
rante o aquecimento a 140 °C, que é diminuída linear-
mente com a redução de DCAD devido a alterações 
no equilíbrio iônico do leite e as interações entre as 
proteínas do leite na micela (MARTINS et al., 2015). 
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Tabela 1. Fatores que contribuem para a ocorrência do leite instável não ácido 

Autores Fatores 

Fagnani et al., (2018) A alimentação dos rebanhos e das condições climáticas regionais. 

Zanela; Ribeiro, (2018) Restrição alimentar, baixa ingestão de matéria seca e/ou tempo de 
alimentação insuficiente 

Gabbi et al., (2016) A redução do aporte de energia ao tecido epitelial mamário. 

Faria et al., (2017) O clima quente e seco e de baixo índice pluviométrico. 

Beloti (2015) 
Desequilíbrio de sais, desequilíbrio entre energia e proteína na ali-
mentação, qualidade ou substituições do sal mineral ou do concen-
trado, rebrota de capim e estresse térmico. 

Vidal et al., (2018) O manejo do rebanho, a alimentação e o potencial genético. 

Angelo et al., (2017) A homogeneização inadequada do leite do tanque de resfriamento 
antes do teste de álcool. 

Segundo Fagnani et al. (2018), a instabilidade 
ao álcool aumenta com a redução da concentração 
de lactose e, indiretamente, com a diminuição de α-
lactalbumina, promotor da síntese de lactose. 

O consumo de LINA não representa risco à sa-
úde humana, mas há limitação durante o processa-
mento industrial em razão da provável menor resis-
tência térmica. Na última década, foi observado no 
Brasil, uma elevada ocorrência de leite instável sem 
acidez, o que resultou em grandes prejuízos a todos os 
elos da cadeia agroindustrial do leite, pois o LINA não 
é captado ou então o produtor recebe uma penaliza-
ção no pagamento (FISCHER et al., 2012). Em detri-
mento disso, o aproveitamento do LINA poderia ser 
condicionado aos produtos menos exigentes em esta-
bilidade térmica, mas permitindo seu aproveita-
mento por parte da indústria (FISCHER et al., 2011). 

Backes et al (2012) apontaram que LINA possui 
características nutricionais semelhantes ao leite co-
mum, com maior teor de gordura e menor teores de 
caseínas, afirmando que o leite LINA é rejeitado pela 
indústria pelo fato de não ser estável ao processo tér-
mico para leite UHT. Então esse leite pode ser usado 
na fabricação de derivados para consumo humano, 
no entanto sem passar por processos térmicos abran-
gentes, como leite pasteurizado, iogurte, queijo, man-
teiga ou leite em pó. Silva et al. (2012) relataram que o 
LINA é estável ao tratamento térmico e pode passar 

pela pasteurização industrial, sem necessidade de re-
jeição a esse tipo de leite.  

Nas pesquisas realizadas sobre a produção de 
laticínios LINA, não foram observadas alterações no 
processamento do iogurte batido em termos de 
tempo de fermentação, pH e viscosidade. O leite com 
teste de álcool positivo e boas condições sanitárias 
apresenta boa capacidade de coagulação e pode ser 
utilizado na produção de queijos sem inconvenientes 
(ZANELA et al., 2015). No processamento de queijos, 
não foram observadas mudanças significativas na pro-
dução industrial com amostras positivas e negativas 
de LINA, portanto, o leite instável pode ser usado para 
fazer alguns laticínios, pois não causa problemas à sa-
úde pública (BRASIL et al., 2015). 
 
CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
A estabilidade das micelas de caseínas é atribu-

ída principalmente à sua carga negativa líquida e repul-
são estérica pela região macropeptídica flexível da κ-ca-
seínas. O baixo pH, enzimas proteolíticas específicas e 
etanol podem resultar na desestabilização das micelas 
de caseínas, assim como a conversão do plasminogê-
nio em plasmina, resulta na proteólise das caseínas, in-
fluenciando assim na estabilidade térmica do leite. 

Já em relação ao LINA, quando a amostra coa-
gula na prova do álcool, é porque a estabilidade da es- 
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trutura micelar está fraca, e isso pode ocorrer devido 
a fatores como a acidez elevada. Além do mais, exis-
tem vários fatores que podem levar a ocorrência do 
LINA, tais como clima, alimentação, raça, período de 
lactação e a própria saúde do animal.  
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